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RESUMO

A maléria é considerada uma das doencas mais prevalentes do mundo. De acordo
com a Organizacdo Mundial da Saude, a malaria afeta aproximadamente 400
milhbes de pessoas por ano. Apesar de sua incidéncia ter diminuido
consideravelmente nos ultimos anos, a maléria continua sendo um dos maiores
problemas de saude publica no Brasil e no mundo. Durante a infeccdo, o agente
etiologico Plasmodium spp. desencadeia a producéo de altos niveis de citocinas proé-
inflamatoérias. Dados do nosso grupo e de outros demonstram a importancia dos
mondcitos no controle e na patogénese da maléria, visto que sdo 0s maiores
produtores de citocinas inflamatdrias durante a infeccdo. Os mondcitos sdo uma
populacdo heterogénea e podem ser divididos em trés subpopula¢cdes baseadas na
expressdo de CD14 e de CD16. Essas células sdo denominadas, monocitos
classicos (CD14'CD16Y), inflamatérios ou intermediarios (CD14"™"CD16") e
patrulhadores (CD14"°"CD16"). Considerando a importancia dos mondcitos durante
a maléria, o objetivo do presente estudo foi definir o papel das subpopulacdes de
monaocitos durante a infeccdo pelo P. vivax. A fim de responder essa questdo, 0s
mondcitos classicos, inflamatérios e patrulhadores presentes no sangue periférico de
pacientes na fase aguda da malaria foram caracterizados fenotipicamente e
funcionalmente. Primeiramente, foram avaliadas as caracteristicas ultraestruturais e
atividade mitocondrial das subpopulacdes de mondécitos. Uma vez que as
subpopulacdes apresentaram caracteristicas distintas, foi avaliada a producédo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) total e mitocondrial. Os dados demonstram que
0s mondcitos CD14""CD16" de pacientes com malaria apresentam maior atividade
mitocondrial e produzem mais ROS que 0s outros subtipos, sugerindo uma atividade

metabdlica diferenciada durante a infeccéao pelo P. vivax.



ABSTRACT

Malaria is considered one of the most prevalent diseases in the world. According with
World Health Organization, malaria affects approximately 400 million people a year.
Although the incidence of the disease has decreased remarkably in recent years,
malaria is still one of the greatest public health problems in Brazil and worldwide.
During the disease, the etiologic agent Plasmodium spp. triggers the production of
high levels of inflammatory cytokines. Data from our group and others indicate the
importance of monocytes in the control and pathogenesis of malaria, once they are
the major source of pro-inflammatory cytokines during the infection. Monocytes are
heterogeneous and can be divided into three distinct subsets described based on
their expression of CD14 and CD16. These cells are referred to as, classical
(CD14*CD16), inflammatory or intermediate (CD14"™"CD16") and patrolling
(CD14"°"CD16") monocytes. Given the importance of monocytes during malaria, the
aim of our study is to define the role of the monocyte subsets during P. vivax
infection. To address this question, we phenotypically and functionally characterized
the classical, inflammatory, and patrolling monocytes present in the peripheral blood
from patients experiencing acute malaria episodes. We first evaluated the ultra-
structural features and mitochondria activity of monocyte subpopulations. Once they
display distinct characteristics, we also assessed total and mitochondrial reactive
oxygen species (ROS) production. Our data show that CD14""CD16" monocytes in
malaria patients displays increased mitochondrial activity and produce higher ROS
level than the others subsets, suggesting a differential metabolic activity during P.

vivax infection.
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1 INTRODUCAO
1.1 Malaria

A malaria, considerada mundialmente como um dos maiores problemas de
saude publica, € uma doenca infecciosa causada por protozoarios do género
Plasmodium (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Dentro desse género, existem cinco
espécies capazes de ocasionar a doenca em humanos, sdo elas: Plasmodium
falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae e mais recentemente o P. knowlesi que foi
encontrado infectando humanos no sudeste asiatico (SINGH et al.,, 2004). As duas
primeiras espécies sdo as de maior importancia epidemiolégica, 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 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).

Apesar de sua incidéncia ter diminuido consideravelmente nos ultimos anos,
a maléaria € apontada como uma das doencgas mais prevalentes no mundo, segundo
dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimava-se que 3,2 bilhdes de
pessoas se encontravam em risco de contrair a doenca no ano de 2013. A malaria
atinge aproximadamente 97 paises e infecta anualmente cerca de 120 a 300 milhdes
de pessoas, ocasionando milhares de mortes, principalmente de gestantes e
criangas menores de cinco anos (WHO, 2014).

Ha décadas, diversas acdes vém sendo implantadas, em varias regiées do
mundo, visando o controle da doenca, porém a malaria continua sendo uma das
maiores epidemias mundiais e obstaculo ao pleno desenvolvimento econémico de
comunidades e nacbes. De acordo com dados da OMS, a maior proporcéo da
mortalidade causada pela malaria ocorre na Africa (90%), seguida pela Asia e
Oceania (=10%) e por ultimo, as Américas (<1%) (WHO, 2014).

O alto numero de casos de malaria no mundo se deve, em grande parte, ao
aumento significativo da resisténcia dos parasitos aos medicamentos antimalaricos,
ao aparecimento de vetores resistentes aos inseticidas e a escassez de politicas que

visem a melhora econdmica e social das areas endémicas da doenca (TAUIL, 2006).
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1.1.1 Maléria no Brasil

Na década de 1930, o Brasil foi invadido, na regido Nordeste, pelo vetor
Anopheles gambiae, ocasionando um surto de maléria grave com taxa de
mortalidade de 13% em uma populacéo que, em grande parte, nunca tivera contato
com tal doenca. Devido ao tr&fego maritimo entre o Brasil e Senegal na época,
acredita-se que o vetor tenha chegado a América em navios de guerra franceses
que realizavam estudos na area (DEANE, 1992 apud OLIVEIRA-FERREIRA et al.,
2010).

Durante a década de 1950, foi realizada no Pais uma campanha nacional
visando o controle da malaria que obteve sucesso, diminuindo significativamente o
namero de pessoas infectadas. Tal programa baseava-se na pulverizacdo de
Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT) nas residéncias e no uso de cloroquina para
tratar os individuos que apresentassem febre. Embora tenha conseguido erradicar a
malaria em grande parte do Brasil, o programa foi ineficiente em conter a
disseminacdo da doenca na regido Amazoénica, na qual até hoje a malaria continua a
representar um grave problema de saude publica (LOIOLA; SILVA; TAUIL, 2002).

O Programa Nacional de Controle da Malaria modificou o foco de acdo a fim
de diminuir os casos de malaria no Brasil. Em vez de dedetizacdo intradomiciliar e o
tratamento dos febris, o diagnéstico precoce e tratamento adequado dos casos
foram tidos como prioridade. Além disso, a politica visando o aumento do niumero de
postos de saudes capacitados a realizar as acdes prioritarias resultou em uma
menor propor¢cdo de casos de malaria falciparum (OLIVEIRA-FERREIRA et al.,
2010).

No Brasil, existem trés espécies do género Plasmodium: P. vivax, P.
falciparum e P. malariae, ndo havendo casos de transmissdo autéctone de P. ovale
e P. knowlesi (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Em 1988, a incidéncia dos dois
principais agentes etiologicos da maléaria, 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, posi¢do que
ocupa até hoje (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010).

Essa predominéancia do P. vivax no Brasil ocorreu devido a intensificacdo do

controle da doencga por meio do diagnéstico rapido seguido de tratamento. Essa
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estratégia possibilitou eliminar eficientemente os gametocitos do P. falciparum, visto
que eles aparecem na circulacdo do hospedeiro vertebrado somente 8-10 dias apés
a infeccdo. Os gametdcitos de P. vivax, por sua vez, atingem a corrente sanguinea
em aproximadamente trés dias apoOs a infeccdo, antes de o hospedeiro apresentar
sintomas, possibilitando a infeccdo de novos mosquitos antes mesmo de o
diagnéstico ser realizado, dificultando assim o controle da doenca (BOUSEMA;
DRAKELEY, 2011).

Tradicionalmente, o Brasil tem sido apontado como o responsavel por mais
da metade dos casos de malaria notificados na América Latina. E importante
salientar que no Brasil, os casos encontram-se restritos basicamente a regido da
Amazodnia Legal, composta pelos estados do Amazonas, Acre, Roraima, Amapa,
Para, Tocantins, Rondbnia e partes do Mato Grosso e do Maranhdo (LACERDA et
al., 2012).

Em 2014, segundo dados do Ministério da Saude, dos 142.564 casos
notificados no Brasil, 83,3% tinham como agente etioldgico o P. vivax, o que significa
gue nosso Pais encontra-se em situacao epidemiolégica peculiar, sendo, portanto
um dos poucos paises do mundo a apresentarem uma predominancia do P. vivax
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Embora as infecgdes pelo P. vivax sejam
consideras mais brandas quando comparadas as de P. falciparum, é valido ressaltar
gue relatos de malaria grave causada pelo P. vivax vém sendo descritos na regido
amazonica (ALEXANDRE et al., 2010; ANDRADE et al., 2010; COSTA et al., 2012).

1.1.2 Ciclo da maléaria

O ciclo de vida do Plasmodium spp. € extremamente complexo, 0 parasito
apresenta mais de dez estagios celulares de diferenciacdo e invade pelo menos
guatro tipos de células dentro de dois hospedeiros distintos (Figura 1) (HALL et al.,
2005; MUELLER et al., 2009).

7

A malaria é transmitida para hospedeiros vertebrados durante o repasto
sanguineo da fémea do mosquito Anopheles spp., desde que esta esteja
previamente infectada com parasitos protozoarios do género Plasmodium. Na saliva
do mosquito estdo presentes esporozoitos que uma vez dentro do organismo
vertebrado alcangcam a corrente sanguinea, na qual circulam por alguns minutos até

chegarem ao figado, onde invadem os hepatécitos dando inicio ao ciclo pré-
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eritrocitico ou esquizogonia tecidual, caracterizado por ser um periodo de intensa

replicagéo intracelular clinicamente silencioso (SCHOFIELD; GRAU, 2005).

Foi demonstrado que dentro de aproximadamente uma hora apdés a picada do
mosquito, somente um numero pequeno de parasitos alcancam o0s capilares
sanguineos ou vasos linfaticos através de sua propria mobilidade, a grande maioria
dos parasitos tornam-se imoOveis e permanecem na derme. Os esporozoitos
drenados nos vasos linfaticos, ocasionalmente, chegam até o 6rgéo linfoide mais
préximo, sendo entédo fagocitados por células dendriticas e macrofagos, porém uma
minoria consegue se diferenciar parcialmente em estagios exoeritrociticos. Tais
resultados demonstram que esporozoitos podem, de fato, migrar para diferentes
lugares, além do figado, liberando antigenos exoeritrociticos (AMINO et al., 2006;
KEBAIER; VOZA; VANDERBERG, 2009).

Uma vez nas células hepaticas, o plasmdédio permanece dentro de vacuolos
parasitéforos e passam por um processo denominado cariocinese, que consiste na
multiplicacdo do material genético sem que ocorra a divisdo celular. Como
consequéncia, ha a formagdo de uma célula com varios nucleos denominada
esquizonte tecidual. Cada nucleo adquire membrana celular, ocorrendo a
diferenciacdo do parasito em merozoitos (MENARD et al., 2013; STURM et al.,
2009). O grande numero de merozoitos acaba por causar a lise do hepatdcito e
permite que os mesmos alcancem a corrente sanguinea. Nessa etapa do ciclo de
vida, o P. vivax se destaca por apresentar uma caracteristica biolégica Unica que o
distingue do P. falciparum, a capacidade de desenvolver formas dormentes
nomeadas hipnozoitos que podem se ativar meses ou anos apos a infec¢ao, sendo,
portanto responsaveis pelas recaidas observadas nos pacientes (MUELLER et al.,
2009).

Estudos demonstraram, in vitro e in vivo, que 0s merozoitos uma vez dentro
dos hepatécitos formam uma vesicula denominada merossomo, cuja cobertura é
feita pela membrana plasmatica do hospedeiro, sequestrando e protegendo os
merozoitos de mecanismos do sistema imune. Além disso, 0S merozoitos s&o
capazes de inibir a expressdo de moléculas na superficie do merossomo que
poderiam servir de sinais de reconhecimento por fagécitos do hospedeiro (STURM
et al., 2006).
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Uma vez na corrente sanguinea, 0S merozoitos invadem o0s eritrocitos.
Considerando-se o0 ciclo de vida do P. vivax, o0s reticulécitos sao
predominantemente, se nao exclusivamente, as células a serem invadidas,
tornando-se maiores e deformadas. Acredita-se que tal deformacédo, de alguma
maneira, assegura ao parasito uma passagem segura pelo baco. (MUELLER et al.,
2009).

Apés esse periodo de intensa reproducdo assexuada por esquizogonia, O
grande numero de merozoitos causa a lise dos eritrocitos, fazendo com que o0s
primeiros sejam lancados na corrente sanguinea, promovendo 0 estagio eritrocitico
do ciclo (SCHOFIELD; GRAU, 2005). A liberacédo de parasitos devido a ruptura dos
eritrécitos é percebida clinicamente pelo inicio do paroxismo malarico, fase na qual
os sintomas da doenca possuem maior intensidade (MINISTERIO DA SAUDE,
2014).

Alguns merozoitos se diferenciam em gametocitos imaturos que
posteriormente se tornardo gametécitos masculinos e femininos. No caso do P.
vivax, € valido salientar que nessa fase podemos observar outra caracteristica de
extrema importancia clinica que o distingue do P. falciparum: seus gametécitos se
desenvolvem precocemente, podendo ser encontrados na circulacao periférica antes
ou no inicio dos sintomas clinicos da doenca. Dessa maneira, um individuo
infectado, porém assintomatico, pode nado receber o tratamento indicado e passa
entdo a exercer o papel de reservatorio para o agente etioldgico da infeccéo
(MUELER et al., 2009).

Durante o repasto sanguineo, o mosquito ingere gametécitos ja maduros que
se diferenciam em microgameta (masculino) e macrogameta (feminino) que seréo
fecundados originando a forma moével denominado oocineto (MINISTERIO DA
SAUDE, 2014). Esse atravessa o epitélio do intestino e forma o esporocisto,
constituido por numerosos esporozoitos originados por esporogonia. Com a ruptura
do esporocisto, 0s esporozoitos alcancam a hemolinfa do inseto e migram para as
glandulas salivares do mesmo, dando continuidade ao ciclo de vida do parasito
(HALL et al., 2005; MUELLER et al., 2009).
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Mosquito takes a blood meal,
inoculating human
with sporozoites

Mosquito stages
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S

Mosquito takes a blood meal,
ingesting gametocytes

Figura 1. Ciclo da malaria. O ciclo se inicia durante o repasto sanguineo de mosquitos fémeas do
género Anopheles que injetam esporozoitos na derme do hospedeiro vertebrado. Os esperozoitos
atingem a corrente sanguinea e alcancam o figado infectando os hepatécitos. Apds milhares de
divisdes se diferenciam em merozoitos que acabam por ocasionar a lise do hepatdécito e alcancam a
corrente sanguinea. Os merozoitos que atingem a corrente sanguinea iniciam o ciclo eritrocito, que
consiste em invaséo, replicagao, lise do eritrdcito e liberagdo de merozoitos, que se repete a cada 48
horas aproximadamente. Alguns merozoitos se diferenciam em gametocitos masculinos e femininos
gue serao ingeridos por um mosquito durante o repasto sanguineo. Apos a fecundacgéo e formacéo
do oocineto, o parasito se diferencia novamente em esporozoitos migrando para as glandulas
salivares do mosquito finalizando esse complexo ciclo (USHHMA, 2011).

1.2 Imunidade na Malaria

Fatores relacionados ao parasito e ao hospedeiro podem influenciar o
equilibrio dindmico que caracteriza as infec¢fes parasitarias. Nesse contexto, tanto
a imunidade inata quanto a adquirida séo fundamentais para o controle da infec¢éo

malarica. A menos que a infeccdo seja limitada por mecanismos do sistema imune
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ou drogas antimalaricas, a parasitemia crescerd de maneira exponencial chegando a
um ponto no qual aproximadamente todos os eritrocitos se encontraréo infectados e
a morte dos hospedeiros sera inevitavel (STEVENSON; RILEY, 2004).

Mecanismos efetores da imunidade inata e adquirida sdo capazes de limitar o
pico de parasitemia e consequentemente evitar a gravidade da doenca, reduzindo o
namero de eritrocitos infectados circulantes. Entretanto, esses mecanismos,
tipicamente, falham em eliminar a infeccdo por P. vivax completamente, permitindo
gue uma baixa quantidade de parasitos permaneca no organismo, persistindo por
meses ou até anos (KATSURAGAWA et al., 2010). Entretanto, os motivos pelos
quais a resolucdo completa da doenca ndo € alcancada ainda ndo sdo bem
esclarecidos (MILLER et al., 2002; CLARK et al.,2004).

Nesse contexto, apesar de se acreditar que a resisténcia clinica a doenca é
eventualmente adquirida com a exposicdo acumulativa ao parasito, a resisténcia a
infeccdo per se é raramente alcancada. Dessa maneira, adultos que vivem em
regibes endémicas frequentemente apresentam infeccdo assintomatica (MARSH,;
KINYANJUI, 2006). Assim, a aquisicdo de imunidade contra a maléria em seres
humanos é complexa, envolvendo primeiramente a resisténcia contra formas graves
da doenca, seguida da resisténcia a doen¢a ndo complicada e raramente resisténcia
a infeccdo (CROMPTON et al., 2014).

Quando os individuos deixam a area endémica, a imunidade dos mesmos
contra formas graves da doenca parece persistir, por sua vez, a imunidade contra
casos ndo complicados de maléria diminui com o passar dos anos (CASTELLI et al.,
1999; JELINEK et al., 2002; MATTEELLI et al., 1999; STRUIK; RILEY, 2004).
Sugerindo que a maléaria induz apenas uma memoéria de curto prazo (MUELLER et
al., 2013).

1.2.1 Imunidade inata

O sistema imune inato esta envolvido no reconhecimento de componentes
ativos derivados de patdégenos através de uma variedade de receptores de
reconhecimento de padrbées (PRRs) expressos na membrana plasmatica ou
endossomal. Esses receptores reconhecem padrées moleculares associados a

patégenos (PAMPs) e moléculas endbégenas provenientes de dano celular,
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denominadas padrdes moleculares associados ao dano (DAMPSs) (TAKEUCHI et al.,
2010).

Os PRRs estdo amplamente distribuidos em uma gama de tecidos e células
com a finalidade de detectar e responder a infec¢des, desencadeando uma resposta
imune inata através de adaptadores intracelulares e moléculas sinalizadoras. Em
particular, os receptores semelhantes a Toll (TLRsS), que sdo altamente expressos
em células do sistema imunolégico especializadas tais como macrofagos, células
dendriticas e linfécitos B, possuem um importante papel ndo somente na eliminacéo
dos parasitos, mas também na inducédo de respostas imunes adaptativas antigenos-

especificas alcancando, assim, a protecdo contra a infeccdo (COBAN et al., 2007).

Estudos sugerem que além da funcdo primaria contra microrganismos, a
ativacdo do sistema imune inato por TLRs pode estar envolvida na patogénese de
vérias enfermidades (COBAN et al., 2007). Por exemplo, em modelo experimental de
malaria cerebral, foi demonstrado que TLR9 é essencial para a producdo de
citocinas proé-inflamatdérias, indicando a sua importancia na patogénese da doenca
(FRANKLIN et al., 2011).

Durante a malaria causada pelo P. vivax, o sangue € o principal tecido
afetado, visto que o sequestro de parasitos para outros tecidos ndo € um evento
central nessa infec¢cdo. Quando ocorre a ruptura dos reticulécitos e consequente
liberacdo de merozoitos na corrente sanguinea, varios componentes do parasito sao
reconhecidos por receptores do sistema imune inato levando a ativacdo dos
leucocitos (GAZZINELLI et al., 2014).

A ruptura dos reticuldcitos € tipicamente acompanhada por febre, nauseas,
dores de cabeca e outros sintomas devidos a resposta de citocinas pro-inflamatorias
produzidas em sua maioria por ceélulas do sistema imune inato, tais como
Interleucina (IL)-1B, IL-6, IL-8, IL-12(p70), interferon (IFN)-y e fator de necrose
tumoral (TNF)-a (MILLER et al., 2002; LYKE et al., 2004; WALTHER et al., 2006).
Nesse contexto, € importante salientar que mediadores inflamatérios vém sendo
repetidamente relacionados a gravidade da malaria, o que corrobora a ideia de que,
pelo menos em parte, o sistema imune seja responsavel pelos sintomas observados

durante a doenca (STEVENSON;RILEY, 2004).
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A infeccdo pelo plasmoédio induz uma forte resposta imune inata pelo
hospedeiro que é necesséria para iniciar a imunidade protetora adquirida, mediada
principalmente por linfécitos T CD4+ e anticorpos (SPONNAS et al.,2009;
LANGHORNE et al., 2004; VON DER WEID; HONARVAR; LANGHORNE, 1996).
Além disso, as respostas imunes inatas sdo essenciais para limitar a fase inicial de
replicacdo do parasito durante a maléria, controlando a primeira onda de parasitemia
e permitindo ao hospedeiro tempo para desenvolver respostas adaptativas
especificas (STEVENSON; RILEY, 2004).

Trabalhos utilizando modelos animais demonstram um papel para varias
células do sistema imune inato no reconhecimento do estagio sanguineo da doenca,
promovendo inflamag&o, inibindo o crescimento do parasito e moldando a resposta
imune adaptativa, incluindo mondécitos/macrofagos (URBAN; STEVENSON, 2005),
mastécitos (GUERMONPREZ et al., 2013), neutrofilos (PORCHERIE et al., 2011),
células NK, NKT e linfécitos T yd (HANSEN; D’°OMBRAIN; SCHOLFIELD, 2007).

Recentemente, nosso grupo demonstrou que 0s mondcitos desempenham um
papel fundamental na resposta inflamatéria contra o P. vivax. Essas células
encontram-se altamente ativadas durante a doenca, além de fagocitar o parasito
também produzem altos niveis de citocinas pro-inflamatérias (LEORATTI et al.,
2012; ANTONELLI et al., 2014).

1.2.1.1 Mondcitos

Os mondcitos séo leucocitos mononucleados que fazem parte do sistema
imune inato e compdem uma das primeiras populacdes celulares a atuar na defesa
do organismo contra patogenos (SHEEL; ENGWERDA, 2012). Estudos tém
demonstrado que além de originar outros tipos celulares teciduais, os mondocitos
atuam como células efetoras inatas da resposta inflamatdria contra microrganismos.
Neste contexto, suas fun¢cdes sdo inumeras, incluindo, por exemplo, a morte de
patdogenos por meio da fagocitose, producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), oxido nitrico, mieloperoxidase e citocinas inflamatérias (SERBINA et al.,
2009; GONCALVES et al., 2011; LEORATTI et al., 2012; ANTONELLI et al., 2014).

Os mondcitos formam uma populacédo de células heterogénea, com variadas
funcdes, fazendo com que sua caracterizacdo e fenotipagem sejam dificultadas. Ha

guase duas décadas, as subpopulacdes de mondcitos humanos foram distinguidas
20



utilizando-se a expressdo de CD14 (receptor de lipopolissacarideo) e CD16
(receptor Fc para IgG). A populacéo de mondcitos CD14°CD16~ é capaz de produzir
IL-10 e baixos niveis de TNF-a in vitro. J4 os mondcitos CD16" sdo os principais
produtores de citocinas inflamatorias, como o TNF-a e IL-18 quando estimulados
com LPS (lipopolissacarideo) (BELGE et al., 2002).

Dados da literatura mostram que a subpopulagdo de mondcitos CD16™ ainda
€ heterogénea (SKRZECZYNSKA-MONCZNIZ et al., 2008). Cros e colaboradores
(2010) subclassificaram a populagdo de mondcitos CD16" em duas subpopulacées
de acordo o nivel da expressédo de CD14: CD14""(high) CD16" e CD14"(low) CD16".
Os ultimos sdo denominados nao classicos (ou patrulhadores), sendo responsaveis
por patrulhar o endotélio dos vasos sanguineos, mas ndo sdo bons fagdcitos e ndo
produzem espécies reativas de oxigénio ou citocinas em resposta a estimulagéo
com agonistas de TLR de superficie. No entanto, em resposta aos agonistas de
TLR7 e 8, estes mondcitos sdo capazes de produzir TNF-a, IL-13, e CCL3 (CROS et
al. 2010).

Dessa maneira, os mondécitos circulantes de humanos foram divididos em trés
subpopulacdes: mondcitos classicos (CD14°CD16°), inflamatérios (CD14°CD16%) e
patrulhadores (CD14°CD16") (SHEEL; ENGWERDA, 2012; CROS et al., 2010).

1.2.1.1.1 Mondcitos e imunopatogénese da Maléria

Varios estudos demonstraram o papel dos mondcitos durante a maléaria. Por
exemplo, no modelo murino de malaria, o P. chabaudi induz a emigracdo de
monocitos da medula 6ssea. Este fendbmeno foi demonstrado ser dependente de
CCR2 e a auséncia deste ocasionou um aumento da parasitemia dos animais
infectados. Durante a infeccdo, essas células foram responsaveis pela producao de
oxido nitrico sintase induzivel e ROS. Portanto, estes resultados demonstraram que
0s mondcitos sdo um componente de defesa imediata contra patégenos, sendo

importantes no controle da infecgéo pelo plasmodio (SPONAAS et al., 2009).

Na malaria, para que ocorra o controle do parasito, sdo desencadeadas
respostas essencialmente inflamatdrias, que também sdo os responsaveis pelos
sintomas observados durante a doenca. Assim, 0s mondécitos provavelmente

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

21



plasmédio, uma vez que sdo os principais produtores de citocinas pré-inflamatérias
(LEORATTI et al., 2012).

Nosso grupo demonstrou que 0s mondcitos dos pacientes infectados pelo P.
vivax apresentam um perfil de ativagdo diferenciado durante a fase aguda da
doenca. Ha uma diminuicdo na expressao de HLA-DR (molécula de ativacdo) que
pode refletir a ativacdo dessas células, PECAM-1 (moléculas de adesao) e CCR7
(receptor de CCL19 e CCL21) e um aumento de ICAM-1, VCAM-1 (moléculas de
adesdo) e CX3CR1 (receptor da fractalquina). Além disso, todas as subpopulacdes
de mondcitos apresentam um perfil fenotipico distinto, sendo que os mondcitos
CD14°CD16 e CD14°CD16" apresentam um perfii mais inflamatério que os
patrulhadores (ANTONELLI et al., 2014).

E importante salientar que os mondcitos inflamatérios apresentaram um
aumento de suas funcdes efetoras, tais como fagocitose e killing do parasito, sendo,
portanto, fundamentais no controle da parasitemia e na resisténcia do hospedeiro a
infeccéo pelo P. vivax (ANTONELLI et al., 2014).

1.3 Mitocondria naregulagcdo darespostaimune

Durante a ativacao da resposta imune, os leucécitos passam de um estado
metabdlico relativamente quiescente para uma fase caracterizada por um
metabolismo altamente ativo. Para que essa conversdo ocorra € necessario que a
célula passe de um estado catabdlico para anabdlico. No primeiro, macromoléculas
sdo completamente degradadas e transportadas através de vias que geram energia
a fim de produzir adenosina trifosfato (ATP) e manter a homeostase celular. Por
outro lado, durante o anabolismo, o metabolismo celular é reorganizado com a
finalidade de balancear a producdo de ATP com a producdo de metabdlitos
intermediarios que sao requeridos para sintese de novo de macromoléculas

(WEINBERG; SENA; CHANDEL, 2015).

Atualmente, acredita-se que o0 metabolismo ndo sustenta o fendtipo de
diversas ceélulas como uma consequéncia da sinalizacdo celular, mas sim atua
alterando as vias de sinalizacdo que levam a determinados fenotipos celulares.
Nesse contexto, a mitocondria desempenha um papel central no metabolismo
celular, sendo necesséria tanto para a manutencado quanto para o estabelecimento

dos fenotipos das células do sistema imune (WEINBERG; SENA; CHANDEL, 2015).
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As mitocOndrias s&o organelas compostas por dois subcompartimentos: a
matriz mitocondrial e o0 espago intermembranas. Esses compartimentos s&o
formados pelas duas membranas mitocondriais: a membrana interna, que forma
extensas invaginacdes denominadas cristas, e a membrana externa que esta em
contato com o citosol. Embora possua seu préprio material genético, o DNA
mitocondrial, a maioria de suas proteinas € produzida no citosol (ALBERTS et al.,
2006).

Historicamente, o papel central da mitocéndria é efetuar a ligacdo eficiente
entre a oxidacdo de metabdlitos através do ciclo do acido citrico (CAC) e a producao
de ATP pela cadeia transportadora de elétrons (CTE). Além disso, outra funcéo
primordial, de igual importancia desempenhada pela mitocondria, é a utilizagdo de
metabdlitos do CAC para a sintese de macromoléculas. Essas duas funcdes, gerar
ATP e suportar a biossintese, ttm que ser cuidadosamente balanceadas a fim de
suprir as demandas celulares. Assim, a mitocondria se destaca no metabolismo
celular, sendo capaz de alterar sua fungdo de acordo com as necessidades celulares
(WEINBERG; SENA; CHANDEL, 2015).

Existem varios tipos de mecanismos de transducdo de sinal entre a
mitocondria e o restante da célula. Primeiro, a via anterdgrada na qual a transducéao
ocorre do citosol para a mitocdndria. O melhor exemplo para essa via é o rapido
sequestro de célcio para a matriz mitocondrial em resposta a altos niveis de célcio
citosdlico. Esse influxo resulta na ativacdo de mdultiplas enzimas do CAC e da CTE
(RIZZUTO et al., 2012). Segundo, a via retrégrada na qual a sinalizacdo ocorre da
mitocondria para o citosol, sendo o papel de ROS mitocondrial (MROS) na regulagéo
da ativacdo de fatores induziveis por hipoxia (HIFs) um bom exemplo dessa via
(CHANDEL et al., 1998).

Nesse contexto, € importante ressaltar o papel da mitocéndria na regulacéo
da resposta imune. Por exemplo, foi demonstrado que macréfagos M1 (perfil pro-
inflamatorio) apresentam glicolise robusta mesmo na presenca de altos niveis de
oXxigénio e consomem menos oxigénio quando comparados a macréfagos nao
polarizados, sugerindo uma dependéncia minima do metabolismo mitocondrial
(HASCHEMI et al., 2012; HUANG et al., 2014). Em contraste, macrofagos M2 (perfil
anti-inflamatoério) apresentam um aumento do consumo de oxigénio. A importancia

da diferenca do metabolismo mitocondrial entre M1 e M2 in vivo é suportada pelo
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achado que camundongos deficientes em NDUFS4, subunidade do complexo | da
CTE, exibem um aumento da polarizacédo para M1 e diminuicéo para M2 (JIN et al.,
2014).

Os estudos iniciais implicando a mitocéndria como uma organela de
sinalizacdo na imunidade inata vieram de observacdes que LPS sinalizando via
TLR4 e TNF-a através de fatores associados ao receptor TNF (TNF receptor
associated factors - TRAFs) ativam a producao de citocinas inflamatérias por meio
da producdo de mROS (CHANDEL et al, 2000). Estudos mais recentes
demonstraram que a diminuicdo de mROS afeta a sinalizacdo de multiplos TLRs e a
atividade bactericida em macréfagos (WEST et al., 2011). Sendo assim, o papel de
MROS na regulacdo da resposta imune se destaca como um tema emergente que

vem sendo continuamente abordado.

1.3.1 Espécies Reativas de Oxigénio

As espécies reativas de oxigénio desempenham um papel crucial durante o
desenvolvimento de respostas imunes contra diversos patdégenos, incluindo
bactérias e parasitos intracelulares, principalmente através da producdo de
superoéxido (O2) pela coenzima nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato (NADP+
na sua forma oxidada e NADPH na sua forma reduzida) (LAMBETH, 2004). ROS
derivadas da NADPH oxidase (NOX) sao essenciais na defesa do hospedeiro, uma
vez que a deficiéncia em alguns componentes da NOX leva a um fenétipo de alta
susceptibilidade a diversas infeccdes (MORGENSTERN et al., 1997; SHILOH et al.,
1999). E vaélido salientar que ROS podem ser provenientes da NADPH ou do
metabolismo mitocondrial, sendo a primeira fonte mais estudada no contexto de

capacidade fagocitica.

Nesse contexto, a mitocOndria € uma importante fonte de superoxido
intracelular na maioria das células de mamiferos. Essa producéo ocorre através da
reducdo por um elétron da molécula de oxigénio (O,) formando O,". Sendo assim,
fatores cinéticos e termodinamicos que controlam a interacdo entre potenciais
doadores de elétrons com o O, controlam a producdo de mROS. O potencial de
reducdo que determina a tendéncia termodinamica do O, formar O, varia de acordo
com as concentracdes dos mesmos (MURPHY, 2009). A mitocondria in vivo esta
exposta a concentracdes relativamente baixas de oxigénio que podem variar

dependendo do estado fisioldgico e do tecido analisado. Isso ocorre, pois 0 oxigénio
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mitocondrial in vivo € controlado pela concentracdo de oxigénio extracelular no
tecido, que por sua vez é determinado pelo transporte e consumo de oxigénio no
local (ERECINSKA; SILVER, 2001).

Atualmente, as ROS sado consideradas moléculas de sinalizacdo capazes de
regular diversas vias fisiologicas. E valido ressaltar que essa ndo é uma ideia nova.
Esse papel para ROS foi proposto na década de 90 quando demonstraram que o
peroxido de hidrogénio (H20,) era importante para a producéo de citocinas, insulina,
fatores de crescimento e sinalizacdo de NF-kB (fator de transcricdo) (FINKEL et al.,
1998). O H,0, pode inativar fosfatases por meio da oxidacdo de residuos de
cisteina, promovendo assim um mecanismo bioquimico plausivel no qual ROS

podem atuar nas cascatas de sinalizacdo (RHEE et al., 2000).

Dessa maneira, uma regulacao precisa da producdo de mROS é critica para
sua habilidade em atuar em vias de sinalizacdo celular. Assim, a capacidade de
sinalizacdo de mROS é regulada em diversos niveis. Primeiro, a célula possui varias
enzimas antioxidantes que conseguem eliminar ROS, geralmente transformando-as
em agua. Essa funcdo antioxidante depende de qudo rapido essas enzimas
conseguem reagir com ROS, da concentracdo de ROS e da enzima (SENA,
CHANDEL, 2012). Segundo, a regulacdo da producdo de mROS também pode
alterar a sua capacidade de sinalizacdo. Foi encontrado que 0Ss maiores
determinantes da producdo de mROS sao o estado redox da CTE e for¢ca préton-
motriz (PMF) que é gerada pelo transporte de protons da matriz para o espacgo
intermembranas pelos complexos I, lll e IV a medida que os elétrons sao
transferidos através da CTE (ECHTAY et al., 2002).

Por dltimo, a capacidade de sinalizacdo de mROS pode ser alterada pela
localizagdo da mitocondria. ROS sdo geralmente moléculas de vida curta, sendo
assim, a colocalizacdo entre o seu sitio de produgdo e o sitio de sinalizacdo
provavelmente aumenta sua eficiéncia. Teoricamente, a quantidade de mitocondria
em uma ceélula pode alterar a quantidade de mROS e sua funcéo intracelular.
Entretanto, ha também um aumento na producédo de enzimas antioxidantes a fim de
manter o balangco redox (ST-PIERRE et al., 2006). Assim, a quantidade de

mitocondria ndo necessariamente correlaciona com a quantidade de mROS.
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Hoje se sabe que mROS séo biologicamente importantes em uma variedade
de sistemas fisiolégicos, destacando seu papel na regulacdo da resposta imune. O
papel de ROS mais bem conhecido em células do sistema imune é a morte direta de
patdogenos por meio da explosdo oxidativa mediada por NOX em fagdcitos.
Entretanto, vérios trabalhos vém demonstrando o papel do mROS na imunidade
inata. Por exemplo, macroéfagos nocautes para UCP2, proteina responsavel pelo
transporte de protons através da mitocéndria, produzem mais mROS e eliminam
mais eficientemente taquizoitos de Toxoplasma gondii in vitro, efeito eliminado com
o uso de antioxidantes (ARSENIJEVIC et al., 2000). Considerando-se esse cenario é
importante salientar que a expressdo aumentada de UCP2 correlaciona-se
negativamente com a producdo mROS (MAILLOUX; HARPER, 2011).

Um estudos mais recente demonstrou que mROS é essencial para a via
sinalizacdo de TLRs. Foi demonstrado que a estimulacdo de TLRs de superficie
(TLR1, TLR2 e TLR4), mas ndo endossomais (TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9), leva a
um aumento na producdo de mROS. Além disso, foi demonstrado o papel de ROS
no killing de bactérias, uma vez que mondécitos superexpressando a enzima
antioxidante catalase apresentavam um comprometimento em sua capacidade de
clearence de Salmonella typimurium. Assim sendo, € importante mencionar que
esse estudo demonstrou que as mitocéndrias foram recrutadas para os vacuolos
contendo a bactéria (WEST et al., 2011).

1.3.1.1 ROS na Malaria

A funcéo do estresse oxidativo durante a maléria ainda ndo é completamente
entendida. Alguns autores sugerem um papel de defesa, enquanto outros
relacionam com a fisiopatologia da doenca (DEY et al., 2009). Entretanto, estudos
recentes sugerem que a geracdo de ROS esta associada com o estresse oxidativo,
desempenhando um papel decisivo no desenvolvimento de complicagcdes sistémicas
causadas pela malaria (TRIPATHY; ROY, 2015).

Um estudo demonstrou que ndo ha diferenca na parasitemia de
camundongos infectados por P. berguei ANKA/KI73, P. yoelli, P. chabaudi K562 e P.
vinckei, quando NADPH oxidase ndo esta presente. Esses dados sugerem que a

geracdo de radicais livres ndo € devido a exploséo respiratéria por fagocitos, mas
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sim pela mitocéndria e talvez pela producao pelo proprio parasito (POTTER et al.,
2005).

E importante salientar que a atividade antimalaria de varias drogas utilizadas
no controle da doenca, por exemplo, o artesunato e seus derivados, envolve o dano
ao DNA do parasito mediado por ROS. O uso de antioxidantes, como 0 manitol,
diminuem significativamente esse efeito (GOPALAKRISHNAN; KUMAR, 2015). A fim
de conter o estresse oxidativo, 0s parasitos da maléria possuem um sistema de
protecdo antioxidante, incluindo GSH (glutationa), SOD (superéxido dismutase) entre
outros (BECKER et al., 2003). O tratamento com artesunato diminui 0os niveis de
GSH totais do parasito e paralelamente aumenta os niveis de GSH na forma
oxidada, indicando um alto estresse oxidativo no parasito (GOPALAKRISHNAN;
KUMAR, 2015).

Em conjunto, esses resultados sugerem que ROS sdo necessdrias para a

morte do parasito, mas também participam da patogénese da doenca.

1.3.2 Metabolismo Mitocondrial

A biogénese de proteinas mitocondriais é extremamente dificultada devido a
arquitetura da organela. Apesar de possuir seu proprio genoma, esse codifica
apenas um pequeno numero de proteinas mitocéndrias, sendo o ndcleo responsavel
pela codificacdo da grande maioria das proteinas. Aproximadamente 10-15% dos
genes nucleares de organismos eucariotos codificam proteinas mitocondriais. Essas
proteinas sao traduzidas em ribossomos no citosol da célula na forma de
precursores que se diferenciam em sua forma funcional uma vez dentro da
mitocdndria (NEUPERT; HERRMANN, 2007).

1.3.2.1 Complexo TOM

O transporte de proteinas precursoras pela membrana externa da mitocéndria
é realizado pelo complexo de Translocase da Membrana Externa (TOM). O
complexo TOM é responsavel por reconhecer as proteinas precursoras no citosol e
transporta-las através dos poros da membrana externa da mitocondria. Além de
mediar a insercdo de algumas proteinas residentes da membrana externa
(VARABYOVA; STOJANOVSKI; CHACINSKA, 2013).

No presente trabalho foram analisados os genes TOMM34, TOMM40 e

TOMMT70A, pertencentes a esse complexo.
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TOMM34 — O gene TOMMS34 codifica a proteina Tom34 que estd envolvida na
importacdo de proteinas precursoras para a mitocondria. Apresenta atividade
semelhante a chaperona, se ligando a proteinas ndo enoveladas auxiliando na
importacdo das mesmas para a mitocondria (FAOU; HOOGENRAAD, 2012).

TOMM40 — O gene TOMMA40 codifica a proteina Tom40 que é a subunidade
formadora do poro do complexo TOM, sendo, portanto essencial para o transporte
de proteinas para a mitocéndria (NEUPERT; HERRMANN, 2007).

TOMM70A — O gene TOMM70A codifica a proteina Tom70 que € um dos receptores
de superficie do complexo TOM responsavel pelo reconhecimento de proteinas
precursoras no citosol para posterior transporte pela membrana externa mitocondrial
(VARABYOVA; STOJANOVSKI; CHACINSKA, 2013).

1.3.2.2 Complexo TIM

O transporte de proteinas precursoras pela membrana interna da mitocondria
é realizado pelo complexo de Translocase da Membrana Interna (TIM). Atualmente,
foram identificadas trés rotas de importacdo de proteinas pela membrana interna da
mitocondria, uma que utiliza o complexo TIM22 e duas que utilizam o complexo
TIM23 (NEUPERT; HERRMANN, 2007).

Os genes analisados pertencentes a esse complexo foram: TIMM10B,
TIMM17B, TIMM44 e TIMMS50:

TIMM10B — O gene TIMM10B codifica a proteina Tim10 que pertence a uma familia
de proteinas conservadas que se encontram organizadas em complexos no espaco
intermembranas. Essas proteinas medeiam a importacdo e insercdo de proteinas de
membrana hidrofébicas na membrana mitocondrial interna. O complexo Tim9/Tim10
€ essencial para a viabilidade celular, sendo requerido no transporte de ADP para a
mitocOndria e exportacdo de ATP para o citosol (CEH-PAVIA; SPILLER; LU, 2013).

TIMM17B — Esse gene codifica uma proteina transmembrana Tim17, um
componente integral do complexo TIM23 (GARABEDIAN et al., 2011).

TIMM44 — O gene TIMMA44 codifica a proteina Tim44 que ancora a mtHsp70 ao
complexo TIM23, estando envolvida na importacdo de proteinas para a matriz

mitocondrial. Essa importacdo é dependente do potencial elétrico da membrana
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mitocondrial interna e da hidrélise de ATP pelo dominio ATPase da mtHsp70
(KAWAI et al., 2001).

TIMM50 — O gene TIMM50 codifica a proteina Tim50 que é uma subunidade
essencial do complexo TIM23 que interage com o canal do complexo. A ligacédo de
Tim50 a Tim23 antagoniza a ativacdo e induz o fechamento do canal quando

nenhuma proteina esta sendo transportada (SCHULZ et al., 2011).

1.3.2.3 Complexo da citocromo ¢ oxidase

A enzima citocromo c¢ oxidase, também conhecida como complexo IV, € um
complexo proteico transmembranar, sendo o Ultimo componente da CTE. Essa
enzima recebe um elétron por vez da molécula de citocromo c e os transfere para
uma molécula de oxigénio, convertendo-o assim em duas moléculas de agua. Nesse
processo, ha a translocacdo de quatro prétons, que auxiliam na formacdo de um
potencial quimiosmético, utilizado pela ATP sintase para a formacao de ATP. Esse
complexo € formado por trés subunidades cataliticas codificadas por genes
mitocondriais e mudltiplas subunidades estruturais codificadas por genes
provenientes do DNA gendmico. As subunidades mitocondriais atuam na
transferéncia de elétrons e as gendmicas, acredita-se, atuam na regulacdo e
montagem do complexo (GAISNE; BONNEFOY, 2006).

Os genes analisados pertencentes a esse complexo foram: COX10 E COX18.

COX10 - E importante para a funcionalidade do complexo da citocromo ¢ oxidase,
uma vez que a proteina Cox10 esta envolvida na maturacdo do grupo prostético
heme da enzima (GAISNE; BONNEFOY, 2006).

COX18 — Esse gene codifica uma proteina importante para a montagem do
complexo da citocromo c oxidase, sendo essencial para a inser¢cao do complexo na
membrana mitocondrial interna. Cox18 é necessaria para a atividade do complexo e
€ requerida especificamente para que haja o acumulo de Cox2, umas das
subunidades cataliticas do complexo (GAISNE; BONNEFQY, 2006).

1.3.2.4 Superoxidos Dismutases

As superoxidos dismutase sdo enzimas que catalisam a dismutacdo do
superéxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio, atuando, portanto na defesa ao

estresse oxidativo. As principais enzimas sdao SOD1 e SOD2, sendo SOD1 a
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principal enzima antioxidante presente no citoplasma da célula e SOD2, encontrada
na matriz mitocondrial, responsavel pela acdo antioxidante contra o alto estresse

oxidativo que ocorre na mitocondria (NOJIMA et al., 2015).
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2 JUSTIFICATIVA

As infeccdes parasitarias sdo caracterizadas por uma relagdo dindmica entre
0 agente etiolégico e o hospedeiro. Fatores que alteram esse equilibrio podem
influenciar a susceptibilidade do hospedeiro e consequente progndstico da doenca.
Nesse ambito, as subpopulacbes de mondcitos se destacam durante a resposta
imune inata contra o plasmadio, influenciando a maneira como o hospedeiro controla
e elimina a infeccdo malarica. Portanto, a realizacdo do presente estudo visa auxiliar
no entendimento da resposte imune contra o Plasmodium spp., aumentando a
compreensdo da resisténcia versus susceptibilidade a malaria em individuos
naturalmente expostos ao P. vivax, servindo para o fortalecimento da capacidade

local em pesquisa basica e aplicada.

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Avaliar os mecanismos pelos quais as subpopulacbes de mondcitos

controlam diferentemente o Plasmodium vivax.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar caracteristicas ultraestruturais das subpopulacdes de monécitos em
pacientes infectados pelo P. vivax e individuos saudaveis de area endémica,

e Quantificar o numero e a area das mitocbndrias das subpopulacdes de
monaocitos de pacientes com maldria vivax;

e Analisar o potencial de membrana mitocondrial das subpopulacdes de
monacitos de pacientes infectados pelo P. vivax;

e Avaliar a producéo de ROS total e intracelular durante a malaria vivax;

e Mensurar a producdo de mROS pelas subpopulacdes de mondcitos de
pacientes infectados pelo P. vivax;

e Avaliar o recrutamento de mitocondrias para os fagossomos de mondcitos,
apos fagocitose de reticulécitos infectados pelo P. vivax;

e Avaliar a participagdo de TLRs na resposta imune ao P, vivax, através da
colocalizacdo dos mesmos com reticuldcitos infectados pelo P. vivax;

e Determinar a transcricdo de genes nucleares envolvidos no metabolismo

mitocondrial.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Populacéo avaliada - critérios de inclusé@o ou excluséo

Os pacientes participantes sdo provenientes de Porto Velho, RO, e foram
selecionados em colaboracdo com o grupo de pesquisadores e médicos do CEPEM
(Centro de Pesquisa em Medicina Tropical) e CEMETRON (Centro de Medicina
Tropical de Rondénia). Foram selecionados pacientes residentes em area endémica
gue se encontravam na fase aguda da infec¢do por P. vivax. Foram incluidos no
estudo individuos adultos (idade > 18 anos), que ndo apresentavam nenhuma outra
infeccdo aguda ou cronica ou gravidez, hematocrito < 33, eosinofilia > 4% e néo
estavam em tratamento com drogas imunossupressoras. Os individuos
apresentaram positividade no exame de gota espessa no momento da coleta, sendo
o resultado confirmado posteriormente por PCR para P. vivax. Os mesmos
parametros avaliados em pacientes portadores de malaria foram avaliados em
individuos saudaveis, residentes em area endémica, que nédo tinham tido a doenca

pelo menos nos ultimos dez anos.

Todos os pacientes incluidos neste estudo foram examinados por médicos
responsaveis e assinaram termos de consentimento em portugués e de acordo com
as normas da resolucédo 466/2012 do Conselho Nacional de Pesquisa do Brasil. 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 prejuizo ou dano no atendimento clinico
e tratamento terapéutico. O tratamento foi realizado com o0s medicamentos e
dosagens preconizadas pelo Ministério da Salude recomendado para a maléria ndo
complicada causada pelo P. vivax. Esse consiste na ingestdo de trés 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 (MINISTERIO DA
SAUDE, 2010).

4.2 Obtencao de células mononucleares de sangue periférico (PBMC)
O sangue periférico de pacientes infectados pelo P. vivax e controles
saudaveis (HD) foi coletado em tubos heparinizados. O mesmo foi diluido em

solucdo salina 0,9% estéril (vol/vol). Apos a diluicdo, 30 mL de sangue foram
adicionados delicadamente em um tubo contendo 15 mL de Ficoll Hypaque (GE
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Healthcare Life Sciences) e as amostras foram centrifugadas por 40 minutos a 265
g. Foi realizada a coleta da nuvem de PBMC que foi transferida para um tubo conico
de 50 mL. As PBMC foram lavadas duas vezes com adi¢cdo 30 mL de solucéo salina
contendo 2% de soro fetal bovino. A concentracdo celular foi determinada com a
utilizacdo de camara de Neubauer e ajustada de acordo com 0 ensaio a ser

realizado.

4.3 Purificagdo das subpopula¢gdes de mondcitos

ApoOs separacdo de PBMC, as células foram incubadas com anticorpos
monoclonais antimarcadores de superficie celular (a-CD14 conjugado com APC, a-
CD16 conjugado com PerCP-Cy5.5 e a-HLA-DR conjugado com APC-efluor 780),
conjugados com fluorocromos de acordo com o citbmetro de fluxo utilizado,
previamente diluidos em tampao fosfato-salino (PBS) contendo 2% de soro fetal
bovino (tampdo FACS). A incubacéo foi realizada durante 30 minutos a 4°C e as
células foram lavadas duas vezes por centrifugacdo por 5 minutos a 350 g com
tampado FACS. Em seguida, foi realizada a purificagcdo de subpopulacbes de
monécitos com o emprego do citbmetro de fluxo FACSAria 1l cell sorter (BD
Biosciences). A utilizacdo deste equipamento permitiu a purificacdo das trés
subpopulacdes de mondcitos: CD14'CD167, CD14"CD16" e CD14"°CD16".

4.4 Microscopia Eletrénica

Uma vez purificadas as subpopulacbes de mondécitos por FACS-sorting, as
células foram fixadas em uma solucéo 2,5% de glutaraldeido, 0,1 M, pH 7,2 durante
6 horas a 8°C. Em seguida, as células foram lavadas no mesmo tampéo e o pellet
ressuspendido em tampao fosfato, 4% de agarose e deixados overnight a 4°C. O
proximo passo foi fixar as células em uma mistura de 1% de tetroxido de 6smio e
1,5% ferrocianeto de potassio e desidratad-las em solugbes de etanol. As células
foram entdo embebidas em Araldite 502 (Electron Microscopy Sciences, Hatfield,
PA, USA). Apés a polimerizagdo, as celulas foram cortadas com uma lamina de
diamante no equipamento Sorvall MT-2B ultramicrotome (Dupont, Wilmington, DE,
USA) e montadas em malhas de cobre (Ted Pella, Inc., Reading, CA, USA). Os
cortes foram corados com acetato de uranilo e citrato de chumbo de Reynolds e
entdo analisados por microscopia eletrdnica no Centro de Microscopia Eletronica
(CEMEL) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).
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45 Anélise mitocondrial

As imagens de microscopia eletronica foram analisadas utilizando o programa
ImageJ. Através desse software foi possivel contar o numero de mitocondrias e
calcular a area das mesmas nas subpopulacbes de mondécitos de pacientes
infectados pelo P. vivax. A analise do conteudo mitocondrial foi realizada utilizando a
sonda MitoTracker Red CMXRos (Life Technologies). De maneira geral, apos
separacao de PBMC, as células foram plaqueadas e incubadas durante 15 min, 4°C
com o marcador de morte celular Live/Dead e em seguida levadas por centrifugacéo
a 630 g, 5 min a temperatura ambiente. Em seguida foi adicionada a sonda
MitoTracker Red na concentracdo de 37,5 nM por 15 min. Apds esse periodo, as
células foram marcadas com anticorpos de superficie a-CD14, a-CD16 e a-HLA-DR
durante 30 min a 4°C. Apos a lavagem, as células foram adquiridas em citdmetro de
fluxo (LSR Fortessa) e analisadas utilizando o software FlowJo versdo 9.3.2
(TreeStar).

4.6 Deteccao de acido ribonucleico (RNA)

As andlises de expressdo 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
acido nucleico em solucdo que consiste em uma reacdo nao enzimatica utilizando
sondas fluorescentes. De maneira geral, sao utilizadas duas sondas de sequéncias

especificas para cada gene alvo (GEISS et al., 2008).

A primeira sonda, designada sonda de captura, contém de 35 a 50 pares de
bases complementares a sequéncia do mRNA de interesse e uma sequéncia
universal na extremidade 3’ acoplada a um marcador (tag), por exemplo biotina. A
sonda reporter também consiste de 35 a 50 pares de bases, cuja sequéncia é
complementar ao mMRNA alvo, acoplados a outra tag contendo segmentos de RNA
marcados com fluorocromos especificos. A ordem linear dos diferentes segmentos
de RNA marcados cria um codigo de identificacdo Unica para cada gene de
interesse (GEISS et al., 2008)..

Um total de 1x10* células de cada subpopulacéo foram lisadas com tamp&o
RLT (Qiagen) suplementado com B-Mercaptoetanol, e em seguida congeladas no

freezer -80°C. Posteriormente, os lisados celulares foram hibridizados com as
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sondas repérter e de captura por 16 horas a 65°C e depois foram colocados em uma
plataforma na qual ocorre a separacdo magnética das sondas hibridizadas, lavagem
para remover excessos de sondas e imobilizacdo destas nos cartuchos. Por fim, a
quantificacao foi realizada no analisador digital utilizando 600 campos para detecc¢éo

das sondas hibridizadas.

Os dados adquiridos foram normalizados de duas maneiras distintas. A
primeira normalizagcdo visa as pequenas Vvariacbes que ocorrem entre 0s
experimentos e consiste na utilizacdao de controles positivos para o teste de
eficiéncia da técnica. Em seguida, os dados sdo normalizados utilizando sete genes

constitutivos para possibilitar comparacdes entre as amostras.

4.7 Purificagdo de reticuldcitos infectados pelo Plasmodium vivax

Com o pellet de eritrocitos, obtido da centrifugacéo do gradiente de densidade
utilizando o Ficoll Hypaque, foram realizadas as etapas de lavagem. As hemacias
foram ressuspendidas em meio RPMI 1640 (Sigma Aldrich) a um hematdcrito final
de 10%. 5 mL desta suspenséo foram sobrepostos a 5 mL da solucédo de Percoll
45% [2,25 mL de Percoll isotbnico (90% Percoll em PBS 10x) e 0,5 mL de RPMI
1640 (x10) e 2,25 mL de agua destilada] em um tubo de 15 mL. Apés centrifugacéo
a 1600 g durante 10 min, os reticuldcitos parasitados pelo P. vivax (Pv-Ret) foram
coletados e suspensos em RPMI 1640. A pureza do enriquecimento de Pv-Ret foi
avaliada por microscopia Gtica.

4.8 Deteccado de ROS intracelular total e mitocondrial

A producao de ROS intracelular e mitocondrial foi detectada respectivamente
atraves dos Kits de deteccéo de espécies reativas de oxigénio Image-iT LIVE Green
(carboxi-H,DCFDA) na concentracdo de 5 puM e indicador de superoxido mitocondrial
MitoSOX Red (MitoSOX) (Invitrogen) na concentragao de 2,5 pM. PBMC foram
lavadas em PBS e incubadas em meio, Pv-Ret (0,5 Pv-Ret/PBMC) ou
PMA/lonomicina (10 ng/mL e 500 ng/mL). Carboxi-H,DCFDA ou MitoSOX foram
adicionados as células durante 3h a 37°C. As células foram entéo lavadas e coradas
para caracterizacdo de subpopulagcdes de mondcitos com o0s anticorpos a-CD14
conjugado com APC, a-CD16 conjugado com PerCP-Cy5.5 e a-HLA-DR conjugado
com APC-efluor 780, e analisadas por citometria de fluxo e avaliadas utilizando o

software FlowJo versdo 9.3.2 (TreeStar). Em experimentos especificos, foram
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utilizados inibidores de ROS que foram acrescentados a cultura 30 minutos antes de
colocar o estimulo. Foram utilizados difenil iodénio (DPI), inibidor de NADPH na
concentracdo de 5 UM e rotenona, inibidor do complexo | da CTE mitocondrial na

concentracéo de 10 pM.

4.9 Deteccédo de ROS total

Luminol (Sigma) (0,5 mM) e carboxi-H,DCFD (5 pM) foram utilizados para a
deteccdo da producdo total de ROS respectivamente por luminescéncia e
fluorescéncia. As culturas foram preparadas com 5x10° PBMC ou 1,25x10°
mondcitos purificados em citdbmetro de fluxo (células CD14°CD167, CD14'CD16",
CD14°CD16%) em HBSS, eritrcitos ndo infectados, Pv-Ret (0,5 Pv-Ret/PBMC) ou
PMA/lonomicina (10 ng/mL e 500 ng/mL). As suspensoes celulares foram incubadas
por 3 horas a 37°C, enquanto as medidas foram realizadas pelos equipamentos a
cada 10 min: Luminol pelo SpectraMax M5 (unidade relativa de luz, RLU) e carboxi-

H2DCFDA pelo Synergy H4, Biotek (unidade relativa de fluorescéncia, RFU).

4.10 Ensaios de colocalizagcéo

A fim de avaliar a colocalizagdo entre mitocondrias e fagossomos em
mondcitos circulantes de pacientes infectados pelo P. vivax, os mesmos foram
marcados com MitoTracker Green e anti-CD107a (LAMP) conjugado com Brilhante
Violeta 450, respectivamente. Os mondcitos foram identificados a partir da expressao
de CD14 revelada por anticorpo monoclonal conjugado com PE-Cy7. Apdés purificacao
de mondcitos por FACS sorting, os mesmos foram plagueados em meio HBSS e
colocados em cultura durante 3 horas na auséncia (iRET-) ou na presenca (iRET+) de
reticuldcitos infectados pelo P. vivax marcados com Alexa 488 na proporcao 1:1. O
anti-LAMP conjugado com Brilhante Violeta 450, o CD14 conjugado com PE-Cy7 e os
anti-TLR2, TLR3, TLR4 e TLR9 conjugados com PE foram adicionados no inicio da
cultura. Apos a cultura, as células foram lavadas e ressuspendidas em 50 ul de
MitoTracker Green (10nM) e incubadas durante 15 minutos. ApGs esse periodo as
células foram lavadas novamente e ressuspendidas em 50 pl de tampéo FACS e
analisadas no citémetro de fluxo de imagem (ImageStream™ Mark Il, Merck-Millipore),
que além de gerar imagens de qualidade ainda permite a realizagdo de andlises

estatisticas.
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Para a andlise de colocalizacdo de ROS mitocondrial foi utilizada a sonda
MitoSox Red. Apds purificacdo de mondcitos por FACS sorting, os mesmos foram
plagueados em meio HBSS e colocados em cultura durante 3 horas na auséncia
(IRET-) ou na presenca (iRET+) de reticulécitos infectados pelo P. vivax marcados
com FITC na proporgéo 1:1. O anti-LAMP conjugado com Brilhante Violeta 450 e o
anti-CD14 conjugado com PE-Cy7 foram adicionados no inicio da cultura. Nos ultimos
30 minutos de cultura foi adicionada a sonda MitoSox Red (2,5 pM). Apés o término
da cultura, as células foram lavadas novamente e ressuspendidas em 50 pl de tampéao

FACS e analisadas no citdmetro de fluxo de imagem.

As analises foram efetuadas utilizando o software IDEAS v6.1. Para as analises

de colocalizacéo foi utilizada a ferramenta do wizard “Colocalization”

4.11 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada, levando-se em consideracao,
primeiramente, as variaveis de independéncia, normalidade e variancia para
definicAo dos dados como paramétricos ou nao paramétricos. Dados néao
paramétricos foram avaliados pelo Teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pds-teste
de Dunns. Dados paramétricos foram avaliados pela andlise de variancia (ANOVA)
seguida pelo poés-teste de Tukey. Em todos os casos, as diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas para um valor de p<0,05. O software

GraphPad Prism 6.0 foi utilizado para as analise dos dados.

4.12 Comité de ética

A realizacdo desse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do CEPEM
(CEP-CEPEM 095/2009) e do Pesquisas do Centro de Pesquisas René Rachou-
FIOCRUZ-MG.
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5 RESULTADOS
5.1 Pacientes infectados pelo P. vivax apresentam alteracdo no
compartimento leucocitario

Para a realizacdo desse trabalho foram recrutados pacientes durante a fase
aguda da infeccéo pelo P. vivax e 30-45 dias ap0s o tratamento antimalarico. No
hemograma realizado foi observado uma diminuicdo do numero absoluto de
leucdcitos (Figura 2A) e um aumento na porcentagem de mondcitos (Figura 2B) nos
pacientes quando comparados a eles mesmos apos o tratamento. A fim de confirmar
esse aumento de mondécitos, PBMC foram marcadas com anticorpo anti-CD14
conjugado com APC, marcador de mondécitos, e avaliadas por citometria de fluxo.
Confirmando os dados do hemograma, os pacientes infectados pelo P. vivax
apresentaram maior propor¢do de células CD14" no sangue periférico durante a fase
aguda da ioenga (Figura 2C e 2D).
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Figura 2. Pacientes infectados pelo P. vivax apresentam alteracdes no compartimento de
leucécitos. (A) O niimero absoluto de leucécitos (mm®) e (B) a frequéncia de mondcitos (%) foram
medidos imediatamente antes do tratamento (BT) e apds confirmacdo de cura (AT) através de um
hemograma. n=36 * 0.01 < p < 0.05. A linha tracejada é referente aos valores obtidos em individuos
do grupo controle. (C) A frequéncia de células CD14+ no PBMC foi avaliada por citometria de fluxo
imediatamente antes do tratamento (BT) e apds confirmagédo de cura (AT). (D) Dot plot representativo
de citometria de fluxo. n=28 *** p < 0,001 . SSC (Side Scatter) é referente a granulosidade.Teste
estatistico utilizado foi o teste t pareado.
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5.2 Caracterizacdo das subpopulagcdes de mondcitos circulantes durante a
malaria vivax

Como mostrado anteriormente (CROS et al., 2010), os mondcitos humanos
formam uma populacdo heterogénea que pode ser distinguida por citometria de fluxo
por meio da expressdo dos marcadores de superficie CD14 e CD16. A fim de excluir
possiveis contaminacgdes por neutrofilos, apenas células HLA-DR™ foram analisadas.
Os mondcitos CD14°CD16™ compreendem aproximadamente 80% dos mondcitos de
sangue periférico e as duas outras subpopulacées compde os 20% restantes (Figura
3).
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Figura 3. Caracterizacdo das subpopulagdes de monécitos circulantes em pacientes
infectados pelo P. vivax. As subpopulacdes de monécitos foram distinguidas baseando-se na
expressdo de CD14 e CD16. Em verde estfo representados os mondcitos classicos (CD14°CD16),
em vermelho os mondcitos inflamatérios (CD14°CD16%) e por ultimo, em azul os mondcitos
patrulhadores (CD14°CD16%).

5.3 Andlise da pureza

As subpopula¢gbes de mondcitos foram purificadas através de FACS sorting
(FACS-ARIA II) baseando-se na expressao de CD14 e CD16. Essas células foram
utilizadas para dar continuidade aos experimentos, portanto fez-se necessario
avaliar a pureza das populagcbes. Para tal, foi realizado um pos sorting de cada

subpopulacdo apoés a purificacdo por citometria de fluxo (Figura 4).
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Figura 4. Avaliacdo da pureza das subpopulacdes de mondcitos. Dot plot representativo
mostrando as frequéncias das subpopulacfes de mondcitos apds o FACS sorting.

5.4 Mondcitos de pacientes infectados pelo P. vivax exibem diferencas
morfoldgicas

Foi demonstrado que as subpopulacdes de mondcitos apresentam fenotipos
de ativacdo distintos durante a infec¢do pelo P. vivax (ANTONELLI et al., 2014) e
podem ser diferenciados baseado na expressdao de moléculas de superficie (CROS
et al.,, 2010). Entretanto, nenhuma analise ultraestrutural foi realizada nessas
subpopulacdes celulares. Assim, foi realizada uma microscopia eletrbnica com a
finalidade de encontrar possiveis alteracdes morfolégicas entre as subpopulagdes.
Mondcitos CD14'CD16 e CD14""CD16" de doadores saudaveis (HD) (Figura 5A,
painel superior) e de pacientes com malaria vivax (Figura 5A, painel inferior)
apresentaram um numero aumentado de mitocéndrias quando comparados aos
mondcitos patrulhadores. Além disso, todos os monécitos dos pacientes apresentam
alterac6es morfoldgicas compativeis com ativacdo, tais como nucleo eucromatico e

aumento das projecdes celulares e do numero de vesiculas (Figura 5A).

Uma vez observada essa diferenca em relagdo as mitocdndrias nas
subpopulacdes de mondcitos, foi realizada a quantificacdo da area das mesmas
utilizando o software ImageJ 1.47K. Os mondcitos inflamatdrios apresentaram
mitocondrias maiores em comparacao aos demais subtipos (Figura 5B). O conteudo
mitocondrial foi avaliado utilizando a sonda MitoTracker Red CMX-Ros. A
intensidade média de florescéncia (MFI) do MitoTracker Red, sonda sensivel ao
potencial de membrana mitocondrial, foi medida nas subpopulacdes de mondcitos
de pacientes infectados com P. vivax por citometria de fluxo. Os mondcitos
CD14'CD16 e CD14"°“CD16" apresentaram reatividade semelhante a sonda,
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enquanto 0s monocitos inflamatérios  apresentaram uma  reatividade

significativamente maior (Figura 5C).

Nossos dados demonstraram que os mondcitos CD14""CD16" possuem
mitocondrias maiores e mais ativadas, sugerindo uma atividade metabdlica

diferenciada durante a infecgéo causada pelo P. vivax.
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Figura 5. Subpopulaces de monécitos circulantes apresentam morfologia e contetdo
mitocondrial distintos. (A) Microscopia eletrénica das subpopulacées de mondcitos de um doador
saudavel de area endémica (HD) (painel superior) e de um paciente infectado pelo P. vivax (painel
inferior) representativa de uma analise de pelo menos seis células de cada subtipo por paciente
(controles n=5, pacientes n=6). As mitocdndrias estdo assinaladas pelas setas brancas e vesiculas
pelas setas pretas. Escala = 2um. (B) Area da mitocéndria (umz) de mondcitos classicos (circulos
verdes), inflamatdrios (circulos vermelhos) e patrulhadores (circulos azuis) de pacientes. Os circulos
séo relativos a uma mitocdndria. (C) Contetdo mitocondrial foi avaliado através da reatividade da
sonda MitoTracker Red nas subpopulacGes de mondcitos de pacientes com malaria vivax. Teste
estatistico utilizado foi o teste t pareado. * 0.01 < p < 0.05 *** p < 0,001.
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5.5 Reticulécitos infectados pelo P. vivax estimulam a producdo de ROS por
subpopula¢gbes de mondcitos

Sabendo que a mitocondria € responsavel por parte da producdo de ROS
celular (MURPHY, 2009) e que esta se encontra diferentemente presente nas
subpopulacdes de mondcitos de pacientes infectados pelo P. vivax, o proximo passo
foi avaliar a producédo de ROS durante a malaria vivax. Primeiramente, foi realizada
a cinética da producdo de ROS em PBMC de pacientes infectados (BT) e ap0s o
tratamento antimalarico (AT), para tal, as células foram estimuladas com meio ou
PMA na presenca de Iuminol e a producdo de ROS foi medida por
guimioluminescéncia. As PBMC de pacientes infectados produzem mais ROS
guando estimulados com PMA do que as células dos mesmos pacientes ap0s o
tratamento, o pico de producdo ocorreu com 60 a 70 minutos de estimulo (Figura
6A).

Em seguida, foi avaliada a producdo de ROS pelas subpopulacbes de
mond@citos de pacientes infectados pelo P. vivax. Os mondcitos foram estimulados
com meio, eritrécitos (RBC) ou reticuldcitos infectados (PV-Ret) na presenca de
Carboxi-H,DCFDA, a producdo de ROS foi medida por fluorescéncia. E possivel
observar que os PV-Ret sdo capazes de estimular a producdo de ROS pelas
subpopulacdes de mondcitos, principalmente pelos classicos e inflamatérios (Figura
6B).

Tendo em vista que o ROS celular pode ser proveniente de NADPH oxidase
(LAMBETH, 2004) e da mitocdondria (MURPHY, 2009), as possiveis fontes
produtoras de ROS durante a malaria foram avaliadas. Para tal, PBMC de pacientes
infectados pelo P. vivax foram incubadas com rotenona, inibidor do complexo | da
CTE mitocondrial, ou DPI, inibidor de flavoenzimas. Quando as PBMC do paciente
foram estimuladas com PMA foi possivel observar um aumento significativo na
producdo de ROS, porém essa producao foi completamente anulada com o uso de
DPI. Entretanto, com o uso da rotenona, ocorreu uma diminuigdo transiente na
producdo de ROS (Figura 6C), sugerindo que a mitocondria contribui para a

producdo de ROS durante a malaria vivax.
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Figura 6. Producdo de ROS durante a maléaria vivax (A) Cinética da producéo de ROS por PBMC
de pacientes infectados pelo P. vivax antes (BT) e depois do tratamento (AT) medida por
quimiluminescéncia na presenca de luminol (n=5). (B) Cinética da producdo de ROS pelas
subpopula¢gbes de mondcitos estimuladas com meio (painel superior), eritrécitos (painel do meio) e
reticulécitos infectados (painel inferior) (n=4). (C) Cinética da producdo de ROS por PBMC de
pacientes infectados pelo P. vivax na presenca de rotenona, inibidor do complexo | da CTE
mitocondrial, ou DPI, inibidor de coenzimas. A andlise estatistica foi realizada comparando os
diferentes tratamentos durante o tempo de cultura. ** 0,05>p>0,01.

5.6 Mondcitos CD14°CD16" produzem mais ROS mitocondrial que os outros
subtipos

Tendo observado que ndo ha diferenca significativa entre a produgcéo de ROS

total pelas subpopulagbes de mondcitos durante a malaria e visto a contribuicdo da

mitocondria para essa producao, foi avaliada a producdo de ROS intracelular e

mitocondrial nessas células. Para isso, as subpopula¢des de mondcitos de pacientes

infectados pelo P. vivax foram incubadas durante 3 horas com reticuldcitos
43



infectados na presenca de Carboxi-H,DCFDA e analisadas por citometria de fluxo.
Os mondcitos inflamatorios apresentaram uma maior frequéncia de células
produtoras de ROS e maior MFI quando comparado aos demais subtipos (Figura
7A).

Para a analise do ROS mitocondrial, as subpopulacdes de mondcitos foram
estimuladas com PV-Ret na presenca de MitoSox, sonda especifica para superéxido
com alto tropismo mitocondrial. Novamente, o0s mondcitos inflamatodrios
apresentaram mais producdo de ROS mitocondrial. Em conjunto, esses dados
sugerem que os mondcitos CD14""CD16" desempenham um importante papel

efetor durante a infeccéo pelo P. vivax.
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Figura 7. Mondcitos inflamatérios produzem mais ROS durante a maléria vivax do que os
demais subtipos. (A) Frequéncia de mondcitos produtores de ROS intracelular (painel superior) e
producdo de ROS medida por MFI (painel do meio). Histograma representativo do MFI de Carboxi-
H,DCFDA nas subpopula¢cées de monécitos de pacientes (painel inferior) (n=9). (B) Frequéncia de
mondécitos produtores de ROS mitocondrial (painel superior) e histograma representativo da producéo
de ROS, representada pelo MFI, nas subpopulacdes de mondcitos de pacientes infectados pelo P.
vivax (n=5). Teste estatistico utilizado foi one-way ANOVA e pés-teste de Tukey. * 0.01 < p < 0.05 **
0,05>p>0,01 *** p < 0,001.
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5.7 Colocalizagdo entre mitocondrias e fagossomos em monoécitos
circulantes de pacientes infectados pelo P. vivax
Considerando que ROS s&o moléculas de vida curta, a colocalizacao entre a
mitocondria e o alvo de acdo de ROS sugere uma maior eficiéncia em sua atividade.
Dessa maneira, foi avaliada a colocalizacdo entre a mitocondria e o fagossomo em
monaocitos circulantes que fagocitaram reticulocitos infectados pelo P. vivax (IRET+)

e gue néo fagocitaram (iIRET-) utilizando citdmetro de fluxo de imagem.

As células foram selecionadas para analise considerando o foco (Figura 8A —
painel esquerdo) e tamanho (Figura 8A — painel central). Além disso, mondcitos
foram selecionados através da expressdo de CD14 por anticorpo monoclonal
conjugado com PE-Cy7 (Figura 8A — painel direito).

Foi possivel observar uma maior colocalizagdo entre a mitocondria
(MitoTracker Green) e lisossomos (CD107a — LAMP) em mondcitos circulantes de
pacientes que fagocitaram reticuldcitos infectados pelo P. vivax (IRET+) em

comparacao aos monaocitos que ndo fagocitaram (iRET-) (Figura 8B).

Visto o papel da mitocdndria na producdo de ROS e a acdo do ultimo no
controle de parasitos, foi avaliada a colocalizacédo entre ROS mitocondrial (MitoSox
Red) e o reticuldcito infectado pelo P. vivax marcado com FITC. Essa colocalizagéo
foi observada em mondcitos circulantes de pacientes infectados pelo P. vivax (Figura

8C), sugerindo um papel para o ROS mitocondrial no controle do plasmaédio.
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Figura 8. Mitocdndrias migram para o fagossomo em mondécitos que fagocitaram Pv-RET. (A)
As células foram selecionadas para andlise de acordo com o foco (Painel esquedo), tamanho (painel
central) e expressdo de CD14 (Painel direito). (B) Imagens representativas da colocalizagdo entre
lisossomos (roxo) e mitocdndrias (verde). O painel superior representa amostras com colocalizacdo e
0 painel inferior representa amostras ndo colocalizadas. (C) Frequéncia de colocalizagdo entre o
fagossomo (LAMP) e a mitocondria em mondcitos que fagocitaram Pv-Ret (iRET+) e que néo
fagocitaram (iRET-) n=12. (D) Imagens representativas da colocaliza¢éo entre iRET conjugado com
FITC (FITC) e ROS mitocondrial (vermelho) em mondcitos de pacientes infectados pelo P. vivax n=5.
Teste estatistico utilizado foi teste t pareado * 0.01 < p < 0.05.

5.8 Colocalizacdo entre mitocondrias, TLRs e reticuldcitos infectados pelo P.
vivax em monaocitos circulantes.

Sabendo a importancia do ROS mitocondrial na via de sinalizagdo de TLRs,

foi avaliada a colocalizacdo de TLR2, TLR3, TLR4 e TLR9 com reticuldcitos

infectados pelo P. vivax e com mitocondrias utilizando citdmetro de fluxo de imagem.

As células foram selecionadas em relacdo ao foco, tamanho e expresséo de
CD14 (Figura 8A). Foi possivel observar que todos os TLRs analisados
apresentaram colocaliza¢éo com reticuldcitos infectados pelo P. vivax em mondcitos
circulantes (Figura 9A), porém é importante ressaltar que ndo houve diferenca

estatistica na frequéncia de colocalizac&o entre os TLRs analisados (Figura 9B).

O proximo passo foi avaliar a colocalizacdo dos TLRs com mitocondrias em

mondcitos circulantes que fagocitaram reticuldcitos infectados pelo P. vivax (iIRET+)
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e que nao fagocitaram (iIRET-). Foi observada a colocalizagdo dos TLRs analisados
com mitocéndrias (Figura 9C). Entretanto, os mondcitos que fagocitaram reticuldcitos
infectados pelo P. vivax (IRET+) apresentaram uma maior colocalizacdo entre
mitocondria e TLR2, TLR3 e TLR9 do que os mondcitos que néo fagocitaram (IRET-)
(Figura 9D).
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Figura 9. TLRs se colocalizam com reticuldcitos infectados pelo P. vivax e mitocondrias em
monaocitos circulantes. (A) Imagens representativas da colocalizacao entre TLRs conjugados com
PE (amarelo) e reticulécitos infectados pelo P. vivax corados com Alexa (vermelho). (B) Frequéncia
de colocalizagdo entre TLRs e Pv-RET em mondcitos circulantes de pacientes com maléria vivax
n=12. (C) Imagens representativas da colocalizac@o entre mitocondria (verde) e TLRs (amarelo) wm
mondcitos circulantes de pacientes infectados pelo P. vivax (D) Frequéncia de colocalizacéo de TLRs
e mitocodndria em mondcitos que fagocitaram reticuldcitos infectados pelo P. vivax (iRET+) e que nao
fagocitaram (iRET-) n=12. Teste estatistico utilizado foi teste t pareado * 0.01 < p < 0.05 **
0,05>p>0,01.
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5.9 Mondcitos de pacientes infectados pelo P. vivax apresentam uma
diminuicdo na transcricdo de genes relacionados ao transporte na
mitocondria
Considerando o papel da mitocondria durante a malaria vivax e sabendo que

a maior parte de suas proteinas é produzida por genes nucleares no citosol celular

(ALBERTS et al., 2006), foi avaliado o numero de copias de mRNA dos genes

relacionados ao metabolismo mitocondrial por nanostring. Primeiramente, foram

analisados genes relacionados ao complexo TOM, que efetua o transporte de
metabdlitos do citosol para 0 espaco intermembranas. De maneira geral, o0s
monacitos de pacientes infectados pelo P. vivax apresentaram a transcricdo do gene

TOMM70A diminuida em relacdo aos mondcitos de individuos saudaveis de area

endémica (Figura 10A). Os demais genes analisados nao obtiveram diferenca entre

todas as subpopulacdes.

Em seguida, foram avaliados genes relacionados ao complexo TIM,
responsavel pelo transporte de metabdlitos do espaco intermembranas para a matriz
mitocondrial. Todos os genes analisados tiveram sua transcricdo génica diminuida
nos mondcitos dos pacientes em relacdo ao dos individuos saudaveis, sugerindo

uma deficiéncia desse transporte durante a maléria vivax (Figura 10B).
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Figura 10. Genes do complexo TIM, mas n&o TOM, possuem sua transcri¢do diminuida durante
a maléria vivax. (A) Nomero de copias de mRNA de genes envolvidos na montagem do complexo
TOM das subpopulagbes de mondcitos de pacientes infectados pelo P. vivax (n=5) e de doadores
saudaveis (HD) (n=4). (B) (A) Numero de coépias de mRNA de genes envolvidos na montagem do
complexo TIM das subpopula¢des de mondcitos de pacientes infectados pelo P. vivax (n=5) e de
doadores saudaveis (HD) (n=4). Teste estatistico utilizado foi teste t pareado ou Wilcoxon
dependendo da distribuicdo das amostras * 0.01 < p < 0.05 ** 0,05>p>0,01 *** p < 0,001.

5.10 Monécitos de pacientes infectados pelo P. vivax apresentam uma
diminuicdo na transcricdo de genes de enzimas que atuam na
mitocondria
A fim de compreender um pouco melhor o metabolismo mitocondrial durante a

malaria vivax, foi realizada a analise da transcricdo de genes nucleares relacionados

a montagem do complexo da enzima citocromo c oxidase e das enzimas

antioxidantes SOD1 e SOD2. Ambas as subunidades do complexo da citocromo ¢

oxidase, COX10 e COX18, possuem sua transcricdo génica diminuida nas

subpopulacdes de mondcitos durante a maléria vivax (Figura 11A).

Interessantemente, o0s transcritos de SOD2 encontram-se aumentados

durante a infeccdo malaria, enquanto ndo ha diferenca na transcricdo génica de
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SOD1 (Figura 11B). Sugerindo que o controle antioxidante mitocondrial esta
aumentado durante a doenga, enquanto o citoplasmético ndo apresenta alteracées

significativas.
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Figura 11. Genes do complexo da citocromo c oxidase possuem a transcricdo génica
diminuida durante a malaria, enquanto transcritos de SOD2 estdo aumentados. (A) Numero de
cépias de mMRNA de genes envolvidos ha montagem do complexo da enzima citocromo c oxidase das
subpopulagbes de mondcitos de pacientes infectados pelo P. vivax (n=5) e de doadores saudaveis
(HD) (n=4). (B) (A) Namero de cépias de mRNA de genes envolvidos no controle antioxidante das
subpopula¢gdes de mondcitos de pacientes infectados pelo P. vivax (n=5) e de doadores saudaveis
(HD) (n=4). Teste estatistico utilizado foi teste t pareado ou Wilcoxon dependendo da distribuicdo das
amostras * 0.01 < p £0.05 ** 0,05>p>0,01 *** p < 0,001.
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6 DISCUSSAO

A resposta imune inata desempenha um papel central no controle e na
patogénese da malaria, sendo necessaria para desencadear a imunidade adquirida
protetora, mas também sendo responsavel pelos sintomas observados durante a
fase aguda da doenca (SPONNAS et al.,2009; LANGHORNE et al., 2004;
STEVENSON; RILEY, 2004). Nesse contexto, 0s mondcitos se sobressaem como
importantes células efetoras, uma vez que produzem altos niveis de citocinas pro-
inflamatérias (LEORATTI et al., 2012) e conseguem controlar o parasito
(ANTONELLI et al., 2014). O presente trabalho demonstrou que as subpopulacées
de mondcitos encontram-se altamente ativadas e produzem altos niveis de ROS

durante a fase aguda da doenca, com destaque para os mondcitos inflamatorios.

Foi demonstrado que os pacientes infectados pelo P. vivax apresentam um
quadro de monocitose. E assim como descrito anteriormente (CROS et al., 2010), foi
possivel observar a presenca das trés subpopulagdes de mondcitos: CD14°CD16",
CD14""CD16* e CD14°"CD16*. De maneira similar ao que foi demonstrado em
ratos utilizando o modelo de doenca de Chagas (FABRINO et al., 2004), as analises
de microscopia eletrdnica indicaram alteracbes morfolégicas em todas as
subpopulacdes de mondcitos de pacientes compativeis com ativagdo celular, tais
como nucleo eucromético, aumento das projecBes celulares e do numero de
vacuolos (Figura 5A). Esses resultados condizem com o papel efetor dos mondcitos
durante a malaria vivax (LEORATTI et al., 2012; ANTONELLI et al., 2014).

Interessantemente, foram encontradas mitocondrias maiores e mais
numerosas na subpopulacdo de mondcitos inflamatérios. Devido ao papel central da
mitocondria no metabolismo celular (WEINBERG; SENA; CHANDEL, 2015) e na
regulacdo da resposta imune (HASCHEMI et al., 2012; HUANG et al., 2014; JIN et
al., 2014; CHANDEL et al., 2000) foi investigado o papel da mesma durante a
malaria vivax. Primeiramente, foi utilizada a sonda MitoTracker Red que cora
mitocondrias em células vivas, sendo sua acumulacédo dependente do potencial de
membrana mitocondrial. Todas as subpopulacdes apresentaram reatividade com a
sonda, porém a subpopulacdo CD14""CD16* apresentou uma reatividade
significativamente maior em comparacdo aos demais subtipos. Esses resultados

condizem com a presenca de mitocondrias maiores e mais numerosas nessa
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subpopulacdo. Em conjunto, esses dados sugerem que os mondcitos inflamatoérios

possuem uma atividade metabdlica diferenciada durante a infec¢éo pelo P. vivax.

Sabendo que a mitocdndria € uma importante fonte de ROS intracelular na
maioria das células de mamiferos (MURPHY, 2009), foi avaliada a producao de ROS
durante a maléria vivax. Inicialmente, foi medida a capacidade de PBMC de
pacientes durante a fase aguda da doenca e apés o tratamento em produzir ROS.
As células de pacientes infectados produziram um nivel significativamente maior de
ROS do que as células dos mesmos individuos depois do tratamento apds estimulo
com PMA. Em seguida, foi avaliado se reticuldcitos infectados pelo P. vivax s&o
capazes de estimular a producdo de ROS pelas subpopula¢cées de mondcitos e se a
mitocéndria participa dessa producdo. Os resultados demonstram que a maléria
vivax induz a producdo de ROS por subpopulacées de mondcitos, principalmente
dos classicos e inflamatérios e que a mitocondria é pelo menos em parte
responsavel por essa producdo. Esses resultados condizem com dados da literatura
gue mostram que a malaria induz uma forte resposta imune inata (SPONNAS et
al.,2009; LANGHORNE et al., 2004; VON DER WEID; HONARVAR; LANGHORNE,
1996) e que as subpopulacbes de mondcitos apresentam um perfil altamente
inflamatério durante a fase aguda da doenca, principalmente os mondcitos
CD14'CD16 e CD14""CD16* (ANTONELLI et al., 2014).

O papel do estresse oxidativo durante a malaria ainda nao é completamente
compreendido. Estudos sugerem que ROS atuam na defesa contra o parasito e
outros relacionam a sua producdo com a patogénese da doenca (DEY et al., 2009;
(TRIPATHY; ROY, 2015). O papel mais bem conhecido de ROS em células do
sistema imune é na morte de parasitos por meio da explosdo oxidativa mediada por
NOX em fagédcitos. Entretanto, um estudo em camundongos demonstrou que a
auséncia de NADPH oxidase ndo ocasionou nenhuma diferenga na parasitemia em
animais infectados por distintas espécies de plasmodio, sugerindo que ROS
derivadas de NADPH oxidase nao sédo importantes para o controle do parasito
(POTTER et al., 2005).

No entanto, trabalhos vém demonstrando o papel do ROS mitocondrial no
killing de microrganismos. Foi demonstrado que macréfagos que produziam mais
ROS mitocondrial, devido a uma deficiéncia no transporte de protons através da

mitocéndria, apresentavam uma maior eficiéncia na eliminagdo de taquizoitos de T.
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gondii in vitro, sendo esse efeito invertido com o0 uso de antioxidantes
(ARSENIJEVIC et al.,, 2000). Um trabalho mais recente demonstrou que a
superexpressao de catalase, enzima antioxidante, em mondcitos comprometia a
capacidade dos mesmos em eliminar eficientemente a bactéria Salmonella
typimurium (WEST et al., 2011).

Levando em consideracdo esses estudos, foi avaliada a producdo de ROS
mitocondrial e intracelular total nas subpopulacdes de mondcitos de pacientes
infectados pelo P. vivax. Os monécitos CD14""CD16" apresentaram producéo de
ROS mitocondrial e intracelular total aumentada em comparacdo aos demais
subtipos. Em conjunto, esses dados sugerem que 0s mondcitos inflamatérios
apresentam uma atividade metabdlica diferenciada durante a malaria vivax. Esses
resultados condizem com a maior reatividade desta subpopulacdo com a sonda
MitoTracker Red, uma vez que a mesma reflete o potencial de membrana
mitocondrial, determinante importante para a producdo de ROS mitocondrial (SENA;
CHANDEL, 2012).

Uma vez que ROS sdo moléculas com meia vida relativamente curta,
acredita-se que a colocalizacdo entre o seu sitio de producdo e seu sitio alvo
aumenta sua eficiéncia funcional (ST-PIERRE et al., 2006). Sendo assim, foi
avaliada a colocalizacdo entre a mitocondria e o lisossomo utilizando o citbmetro de
fluxo de imagem. Foi possivel observar que mondcitos circulantes que fagocitaram
reticulécitos infectados pelo P. vivax apresentaram uma maior frequéncia de
colocalizacdo entre a mitocondria e o fagossomo do que os mondcitos que nao
fagocitaram. Esses resultados condizem com dados da literatura que demonstram a
migracdo de mitocondrias para areas contendo PAMPs de parasitos (WEST et al.,
2009). E importante ressaltar que além de migrar para o lisossomo, a mitocondria
estd produzindo ROS mitocondrial, indicando um papel do mesmo no controle do
parasito. Interessantemente, foi demonstrado que 0s mondcitos inflamatorios
fagocitam e controlam melhor o P. vivax do que os demais subtipos (ANTONELLI et
al., 2014), poréem o mecanismo pelo qual isso acontece ainda ndo tinha sido
elucidado. O presente trabalho demonstrou que essa subpopulagdo de mondcitos
produz mais ROS mitocondrial do que as demais e considerando o papel desse
mediador inflamatdrio do controle de parasitos, pode ser uma possivel explicacdo
para esse controle diferenciado do parasito.
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Os receptores da imunidade inata desempenham um papel essencial na
resposta imune contra parasitos, sendo responséveis pelo reconhecimento de
moléculas presentes nos microrganismos (COBAN et al.,, 2007). Devido a essa
grande importancia, um grande esforco vem sendo realizado com o intuito de
desvendar os PAMPs do plasmédio e seus receptores do sistema imune inato.
Nesse contexto, foi demonstrado que ancoras de glicosilfosfatidilinositol (GPI) sao
capazes de ativar heterodimeros de TLR1-TLR2, TLR2-TLR6 e TLR4 e a hemozoina
carreando DNA do parasito consegue ativar TLR9 (GAZZINELLI et al., 2014).

O presente trabalho demonstrou que ha colocalizacdo entre TLR2, TLR3,
TLR4 e TLR9 e reticulocitos infectados pelo P. vivax em mondcitos circulantes de
pacientes, sugerindo o envolvimento desses receptores na resposta imune do
mondcito contra o plasmoédio. E importante destacar que nio existem trabalhos

demonstrado o papel de TLR3 na malaria humana.

West e colaboradores (2009) demonstraram que a ativacdo de TLRs de
superficie ocasiona um aumento na producdo de ROS mitocondrial. Sendo assim, foi
avaliada a colocalizacdo entre TLR2, TLR3, TLR4 e TLR9 e mitocondrias em
monacitos circulantes que fagocitaram reticulocitos infectados (IRET+) e que néo
fagocitaram (IRET-). Foi demonstrado que ha uma maior colocalizacdo entre TLR2,
TLR3 e TLR9 com mitocondrias em mondcitos que fagocitaram do que nos que nao
fagocitaram, sugerindo a participacdo desses receptores na producdo de ROS

mitocondrial por mondcitos durante a malaria vivax.

A mitocondria possui um papel de destaque no metabolismo celular, seja no
estabelecimento ou na manutencdo de fendtipos em células do sistema imune
Principalmente durante a ativacdo da resposta imunoldgica, na qual os leucocitos
mudam completamente o seu metabolismo (WEINBERG; SENA; CHANDEL, 2015).
Nesse contexto, € de suma importancia entender o funcionamento da mitocondria

em células do sistema imune durante a malaria vivax.

Embora possua seu proprio material genético, o DNA mitocondrial, 0 mesmo
codifica uma pequena porcentagem das proteinas mitocondriais, sendo essas
principalmente enzimas que atuam no CAC e na CTE. Dessa maneira, a grande
maioria das proteinas encontradas nas mitocondrias é derivada do DNA genémico e
traduzida no citosol celular (NEUPERT; HERRMANN, 2007). Para que alcancem seu
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local de atuacdo, € necessario que essas proteinas sejam transportadas até o
compartimento mitocondrial. A primeira etapa desse transporte € efetuada por
proteinas do complexo TOM, responsavel por reconhecer as proteinas precursoras
no citosol e transporta-las através dos poros da membrana externa da mitocéndria
(VARABYOVA; STOJANOVSKI; CHACINSKA, 2013). De maneira geral, os
monocitos de pacientes infectados pelo P. vivax ndo apresentaram diferencas
significativas no nimero de transcritos de genes relacionados ao complexo TOM,
exceto pelo gene TOMM70A, cuja proteina codificada funciona como um receptor de
reconhecimento de proteinas precursoras no citosol celular. Entretanto, é importante
ressaltar que o receptor Tom20 sobrepbe as funcbes de Tom70 (VARABYOVA;
STOJANOVSKI; CHACINSKA, 2013), sendo que o primeiro ndo foi avaliado no
presente trabalho. Esses resultados sugerem que o transporte pela membrana
mitocondrial externa funciona normalmente em mondcitos durante a infeccéo pelo P.

vivax.

A segunda etapa de transporte de proteinas para a mitocondria € efetuada
por proteinas do complexo TIM, responsavel pelo transporte de proteinas do espaco
intermembranas para a matriz mitocondrial (NEUPERT; HERRMANN, 2007). Todos
0S genes analisados apresentaram um numero de transcritos diminuidos em
mondcitos de pacientes em comparacdo aos mondcitos de individuos saudaveis
(Figura 9B), sugerindo que esse transporte encontra-se alterado durante a malaria.
Na matriz mitocondrial encontram-se varias moléculas, incluindo todas as enzimas
necessarias para a realizacdo do CAC (VARABYOVA; STOJANOVSKI;
CHACINSKA, 2013), sendo assim esses resultados sugerem que ha uma diminui¢do
na atividade do CAC. Condizente com esse resultado, foi demonstrado que também
ocorre uma diminuicdo no namero de transcritos de genes relacionados a montagem
do complexo da citocromo c¢ oxidase, indicando que a atividade do complexo IV da
CTE, ultimo passo para a producdo de ATP, também encontra-se diminuida em

mondocitos durante a malaria vivax.

Em conjunto esses resultados sugerem que as mitocondrias dos mondcitos
de pacientes infectados pelo P. vivax ndo estdo programadas para produzir altos
niveis de ATP, uma vez que a transcricdo de proteinas do CAC quanto da CTE
estdo diminuidas. Esses resultados estdo de acordo com a ativacdo dessas células
durante a resposta imunolégica (LEORATTI et al., 2012; ANTONELLI et al., 2014),
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demonstrando que essas células apresentam um metabolismo celular anabdlico, no
qual a producdo de ATP é balanceada com a producdo de outros metabdlitos
necessarios para a realizacdo de um resposte imune eficiente (WEINBERG; SENA,;
CHANDEL, 2015), incluindo a producéo de ROS.

Nesse contexto, Murphy (2009) descreveu trés modos de operacéo
mitocondrial que estéo relacionados com a producédo de superdxido. No modo 1, ha
uma grande quantidade de NADH que ocasionara uma alta producgéo de superoxido
pelo complexo | da CTE, independente do potencial de membrana mitocondrial. No
modo 2, também ocorre uma grande producéo de superdxido pelo complexo |, mas
a mesma é dependente do potencial de membrana mitocondrial. Durante esses dois
modos de operacao, a producdo de ATP encontra-se diminuida. No modo 3, no qual
a mitocondria desempenha sua funcdo normal, a taxa de respiracdo celular é
relativamente alta em comparacdo aos modos anteriores, ocasionando a producao
de altos niveis de ATP e baixos niveis de ROS mitocondrial pelos complexos | e IIl.
Nesse contexto, os resultados do presente trabalho sugerem que as mitocondrias
dos mondcitos de pacientes infectados pelo P. vivax estdo operando no modo 1 ou
2, produzindo mais ROS do que ATP, com um destaque para a populacdo de

monadcitos inflamatorios.

Devido a importancia de ROS na sinalizacao celular, sua producao é regulada
em varios niveis. A producdo de enzimas antioxidantes que atuam diminuindo a
guantidade de ROS representa um mecanismo essencial de regulacdo (SENA;
CHANDEL, 2012). As enzimas superoxido dismutase se destacam nesse cenario,
uma vez que catalisam a dismutacdo do superdxido em oxigénio a peroxido de

hidrogénio, atuando, portanto na defesa ao estresse oxidativo (NOJIMA et al., 1988).

Foi demonstrado que os mondcitos de pacientes infectados pelo P. vivax
apresentam o mesmo numero de transcritos do gene de SOD1 em comparagao a
individuos saudaveis, exceto para 0s mondcitos classicos. Entretanto, todas as
subpopulacdes de mondcitos de pacientes apresentaram um aumento no niamero de
transcritos do gene de SOD2. E vélido 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 (NOJIMA et al., 1988). Esses resultados sugerem

gue o controle antioxidante mitocondrial encontra-se aumentado em monadcitos de
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paciente, o que condiz com a maior produ¢cdo de ROS mitocondrial durante a
malaria vivax. E interessante notar que o controle antioxidante que ocorre nos
monaocitos inflamatdrios € o mesmo que nas demais subpopulacdes, mesmo que
esse seja 0 maior produtor de ROS mitocondrial. Além disso, esse resultado destaca

a importancia da colocalizac&o do sitio produtor de ROS e seu foco de acéo.

7 CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que a maléaria induz uma alta producéo de
espécies reativas de oxigénio, com destaque para as subpopula¢des de mondcitos.
Além disso, os dados sugerem que durante a malaria vivax, as mitocondrias dos
mondcitos migram para o fagolisossomo contendo o plasmddio e estdo programas
para atuar de maneira a produzir baixos niveis de ATP e altos niveis de ROS
mitocondrial. E interessante destacar que os mondcitos CD14""CD16" de pacientes
infectados apresentaram maior producdo de ROS mitocondrial do que os demais
subtipos, sugerindo uma atividade metabdlica diferenciada durante a infec¢éo pelo

P. vivax.
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