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RESUMO

A maldria permanece como um importante problema de saude publica mundial, sendo
caracterizada por uma resposta inflamatoria intensa que, embora essencial para o controle da
infeccdo, também contribui para o desenvolvimento das formas graves da doenca. Nesse
contexto, compostos com propriedades imunomoduladoras, como o 4acido docosahexaenoico
(DHA), tém sido investigados como estratégias terapéuticas adjuvantes. Estudos prévios do
nosso grupo demonstraram que a suplementacado com 6mega-3 rico em DHA atenua os danos
cerebrais e pulmonares induzidos pela infeccdo por Plasmodium berghei ANKA (PbA),
porém ndo exerce o mesmo efeito na infeccdo por Plasmodium berghei NK65 (PbN). Assim,
o presente estudo teve como objetivo avaliar o impacto das cepas PbA e PbN na modulacao
da resposta funcional de macréfagos peritoneais previamente tratados com dmega-3 rico em
DHA. Macrofagos peritoneais, obtidos de camundongos BALB/c, foram pré-tratados com
diferentes concentragdes de DHA e posteriormente incubados com hemadcias infectadas por
PbA ou PbN durante 6 ¢ 12 horas. Foram avaliadas a producdo das citocinas I[FN-y, IL-6,
TNF-a e IL-10, de o6xido nitrico (NO) e peroxido de hidrogénio (H:0:), a formagdo de
corpusculos lipidicos e a capacidade fagocitica dos macrofagos. Os resultados demonstraram
que o pré-tratamento com Odmega-3 rico em DHA ndo promoveu alteragdes significativas na
produgdo de citocinas, espécies reativas de nitrogénio e oxigénio ou na formacdo de
corpusculos lipidicos apds a incubagdo com hemacias infectadas por PbA e PbN. Entretanto,
observou-se aumento da capacidade fagocitica dos macrofagos tratados, principalmente nas
maiores concentracdes de DHA. Além disso, foram identificadas diferencas na resposta
funcional dos macrofagos frente as duas cepas de P. berghei, sugerindo que caracteristicas
inerentes ao parasito influenciam a resposta ao tratamento. Em conjunto, os resultados
indicam que o principal efeito direto do dmega-3 rico em DHA sobre os macrofagos esta
relacionado ao aumento da capacidade fagocitica, enquanto seus efeitos anti-inflamatorios
observados em modelos experimentais in vivo provavelmente dependem da interacdo entre

diferentes populagdes celulares, mediadores inflamatorios e do microambiente tecidual.

Palavras-chave: malaria; Plasmodium berghei; macrofagos; acido docosahexaenoico;

omega-3; imunomodulagao.



ABSTRACT

Malaria remains a major global public health concern and is characterized by an intense
inflammatory response that, although essential for controlling infection, also contributes to
the development of severe disease. In this context, compounds with immunomodulatory
properties, such as docosahexaenoic acid (DHA), have been investigated as potential adjuvant
therapeutic strategies. Previous studies conducted by our research group demonstrated that
supplementation with DHA-rich omega-3 attenuates brain and lung damage induced by
Plasmodium berghei ANKA (PbA) infection but does not exert the same effect during
Plasmodium berghei NK65 (PbN) infection. Therefore, the present study aimed to evaluate
the impact of the PbA and PbN strains on the modulation of the functional response of
peritoneal macrophages previously treated with DHA-rich omega-3. Peritoneal macrophages
obtained from BALB/c mice were pretreated with different DHA concentrations and
subsequently incubated with erythrocytes infected with PbA or PbN for 6 and 12 hours. The
production of the cytokines IFN-y, IL-6, TNF-a, and IL-10, nitric oxide (NO), hydrogen
peroxide (H:0:), lipid body formation, and macrophage phagocytic capacity were evaluated.
The results demonstrated that pretreatment with DHA-rich omega-3 did not significantly alter
the production of cytokines, reactive nitrogen and oxygen species, or lipid body formation
following incubation with PbA or PbN infected erythrocytes. However, an increase in the
phagocytic capacity of treated macrophages was observed, particularly at the highest DHA
concentrations. Furthermore, differences in the functional response of macrophages to the two
P berghei strains were identified, suggesting that parasite-specific characteristics influence
the response to treatment. Overall, the results indicate that the main direct effect of DHA-rich
omega-3 on macrophages is associated with enhanced phagocytic capacity, where as its
anti-inflammatory effects observed in experimental in vivo models are likely dependent on the
interaction among different cell populations, inflammatory mediators, and the tissue

microenvironment.

Keywords: malaria; Plasmodium berghei; macrophages; docosahexaenoic acid; omega-3;

immunomodulation.
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1 INTRODUCAO
1.1 MALARIA

A malaria ¢ uma doenga infecciosa causada por protozoarios parasitos do género
Plasmodium, e ainda ¢ considerada um grave problema de satide publica. Sua principal forma
de transmissdo aos seres humanos, se dd através da picada de fémeas infectadas dos
mosquitos do género Anopheles (Mioto; Galhardi; Amarante, 2012). Atualmente, sete
espécies sao reconhecidas por causar malaria nos seres humanos, sido elas, Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, Plasmodium
knowlesi, Plasmodium simium e Plasmodium cynomolgi. (Pratt-Riccio et al., 2021).

Do ponto de vista epidemioldgico, a malaria ¢ uma doenga de carater endémico em
regides tropicais e subtropicais do globo, onde as condi¢des climaticas de calor e umidade
favorecem a proliferagdo do vetor (Pinheiro et al., 2024). No cenario mundial, o continente
africano concentra a maior carga da doenga, sendo P. falciparum a espécie mais prevalente e
associada as maiores taxas de letalidade. Dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
apontam que, no ano de 2024, aproximadamente 282 milhdes de pessoas foram acometidas

pela doenca, resultando em cerca de 610 mil 6bitos (WHO, 2025) (Figura 1).

Figura 1 - Propor¢ao da populacao global infectada com malaria por ano (2023)

No data No cases 0.1% 0.3% 1% 3% 10%

Data source: IHME, Global Burden of Disease (2025) OurWorldinData.org/malaria | CC BY

Fonte: Our World in Data (2025).
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No Brasil, a regido Amazodnica concentra a maioria dos casos de malaria. Porém, na
regido extra-amazonica, apesar das poucas notificagdes, a doenga nao pode ser negligenciada,
pois a letalidade nesta regido € maior que na regido amazonica (Brasil, 2025b). Entre janeiro e
marg¢o de 2025 foram registrados 25.473 casos da doenca, dos quais resultaram 43 obitos

(Brasil, 2025a) (Figura 2).

Figura 2 - Mapa do risco por municipio de infec¢io de malaria no Brasil

Classificagiio de risco - IPA 2024 { 7 I
" Sem transmissdo VT e
Muito baixo risco . 3

Baixo risco Ty
I Médio risco 0 T
Il Alto risco L . i

. 0 500 1.000 km
- 4

Classificagdo da Incidéncia Parasitaria Anual (IPA): Sem transmissdo - O casos autéctones; Muito baixo risco -
IPA <1 caso/1.000 habitantes; Baixo risco - IPA <10 casos/1.000 habitantes; Médio risco - IPA <50 casos/1.000
habitantes; Alto risco - IPA =50 casos/1.000 habitantes.

Fonte: Sivep-Malaria e Sinan/SVSA/MS e E-SUS-VS, atualizado em 02/09/2025.

O sucesso evolutivo do Plasmodium baseia-se em seu ciclo de vida heteroxeno, que
exige dois hospedeiros para ser concluido: o mosquito Anopheles e o vertebrado (Fernandez,
2004). O ciclo se inicia quando o vetor inocula esporozoitos na derme do hospedeiro durante
o repasto sanguineo. Apds alcangar a circulagdo sistémica, essas formas infectantes migram
rapidamente para o figado, onde invadem os hepatocitos, dando inicio a fase hepatica (Amino,
2006). No interior destas células, os esporozoitos se multiplicam, transformando-se em
esquizontes teciduais que, ao sofrerem lise, liberam milhares de merozoitos na corrente
sanguinea (Bano et al., 2007). Na fase eritrocitica, os merozoitos invadem os eritrocitos e dao
inicio a novos ciclos de multiplicacdo assexuada, passando pelos estagios evolutivos de
trofozoitos e esquizontes maduros. A ruptura sincrona das hemacias libera novos merozoitos e

subprodutos metabolicos na circulagdo que causam os sintomas iniciais e caracteristicos da
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doenca. Por fim, uma parcela dos parasitos diferencia-se em gametdcitos (formas sexuadas)
que, ao serem ingeridos por um novo vetor, ddo continuidade ao ciclo bioldgico apos

realizarem a esporogonia no intestino do inseto (Castro; Rodriguez, 2009) (Figura 3).

Figura 3 - Ciclo de vida do Plasmodium

Infecgdo

Merozoitos

Fase hepitica liberados no

r . assintomatica
v \—N[:mzom}s . ( ) == sangue
- - = L)

Esporozoitos

Hemacias
infectadas

Merozoitos
nos
hepatécitos

Fase enitrocitica
(sintomadtica)

¢ A ON W
Transmissdo @ Tro-f-bmito

Gametocitos maduro

Fonte: Adaptado de Boyle; Engwerda; Jagannathan, 2024. Traduzido pela autora.

As manifestagdes clinicas classicas da malaria surgem durante a fase eritrocitica do
ciclo evolutivo, destacando-se a febre, os calaftrios e a cefaleia. Caso nao seja tratada a tempo,
a infec¢do pode evoluir para as chamadas formas graves da doenga, causadas principalmente
por P falciparum. Esse agravamento decorre de fendmenos como a citoaderéncia e o
sequestro capilar em orgaos vitais. O processo de citoaderéncia € caracterizado pela expressao
da proteina PfEMP-1 na superficie das hemacias infectadas, o que faz com que esses
eritrocitos se liguem ao endotélio da microvasculatura (Milner, 2018). Como consequéncia,
ocorre a formagdo de microtrombos que obstruem o lumen vascular e impedem o livre fluxo
sanguineo, resultando em hipoxia e grave dano tecidual (Doumbo et al., 2009). Dentre as
principais complicacdes sistémicas desse processo, estdo incluidas a malaria cerebral
(Lacerda-Queiroz; Teixeira; Teixeira, 2008), a Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo

(SDRA) (Quirino, 2019) e a malaria placentaria, que compromete diretamente a saude
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materno-fetal (Rogerson et al., 2007). Devido a maior vulnerabilidade imunoldgica, as
mulheres primigestas e as criangas menores de cinco anos constituem os principais grupos de
risco para o desenvolvimento dessas apresentagdes graves (WHO, 2025).

O controle e a erradicagdo da maldaria enfrentam obstaculos complexos. No ambito
biologico, o parasito apresenta mecanismos sofisticados de evasdo imunoldgica, o que
dificulta o desenvolvimento de vacinas com elevada eficacia. No campo farmacoldgico, o
surgimento e a disseminacao de cepas de Plasmodium resistentes aos antimaldricos
convencionais comprometem a eficacia das terapias de primeira linha. Além disso, o controle
do vetor ¢ dificultado pela crescente resisténcia dos mosquitos aos inseticidas quimicos
empregados em intervengdes vetoriais, como a borrifagdo residual intradomiciliar e o uso de
mosquiteiros impregnados com inseticidas (Charavanamuttu et al., 2026).

Diante das limitacdes éticas e metodologicas de se investigar os mecanismos
patogénicos diretamente em seres humanos, o uso de modelos experimentais torna-se
indispensavel. Abordagens in vitro, in silico e modelos in vivo fornecem ferramentas
essenciais para mimetizar a complexidade sistémica da infecgdo e testar novas intervengoes
(Ferreira, Hochman; Barbosa, 2005). Em suma, a compreensdao detalhada da interagdo
parasito-hospedeiro ¢ fundamental para elucidar os processos de patogé€nese e promover o

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas e profilaticas eficazes (Neto et al., 2025).
1.2 RESPOSTA IMUNE A INFECCAO POR PLASMODIUM

A resposta imune desempenha papel fundamental no controle da infec¢do por
Plasmodium, atuando no controle da carga parasitaria. Entretanto, embora seja essencial para
a defesa do hospedeiro, a ativacao exacerbada dos mecanismos imunoldgicos contribui para o
desenvolvimento das manifestacdes clinicas e das formas graves da malaria (Gazzinelli et al.,
2014; Schofield; Grau, 2005). Nesse contexto, o desfecho da infeccdo depende do equilibrio
entre a resposta imune inata, responsavel pelo reconhecimento inicial do parasito e pela
contenc¢do da infecgdo, e a resposta imune adaptativa, que participa da eliminagdo do parasito
e do desenvolvimento da imunidade adquirida (Schofield; Grau, 2005). Em areas endémicas,
individuos repetidamente expostos ao parasito podem desenvolver imunidade clinica parcial,
caracterizada pela redugdo, mas ndo completa eliminacdo, da parasitemia e pela diminuicao
da intensidade da resposta inflamatéria, o que favorece a ocorréncia de infecgdes
assintomaticas (Gazzinelli et al., 2014).

A ativagdo da resposta imune inata inicia-se com o reconhecimento de moléculas

conservadas do parasito, denominadas Padrdes Moleculares Associados a Patdgenos
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(PAMPs), por receptores de reconhecimento de padrdes (Pattern Recognition Receptors —
PRRs) expressos por células da imunidade inata, como macrofagos, células dendriticas e
neutrofilos. Além dos PAMPs, a infeccdo promove lesdo celular e tecidual, levando a
liberagdo de Padrdes Moleculares Associados ao Dano (Damage-Associated Molecular
Patterns — DAMPs), que também sdo reconhecidos pelos PRRs e contribuem para a
amplificagdo da resposta inflamatéria (Medzhitov, 2008).

Entre os principais PAMPs envolvidos na infeccao por Plasmodium destacam-se as
ancoras de glicofosfatidilinositol (GPI), glicolipidios presentes na membrana do parasito e
essenciais para sua viabilidade por promoverem a ancoragem de diversas proteinas a sua
superficie; o DNA do parasito, rico em motivos CpG ndo metilados; e a hemozoina (Hz),
pigmento cristalino formado durante a degradacdo da hemoglobina na fase eritrocitica
(Abosalif et al., 2025; Gazzinelli et al., 2014). O reconhecimento desses componentes por
diferentes PRRs, principalmente pelos receptores do tipo Toll (TLRs), desencadeia vias de
sinalizacdo intracelular que culminam na ativagdo de fatores de transcri¢do, na producao de
citocinas e outros mediadores inflamatorios como TNF-a, IL-1B e 6xido nitrico, promovendo
o recrutamento e a ativacao de células efetoras da imunidade inata (Abosalif et al., 2025).

Entre essas células, os macréfagos desempenham papel central na resposta contra a
infeccdo por Plasmodium, atuando tanto na eliminagdo direta do parasito quanto na
coordenagdo da resposta inflamatoria por meio da fagocitose, da apresentagdao de antigenos e

da producao de mediadores imunologicos (Chua et al., 2013).
1.3 PAPEL DOS MACROFAGOS NA RESPOSTA IMUNE A MALARIA

Os macréfagos exercem suas fungdes por meio de diferentes mecanismos efetores que
atuam de forma integrada durante a resposta imune ao Plasmodium. Além da fagocitose de
hemaécias parasitadas e merozoitos livres, essas células atuam na apresentagdo de antigenos
aos linfécitos T e na producdo de mediadores inflamatorios, desempenhando papel
fundamental tanto no controle da parasitemia quanto na coordenacao da resposta imune (Chua
etal.,2013).

De acordo com os estimulos presentes no microambiente inflamatdrio, os macroéfagos
apresentam elevada plasticidade funcional, podendo adquirir diferentes perfis de ativagao.
Ap6s o reconhecimento de PAMPs e sob a acdo de citocinas inflamatorias, esses fagocitos sdo
ativados e passam a produzir citocinas pro-inflamatdrias, espécies reativas de oxigénio e
oxido nitrico, mediadores responsaveis por sua elevada capacidade microbicida (Mantovani;

Sica; Locati, 2005). Em contrapartida, os macrofagos alternativamente ativados (M2) estio
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associados a resolucdo da inflamacdo, ao reparo tecidual e a restauragdo da homeostase
(Martinez; Gordon, 2014).

Durante a infeccdo, a ativacdo dos macrofagos promove a producdo de diversas
citocinas que coordenam a resposta inflamatéria. Entre as principais destacam-se o TNF-a ¢ a
IL-6, essenciais para o recrutamento e a ativacdo de células efetoras, bem como para o
controle da replicagdo parasitaria (Stevenson; Riley, 2004). Entretanto, a producao exacerbada
dessas citocinas estd associada ao agravamento da resposta inflamatoria e ao desenvolvimento
de lesoes teciduais (Schofield; Grau, 2005). Em contrapartida, citocinas anti-inflamatorias,
como a IL-10, exercem papel regulador ao limitar a resposta inflamatéria e preservar a
integridade dos tecidos, evidenciando que o equilibrio entre mediadores pro- e
anti-inflamatdrios € determinante para a evolugdo da doenga (Gazzinelli et al., 2014).

Os macréfagos exercem sua atividade microbicida por meio da produgdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS). Essas moléculas sdo geradas apos a
ativacao celular e contribuem para a eliminacdo do parasito por meio da oxidagdo de
proteinas, lipidios e 4cidos nucleicos, limitando sua replicagdo (Percario et al., 2012). Dentre
as ROS produzidas, o perdoxido de hidrogénio (H:0:) destaca-se como um importante
mediador da atividade microbicida dos macréfagos, sendo amplamente utilizado como
marcador da ativacdo oxidativa dessas células durante processos infecciosos (Nathan;
Cunningham-Bussel, 2013).

A ativacdo dos macréfagos também esta associada a alteragdes no metabolismo
lipidico, destacando-se a formacgdo de corpusculos lipidicos. Tradicionalmente considerados
estruturas de armazenamento de lipidios, essas organelas sdo atualmente reconhecidas como
importantes plataformas metabdlicas e inflamatorias, atuando como sitios para a sintese de
mediadores lipidicos bioativos, incluido mediadores pro-inflamatorios, como prostaglandinas
e leucotrienos (Bozza; Viola, 2010), bem como mediadores especializados pro-resolutivos,
envolvidos na resolugdo da inflamagao (Serhan, 2014). Durante a infec¢do por Plasmodium, a
fagocitose de hemacias parasitadas e da hemozoina estimula a biogénese dessas organelas,
cujo aumento estd relacionado ao estado de ativacdo dos macrdéfagos e a intensidade da
resposta inflamatoria (Melo et al., 2011).

Entretanto, embora esses mecanismos sejam essenciais para o controle da parasitemia,
sua ativagdo exacerbada pode contribuir para o desenvolvimento de estresse oxidativo,
alteragdes metabodlicas e intensificagdo da resposta inflamatoria, favorecendo lesdes celulares
e teciduais (Gazzinelli ef al., 2014). Assim, a eficdcia da resposta dos macréfagos depende de

um equilibrio entre a eliminacdo do parasito e a limitacdo dos danos ao hospedeiro (Schofield;
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Grau, 2005). Nesse contexto, estratégias capazes de modular a ativacdo dos macrofagos e,
consequentemente, a producdo de citocinas, espécies reativas ¢ mediadores lipidicos, tém
despertado interesse como abordagens terapéuticas complementares no controle da malaria.
Entre as estratégias investigadas para modular a resposta inflamatoria sem
comprometer a capacidade microbicida dos macroéfagos, destacam-se os 4acidos graxos
poli-insaturados da familia O6mega-3, especialmente o 4acido docosahexaenoico (DHA)

(Calder, 2015).

14  ACIDO DOCOSAHEXAENOICO (DHA) E MODULACAO DA RESPOSTA
INFLAMATORIA

O 4cido docosahexaenoico (DHA) ¢ um acido graxo poli-insaturado de cadeia longa
pertencente a familia dos acidos graxos dmega-3, encontrado principalmente em peixes de
dguas frias, algas marinhas e seus derivados. Embora possa ser sintetizado a partir do acido
a-linolénico (ALA), essa conversdo ocorre de forma limitada no organismo, tornando a
alimentacdo sua principal fonte (Calder, 2016). Além de desempenhar importante papel
estrutural na composicdo das membranas celulares, o DHA participa da regulacdo de diversos
processos fisioldgicos, especialmente daqueles relacionados a resposta inflamatdria e a
homeostase do sistema imunoldogico (Martin et al., 2006).

Os efeitos imunomoduladores do DHA estdo relacionados a sua incorporagdo aos
fosfolipidios das membranas celulares, promovendo alteracdes na composi¢ao lipidica e na
organizacdo de microdominios de membrana, como as balsas lipidicas (lipid rafts),
fundamentais para a ativagdo de receptores envolvidos na resposta inflamatoria (Calder,
2015). Além disso, o DHA compete com o &cido araquidonico pelos sistemas enzimaticos
responsaveis pela sintese de eicosanoides, favorecendo a producao de mediadores lipidicos
menos inflamatdérios e de mediadores especializados da resolu¢do da inflamagdo, como
resolvinas, protectinas e maresinas (Calder, 2017). Adicionalmente, 0 DHA pode modular
vias de sinalizagdo intracelular, reduzindo a ativacdo do fator de transcri¢ao nuclear B
(NF-xB) e favorecendo a ativagao do receptor ativado por proliferador de peroxissoma gama
(PPAR-y), mecanismos associados a diminui¢do da expressdo de genes pro-inflamatorios
(Kong et al., 2010).

Em células da imunidade inata, especialmente nos macréfagos, essas alteracdes
repercutem diretamente sobre diferentes funcdes efetoras. Estudos demonstram que o DHA ¢
capaz de modular a polarizagdo macrofagica (Calder, 2017), reduzindo a produgdo de

citocinas pro-inflamatorias, atenuar a geragdo de espécies reativas de oxigénio, interferir na
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ativacdao do inflamassoma NLRP3 e no o metabolismo lipidico celular (Braz-de-Melo et al.,
2019). Em conjunto, esses efeitos contribuem para um perfil funcional menos inflamatorio e
mais favoravel a resolugdo da resposta imune, preservando mecanismos essenciais de defesa
do hospedeiro enquanto limita os danos decorrentes da inflamagao exacerbada.

No contexto da maldria experimental, estudos desenvolvidos pelo nosso grupo de
pesquisa demonstraram que a suplementagao com émega-3 rico em DHA pode exercer efeitos
distintos de acordo com a cepa de Plasmodium berghei e com o contexto experimental. Em
camundongos infectados com P. berghei ANKA, a suplementagdo foi capaz de reduzir a
gravidade da doenga, protegendo contra o desenvolvimento da malaria cerebral experimental
(Carpinter et al., 2024) e atenuando as lesdes pulmonares associadas a infec¢ao (David-Vieira
et al., 2024). Entretanto, em infecgdes causadas por P. berghei NK65, o 6mega-3 rico em
DHA ndo mitigou os danos pulmonares associados a infec¢do (Pereira et al., 2026). Esses
resultados sugerem que os efeitos do DHA ndo dependem apenas de suas propriedades
anti-inflamatoérias, mas também da interacdo desse acido graxo com mecanismos celulares
especificos ativados durante a infeccdo. Como os estudos realizados até o momento foram
conduzidos em modelos in vivo, permanece pouco esclarecida a contribuicao direta dos
macrofagos para os efeitos observados.

Considerando que os macrofagos desempenham papel central no combate a infecgao,
participando da eliminacao de hemacias parasitadas e na regulacdo da resposta inflamatoria, a
investigacao dos efeitos diretos do DHA sobre essas células pode contribuir para elucidar os
mecanismos celulares responsaveis pelas diferencas observadas entre os modelos
experimentais. Assim, a utilizagdo de um modelo in vitro permite avaliar diretamente como o
DHA modula fungdes efetoras dos macréfagos, eliminando a influéncia de fatores sistémicos

inerentes aos modelos in vivo.
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2 HIPOTESE

As cepas de Plasmodium berghei ANKA e NK65 sdo capazes de modular de forma
distinta a resposta funcional de macrofagos peritoneais previamente tratados com dmega-3

rico em DHA.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o impacto das cepas de Plasmodium berghei ANKA e NK65 sobre a resposta

funcional de macrofagos peritoneais previamente tratados com dmega-3 rico em DHA.
3.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a produgdo de citocinas (IFN-y, IL-6, TNF-a e IL-10) por macréfagos
peritoneais previamente tratados com Omega-3 rico em DHA e incubados com

hemacias infectadas por PbA e PbN.

e Avaliar a producdo de 6xido nitrico (NO) por macréfagos peritoneais previamente
tratados com 0mega-3 rico em DHA e incubados com hemacias infectadas por PbA e

PbN.

e Avaliar a produgdo de peroxido de hidrogénio (H:0:) por macréfagos peritoneais
previamente tratados com oOmega-3 rico em DHA e incubados com hemacias

infectadas por PbA e PbN.

e Avaliar a formagdo de corpusculos lipidicos em macrofagos peritoneais previamente
tratados com 6mega-3 rico em DHA e incubados com hemacias infectadas por PbA e

PbN, por meio da média da intensidade de fluorescéncia (MIF).

e Avaliar a capacidade fagocitica de macrdéfagos peritoneais previamente tratados com

omega-3 rico em DHA e incubados com hemadcias infectadas por PbA e PbN.
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4 METODOLOGIA
4.1 ANIMAIS

Para este estudo, foram utilizados camundongos BALB/c fémeas, com idade entre 6 e
8 semanas, provenientes do Centro de Bioterismo Regional (CBR) da Universidade Federal
de Juiz de Fora (UFJF). Os animais foram mantidos no biotério do Nucleo de Pesquisas em
Parasitologia (NUPEP), acondicionados em gaiolas de polipropileno alocadas em estantes
ventiladas, sob temperatura controlada e ciclo de 12h claro/12h escuro, com é4gua filtrada e
racdo (Nuvitall®) ad libitum, além de monitoramento veterinario didrio para verificagdo das
condi¢des de bem-estar. A utilizagdo dos animais foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso

de Animais (CEUA) da instituicao (019/2023).
4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Figura 4 - Delineamento experimental
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Camundongos doadores foram infectados com PbA ou PbN para obtengdo de hemacias parasitadas
(iRBCs), enquanto outro grupo de camundongos recebeu tioglicolato por via intraperitoneal (i.p.) para
recrutamento de macrofagos peritoneais, posteriormente coletados por lavado. Os macréfagos foram
plaqueados, e apods adesdo celular, foram tratados com émega-3 rico em DHA (50 ou 100 uM) por 12
horas. Em seguida, as células foram incubadas com hemacias ndo infectadas (NI) ou hemacias
parasitadas por PbA ou PbN. Apods 6 e 12 horas de incubagdo, foram avaliadas a producdo de

citocinas, NO, H20:, formacdo de corpusculos lipidicos e a capacidade fagocitica dos macrofagos.
4.3 OBTENCAO DE HEMACIAS PARASITADAS (1IRBCs)

Para obtenc¢do das iRBCs, dois camundongos foram infectados por via i.p., sendo um
com 200 pL de uma suspensdo contendo 5 x 10" iRBCs criopreservadas de PbA e o outro
com 200 uL de uma suspensdo contendo 5 x 10" iRBCs criopreservadas de PbN. Além disso,
foi utilizado um animal NI para a retirada de hemacias sadias.

Durante o periodo de infeccdo, foi realizado o monitoramento da parasitemia
sanguinea. Para isso, foi realizada uma incisdo, com tesoura cirurgica, na ponta da cauda dos
animais para a obtengao de uma gota de sangue, que foi depositada sobre uma lamina de vidro
e espalhada com o auxilio de uma lamina extensora para a confec¢ao do esfregaco sanguineo.
Apds secagem a temperatura ambiente, os esfregagos foram fixados em metanol e corados
com solucao de Giemsa (Sigma-Aldrich®) por 20 minutos. As laminas foram analisadas em
microscopio optico (Olympus BX41), utilizando objetiva de imersao (100x). Foram contadas
1.000 hemacias em diferentes campos microscopicos. A porcentagem de parasitemia foi
determinada pela razdo entre o niimero de iRBCs e o numero total de hemacias. Quando os
animais apresentaram parasitemia aproximada de 50%, foram eutanasiados para obtencao das
iRBCs.

Para a eutandsia, os animais foram anestesiados via i.p. com 200 pL de solucdo
anestésica contendo NaCl 0,9%, xilazina (Syntec®) a 2% e quetamina (Syntec®) a 10%.
Apos a confirmacdo da anestesia, por meio da auséncia de reflexo ao estimulo plantar, foi
realizada a exsanguinag¢ao com seringa contendo heparina (Cristalia®), por pungao cardiaca.
O sangue coletado foi diluido em 10 mL de meio RPMI completo (meio contendo 10% de
soro fetal bovino (SFB) (Nova Biotecnologia®) e 1% de solugdo de antibidtico/antimicotico
(Gibco®)) e centrifugado a 1.500 rpm por 10 minutos para obtencdo do sedimento de

hemacias, que foram posteriormente incubadas com os macrofagos nos ensaios in vitro.
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44  OBTENCAO DE MACROFAGOS PERITONEAIS

Para obtengdo dos macrofagos peritoneais, trés camundongos receberam 2 mL de
solugdo estéril de tioglicolato (Merck®) a 3% via i.p., 72 horas antes da coleta. Apos este
periodo, os animais foram submetidos ao mesmo protocolo anestésico descrito no item 4.3.
ApoOs a confirmagdo da anestesia, foi realizada a abertura da cavidade abdominal, seguida de
duas lavagens peritoneais consecutivas, cada uma utilizando 5 mL de solu¢do de Hank's
(Sigma-Aldrich®) estéril. A suspensdo celular obtida foi transferida para tubos conicos
estéreis e centrifugada a 1.500 rpm por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado, e o sedimento celular ressuspendido em 10 mL de meio RPMI completo para
determina¢do da concentracdo celular por meio de contagem em camara de Neubauer (New

Optics®).

45  PLAQUEAMENTO DOS MACROFAGOS E TRATAMENTO COM OMEGA-3
RICO EM DHA

Apds a contagem celular em camara de Neubauer, a suspensdo celular foi ajustada
para a concentragcdo de 2 x 10° células/mL. Para os ensaios de produc¢do de 6xido nitrico,
dosagem de citocinas e capacidade fagocitica, os macrofagos foram plaqueados sobre
laminulas de vidro de 13 mm (Olen®), previamente posicionadas no fundo de placas de 24
pogos (KASVI®), utilizando 300 uL de suspensdo celular por poco, correspondendo a 6 x
10° células/pogo. Para os ensaios de produgdo de H,O, e quantificagdo de corpusculos
lipidicos, as células foram distribuidas em placas de 96 pogos (Costar®), utilizando 100 uL de
suspensao celular/pogo, correspondendo a 2 X 10° células. As placas foram incubadas em
estufa a 37 °C, sob atmosfera contendo 5% de CO:, por um periodo de 2 a 4 horas, para
adesdo dos macréfagos.

Como tratamento, foi utilizado um suplemento comercial de 6mega-3, rico em DHA
(Essential Nutrition®), contendo 500 mg de DHA por cépsula. O conteudo da capsula foi
diluido em etanol absoluto para obtencdo de uma solucio estoque de 100 mM. A partir dessa
solucdo, foram realizadas diluicdes em meio RPMI completo para obtencao das concentragdes
finais de 50 e 100 M, mantendo a concentragdo final de 0,05%, considerada segura para as
células (Fletcher et al., 2021).

Os tratamentos foram preparados imediatamente antes do uso e mantidos sob
refrigeragdo e protegidos da luz durante todo o procedimento, a fim de preservar a

estabilidade do DHA.
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Os macrofagos foram tratados pela adicdo direta dos tratamentos aos pogos, que
permaneceram incubados por 12 horas a 37 °C, sob atmosfera contendo 5% de COs, antes da

incubacao com hemacias infectadas.

46 INCUBACAO DOS MACROFAGOS PERITONEAIS COM HEMACIAS
INFECTADAS

Apds 12 horas de tratamento com Omega-3 rico em DHA, os macréfagos foram
incubados com as hemadcias parasitadas. Para isso, foram utilizadas iRBCs de PbA e PbN,
obtidas a partir do sangue de camundongos previamente infectados, conforme descrito no
item 4.3. Como controle, foram utilizadas hemacias provenientes de camundongos nao
infectados.

Apds a centrifuga¢do do sangue, o sobrenadante foi descartado, e o sedimento de
hemacias foi ressuspendido em meio RPMI completo. Em seguida, as hemacias foram
quantificadas em camara de Neubauer e, com base na parasitemia previamente determinada, a
suspensdo foi ajustada para obtengdo da propor¢do de 30:1 (iRBCs:macrofagos), sendo
adicionada aos pogos de acordo com o niimero de macrdéfagos plaqueados em cada ensaio,
correspondendo a 1,8 x 10" iRBCs/po¢o nas placas de 24 pogos ¢ 6 x 10° iRBCs/pogo nas
placas de 96 pogos.

Ap0s a incubacdo com as hemdcias, as culturas foram mantidas em estufa a 37 °C, sob
atmosfera contendo 5% de CO:, por 6 e 12 horas. Ao final de cada periodo experimental,
foram realizados os ensaios destinados a avaliacdo da resposta funcional dos macrdofagos,

conforme descrito nos itens subsequentes.
47  AVALIACAO DA RESPOSTA FUNCIONAL DOS MACROFAGOS
4.7.1 Coleta do sobrenadante

Apds 6 e 12 horas pos-infec¢do, foram coletados 200 pL. de sobrenadante de cada
poco. As amostras foram transferidas para microtubos devidamente identificados e
armazenadas a -80°C até a realizacdo das andlises de citocinas (IFN-y, IL-6, TNF-a e IL-10) e

de 6xido nitrico (NO).
4.7.2 Dosagem de citocinas (IFN-y, IL-6, TNF-a e IL-10)

A concentragdo das citocinas pro-inflamatorias IFN-y, IL-6 ¢ TNF-0, bem como da

citocina anti-inflamatoéria IL-10, foi avaliada nos sobrenadantes das culturas celulares pelo
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método de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), utilizando kits OptEIA (BD
Biosciences®), conforme as recomendacdes do fabricante.

Inicialmente, placas de ELISA de meia area (Costar®) foram sensibilizadas com 25
uL por pogo de tampdo contendo os respectivos anticorpos de captura e incubadas durante a
noite a 4 °C. Em seguida, as placas foram lavadas cinco vezes com tampao de lavagem
(solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) 1X contendo 0,05% de Tween 20) e bloqueadas
com 50 pL por pogo de PBS 1X suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), durante
1 hora, a temperatura ambiente.

Apobs nova etapa de lavagem, foi preparada a curva padrdo de cada citocina por
dilui¢do seriada, iniciando na concentragdo de 2.000 pg/mL. Em seguida, foram adicionados
25 puL dos padroes aos respectivos pogos € 25 pl. das amostras aos demais pogos, seguido de
incubagdo por 2 horas a temperatura ambiente.

Posteriormente, as placas foram novamente lavadas cinco vezes e incubadas com 25
uL por pogo da solugdo de deteccdo, contendo anticorpo de detec¢do conjugado a enzima,
durante 1 hora a temperatura ambiente. Apds nova lavagem, foram adicionados 25 pL da
solucdo substrato tetrametilbenzidina (TMB) (BD Biosciences®), mantendo-se as placas
incubadas ao abrigo da luz por 30 minutos a temperatura ambiente. A reacdo foi interrompida
pela adicdo de 12,5 pL de solugdo de acido sulfurico (H:SO«) 1 M por pogo. A leitura foi
realizada em espectrofotometro (Agilent BioTek Epoch) a 450 nm. As concentragdes das
citocinas foram determinadas por meio da curva padrao correspondente a cada citocina e

expressas em pg/mL.
4.7.3 Determinacio da producio de éxido nitrico (NO)

A produgao de 6xido nitrico (NO) foi determinada indiretamente pela quantificagao de
nitrito (NO:") presente nos sobrenadantes das culturas celulares, utilizando a reag¢do de Griess.
Para a analise, foram adicionados 50 puL. do sobrenadante e 50 uL do reagente de Griess em
placas de 96 pocos, na propor¢ao de 1:1. As amostras foram incubadas por 15 minutos, a
temperatura ambiente e protegidas da luz. Em seguida, a absorbancia foi determinada em
espectrofotometro (Agilent BioTek Epoch) a 540 nm. A concentragdo de nitrito foi
determinada por meio de uma curva padrio de nitrito de sédio (NaNO:), preparada por

diluigdes seriadas a partir de uma solucdo de 200 uM, sendo os resultados expressos em pM.
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4.7.4 Determinacio da producio de peréxido de hidrogénio (H:0-)

A producgao de perdxido de hidrogénio (H20:) pelos macréfagos foi determinada pelo
método do vermelho de fenol. Apds o periodo experimental de 6 horas de infecgdo, o
sobrenadante foi removido, ¢ as células foram lavadas trés vezes com solucao estéril de PBS
1X, a fim de remover residuos de hemdcias provenientes da incubacdo. Em seguida, foram
adicionados 100 pL da solugdo de vermelho de fenol (Sigma-Aldrich®), preparada a partir de
solucdes estoque de PBS 10X, Cloreto de calcio (CaCl:), Cloreto de magnésio (MgCl:),
glicose a 1% e vermelho de fenol, acrescida de peroxidase de raiz-forte tipo II
(Sigma-Aldrich®) adicionada imediatamente antes do uso. As placas foram incubadas por 1
hora a 37 °C.

Ao término da incubagdo, a reagdo foi interrompida pela adicdo de 10 pL de hidroxido
de s6dio (NaOH), e a absorbancia foi determinada em espectrofotdometro (Agilent BioTek
Epoch) a 620 nm. A concentragdo de H:0: foi calculada a partir de um curva padrao
preparada com concentragdes conhecidas de perdxido de hidrogénio (5-40 uM), sendo os

resultados expressos em puM.

4.7.5 Quantificacao de corpusculos lipidicos

A formacgao de corpusculos lipidicos foi avaliada por meio da coloragao com Nile Red
(Sigma-Aldrich®). Apo6s os periodos de 6 e 12 horas, o sobrenadante foi removido, e as
células foram lavadas duas vezes com solucao estéril de PBS 1X para remocao de residuos de
hemacias provenientes da incubacdo. Em seguida, foram adicionados 200 puL de solucao de
Nile Red (10 pg/mL), preparada em PBS 1X, e as placas foram incubadas por 20 minutos a
37 °C, protegidas da luz. Apods a incubagdo, a fluorescéncia foi determinada em
espectrofluorimetro (BioTek Agilent FLx800), utilizando filtros de excitagdo de 540/35 nm e
de emissdo de 600/40 nm. Os resultados foram expressos como média da intensidade de

fluorescéncia (MFI).
4.7.6 Quantificacao da fagocitose

A capacidade fagocitica dos macrdéfagos foi avaliada por meio da quantificagao da
porcentagem de células que fagocitaram iRBCs de PbA e PbN. Apds os periodos de 6 ¢ 12
horas, o sobrenadante foi removido, e as células foram lavadas com solucao estéril de PBS

1X, fixadas em etanol absoluto e coradas com Giemsa (Sigma-Aldrich®). Em seguida, as
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laminulas foram cuidadosamente removidas dos pogos, montadas sobre laminas de
microscopia com a face celular voltada para baixo e fixadas com verniz.

As laminas foram analisadas em microscopio Optico equipado com camera digital
(Olympus BX51), utilizando objetiva de 40x. Para cada laminula, foram obtidas imagens de
campos aleatdrios até a contagem de um total de 100 macrofagos.

A quantificagdo foi realizada manualmente no software QuPath (versio 0.7.0),
determinando-se a porcentagem de macréfagos contendo pelo menos uma iRBC fagocitada. A
taxa de fagocitose foi calculada de acordo com a seguinte equacao:

Taxa de fagocitose (%) = (nimero de macrofagos que fagocitaram iRBCs / numero total de

macrofagos) x 100.
4.8  ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism (versdo
8.4.3). Inicialmente, a normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Para
comparagoes entre dois grupos, foi utilizado o teste ¢+ de Student. Os resultados foram
expressos como média + erro padrao da média (EPM). Em todos os testes, valores de p < 0,05

foram considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

51  MACROFAGOS PERITONEAIS TRATADOS COM OMEGA-3 RICO EM DHA
TEM A PRODUCAO DE IFN-y, IL-6, TNF-a E IL-10 MODULADA PELA INCUBACAO
COM HEMACIAS INFECTADAS POR PbA e PbN

A produgdo de IFN-y, IL-6, TNF-a e IL-10 por macrofagos peritoneais tratados com
omega-3 rico em DHA e incubados com hemaécias infectadas por PbA e PbN foi avaliada apds
6 e 12 horas de incubagdo. A concentracdo de cada citocina foi determinada no sobrenadante
das culturas celulares por meio de ensaio imunoenzimatico (ELISA) (Figuras 5, 6, 7 ¢ 8).

Nos pocos incubados com hemadcias infectadas por PbA (Figura 5A), observou-se
aumento significativo da producdo de IFN-y em relagdo aos pogos NI na condi¢do NT, tanto
em 6 quanto em 12 horas. Embora ndo tenham sido observadas diferencas significativas nos
pocos tratados, verificou-se tendéncia de aumento da producdo de IFN-y na concentracao de
100 uM de DHA apos 6h, e tendéncia de reducdo dessa citocina nos pogos tratados apos 12
horas, em comparag¢ao ao pocos incubados com hemacias infectadas por PbA, na condigao
NT. Nos pocos incubados com heméacias infectadas por PbN (Figura 5B), observou-se
aumento significativo da produ¢do de IFN-y em relacdo aos pogos NI na condi¢do NT, tanto
em 6 quanto em 12 horas. Apds 6 horas, também foi observado aumento significativo da
producao de IFN-y nos pogos tratados com 100 uM de DHA em comparagao ao pogos NI.
Além disso, observou-se tendéncia de aumento da produgdo de IFN-y nos pocos tratados, apos

12 horas de incubagao.

Figura 5. Producio de IFN-y por macréfagos peritoneais tratados com 6mega-3 rico em

DHA e incubados com hemacias infectadas por PbA e PbN
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(A) PbA; (B) PbN. Os resultados sdo apresentados como média + EPM. (*) Indica diferenga estatistica
em relagdo aos pogos NI: PbA - NT, 6 h (p = 0,0016); NT, 12 h (p = 0,0079). PbN - NT, 6 h (p =
0,0029); 100 uM, 6 h (p = 0,0080) NT, 12 h (p = 0,0025).

Nos pocos incubados com hemadcias infectadas por PbA (Figura 6A), observou-se

aumento significativo da producdo de IL-6 em relagdo aos pogos NI tratados com 100 uM,

tanto apos 6 quanto apés 12 horas. Nos pogos incubados com hemacias infectadas por PbN

(Figura 6B), observou-se aumento significativo da producgdo de IL-6 em relagdo aos pocos NI

na condicdo NT, 50 uM e 100 uM apo6s 6 horas, e nas condi¢des NT e 100 uM apos 12 horas.

Além disso, verificou-se tendéncia de aumento da produgdo de IL-6 com o aumento da

concentracdo de DHA, principalmente apds 6 horas.

Figura 6. Producio de IL-6 por macrofagos peritoneais tratados com 0mega-3 rico em

A.
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(A) PbA; (B) PbN. Os resultados sdo apresentados como média + EPM. (*) Indica diferenga estatistica
em relagdo aos pogos NI: PbA - 100 uM, 6 h (p =0,0104); 100 uM, 12 h (p = 0,0260). PbN - NT, 6 h
(p =0,0005); 50 uM, 6 h (p = 0,0032); 100 uM, 6 h (»p = 0,0001); NT, 12 h (p = 0,0005); 100 uM, 12 h
(p=0,0105).

Nos pocos incubados com hemdcias infectadas por PbA (Figura 7A), ndo foram
observadas diferengas estatisticamente significativas na produg¢do de TNF-a nas condig¢des
avaliadas. Em relagdo aos pocos incubados com hemacias infectadas por PbN (Figura 7B),
observou-se aumento significativo da producdo de TNF-a em relacdo aos pogos NI na
condi¢do NT, apds 6 horas. Entretanto, ap6s 12 horas, observou-se tendéncia de aumento da
produgdo de TNF-a nos macrofagos tratados em ambas as concentragdes e incubados com

hemacias infectadas por PbA e PbN (Figura 7A e 7B).

Figura 7. Producido de TNF-a por macréfagos peritoneais tratados com 6mega-3 rico em

DHA e incubados com hemacias infectadas por PbA e PbN
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(A) PbA; (B) PbN. Os resultados sdo apresentados como média + EPM. (*) Indica diferenca estatistica
em relacdo aos pogos NI: NT, 6 h (p = 0,0386).
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Nos macrofagos incubados com hemacias infectadas por PbA (Figura 8A),
observou-se aumento significativo da producao de IL-10 em relacdo aos pogcos NI na condigao
NT, tanto apds 6 horas quanto apds 12 horas. Em relagdo aos macrofagos incubados com
hemaécias infectadas por PbN (Figura 8B), observou-se aumento significativo da producgdo de
IL-10 em relagdo aos pogos NI na condicao NT, tanto apds 6 horas quanto apos 12 horas.
Além disso, observou-se que, independentemente do grupo avaliado, os niveis de IL-10 apds
12 horas de incubacdo foram inferiores aos observados apds 6 horas, evidenciando uma

tendéncia de reducdo da producao dessa citocina ao longo do tempo (Figura 8A e §B).

Figura 8. Producio de IL-10 por macrofagos peritoneais tratados com 6mega-3 rico em

DHA e incubados com hemacias infectadas por PbA e PbN
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(A) PbA; (B) PbN. Os resultados sdo apresentados como média + EPM. (*) Indica diferenca estatistica
em relacdo aos pogos NI: PbA - NT, 6 h (p = 0,0099); NT, 12 h (p = 0,0120). PbN - NT, 6 h (p =
0,0065); NT, 12 h (p =0,0147).

52  MACROFAGOS PERITONEAIS TRATADOS COM OMEGA-3 RICO EM DHA
TEM A PRODUCAO DE NO MODULADA PELA INCUBACAO COM HEMACIAS
INFECTADAS POR PbA ¢ PbN

A produgao de NO por macrofagos peritoneais tratados com dmega-3 rico em DHA e
incubados com hemécias infectadas por PbA ou PbN foi avaliada apds 6 e 12 horas de
incubacdo. A concentragdo de nitrito, como indicador indireto da producdo de NO, foi
determinada no sobrenadante das culturas celulares por meio da reagdo de Griess (Figura 9).
Nos macréfagos incubados com hemacias infectadas por PbA (Figura 9A), observou-se
aumento significativo da producdo de NO em relacdo aos pogos NI na condicdo NT, tanto
apods 6 quanto ap6s 12 horas. Apoés 12 horas, também foi observado aumento significativo da
produgdo de NO nos pogos tratados com 100 uM de DHA em comparagdo aos pogos NI.

Em relagdo aos macréfagos incubados com hemacias infectadas por PbN (Figura 9B),
ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas na producdo de NO nas
condi¢des avaliadas. Entretanto, observou-se tendéncia de aumento da produ¢dao de NO nos
grupos incubados com hemadcias infectadas em relagdo aos pogos NI, no tempo de 12 horas

(Figura 9B).
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Figura 9. Producido de NO por macréfagos peritoneais tratados com 6mega-3 rico em

DHA e incubados com hemacias infectadas por PbA e PbN
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(A) PbA; (B) PbN. Os resultados sdo apresentados como média + EPM. (*) Indica diferenca estatistica
em relacdo aos pogos NI: NT, 6 h (p = 0,0199); NT, 12 h (p = 0,0347); 100 uM, 12 h (p = 0,0225).

53  MACROFAGOS PERITONEAIS TRATADOS COM OMEGA-3 RICO EM DHA

TEM A PRODUCAO DE H:0: MODULADA PELA INCUBACAO COM HEMACIAS
INFECTADAS POR PbA e PbN

A producdo de H:O:, utilizada como marcador de estresse oxidativo, foi avaliada em
macrofagos peritoneais tratados com Omega-3 rico em DHA e incubados com hemécias
infectadas por PbA ou PbN apods 6 horas (Figura 10). Nos macréfagos incubados com
hemacias infectadas por PbA (Figura 10A), observou-se aumento significativo da producao
de H:0: em relacdo aos pocos NI na condi¢do NT e tratado com 50 pM. Em relacdo aos
macrofagos incubados com hemacias infectadas por PbN (Figura 10B), ndo foram observadas

diferencas estatisticamente significativas nas condi¢des avaliadas. Entretanto, observou-se



34

tendéncia de aumento da producdo de H:0: nos macrofagos incubados com hemacias

infectadas em rela¢do aos pogos NI.

Figura 10. Producao de H:O: por macroéfagos peritoneais tratados com 6mega-3 rico em

DHA e incubados com hemacias infectadas por PbA e PbN
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(A) PbA; (B) PbN. Os resultados sdo apresentados como média = EPM. (*) Indica diferenga estatistica
em relacdo aos respectivos pogos NI: NT, 6 h (p =0,0199); 50 uM, 6 h (p =0,0216).

54  MACROFAGOS PERITONEAIS TRATADOS COM OMEGA-3 RICO EM DHA
TEM A FORMACAO DE CORPUSCULOS LIPIDICOS MODULADA PELA
INCUBACAO COM HEMACIAS INFECTADAS POR PbA e PbN

A formagdo de corpusculos lipidicos por macrofagos peritoneais tratados com
omega-3 rico em DHA e incubados com hemadcias infectadas por PbA ou PbN foi avaliada
apds 6 e 12 horas de incubagdo. A quantificagdo dos corpusculos lipidicos foi realizada por
leitura em fluorimetro utilizando células coradas com Nile Red (Figura 11). Nos macrofagos

incubados com hemaécias infectadas por PbA (Figura 11A), observou-se aumento
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significativo da formagdo de corpusculos lipidicos em relagdo aos pogos NI na condicao
tratado com 50 uM, apo6s 6 horas. Apos 12 horas, observou-se aumento significativo da
formagdo de corpusculos lipidicos em relagdo aos pogos NI na condi¢do NT. Em relacao aos
macrofagos incubados com hemacias infectadas por PbN (Figura 11B), observou-se aumento
significativo da formagdo de corpusculos lipidicos em relagcdo aos pocos NI na condigdo NT e

tratado com 50 uM, ap6s 6 ¢ 12 horas.

Figura 11. Formacao de corpusculos lipidicos por macrofagos peritoneais tratados com

6mega-3 rico em DHA e incubados com hemaécias infectadas por PbA e PbN
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(A) PbA; (B) PbN. Os resultados sdo apresentados como média + EPM. (*) Indica diferenca
estatistica em relacdo aos pocos NI: PbA - 50 uM, 6 h (p = 0,0005); NT, 12 h (p =0,0159). PbN - NT,
6 h (p=0,0087); 50 uM, 6 h (p = 0,0009); NT, 12 h (p = 0,0094); 50 uM, 12 h (p = 0,0008).
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55  MACROFAGOS PERITONEAIS TRATADOS COM OMEGA-3 RICO EM DHA
TEM A CAPACIDADE FAGOCITICA MODULADA PELA INCUBACAO COM
HEMACIAS INFECTADAS POR PbA e PbN

A capacidade fagocitica de macrofagos peritoneais tratados com Omega-3 rico em
DHA e incubados com hemacias infectadas por PbA ou PbN foi avaliada apos 6 ¢ 12 horas de
incubacdo. A taxa de fagocitose foi determinada por andlise microscopica, com base na
porcentagem de macréfagos que fagocitaram hemadcias infectadas (Figura 12). Nos
macrofagos incubados com hemacias infectadas por PbA (Figura 12A), observou-se aumento
significativo da capacidade fagocitica em relagao aos pocos NT na condicao tratado com 100
uM, apos 6 horas. Além disso, observou-se aumento significativo da capacidade fagocitica
em relacdo aos pocos NT nas condigdes tratado com 50 e 100 uM, ap6s 12 horas. Em relacao
aos macrofagos incubados com hemdcias infectadas por PbN (Figura 12B), observou-se
aumento significativo da capacidade fagocitica em relacdo aos pogcos NT nas condig¢des

tratado com 50 e 100 uM, apos 6 horas.

Figura 12. Capacidade fagocitica por macrofagos peritoneais tratados com 6mega-3 rico

em DHA e incubados com hemacias infectadas por PbA e PbN
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(A) PbA; (B) PbN. Os resultados sdo apresentados como média £ EPM. (*) Indica diferenga estatistica
em relagdo aos pogos NT: PbA — 100 uM, 6 h (p = 0,0500); 50 uM, 12 h (p = 0,0232); 100 uM, 12 h
(» = 0,0435); PbN — 50 uM, 6 h (p = 0,0326); 100 uM, 6 h (p = 0,0038). (C) Macrofagos incubados

com hemacias NI, sendo a seta indicativa de uma hemacia NI. (D) Macrofagos incubados com

hemacias infectadas por PbA. (E) Macrofagos incubados com hemacias infectadas por PbN. Nas
imagens D e E, as setas indicam parasitos ¢ cristais de hemozoina fagocitados pelos macréfagos. Barra

de escala = 10 pm. Aumento 100x.
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6 DISCUSSAO

A resposta inflamatdria desencadeada durante a infec¢do malarica € um dos principais
fatores responsaveis pelo desenvolvimento das lesdes teciduais associadas a doenga. Dessa
forma, a modulagdo da resposta imune ao Plasmodium representa uma importante estratégia
para minimizar os danos decorrentes da infec¢ao. Entre as células envolvidas nesse processo,
destacam-se os macréfagos que, por meio da fagocitose, de apresentacdo de antigenos e de
produgdo de mediadores inflamatorios, desempenham papel fundamental na resposta imune
inata do hospedeiro (Chua et al., 2013). Entretanto, a ativagdo exacerbada dessas células pode
intensificar a resposta inflamatéria, contribuindo para a patogénese da doenga (Gazzinelli et
al., 2014). Assim, estratégias terapéuticas capazes de modular sua atividade podem ser
promissoras para a redugdo dos danos induzidos pela infeccao.

Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou, em estudos in vivo, que a
suplementagdo nutricional de camundongos com Omega-3 rico em DHA conferiu protecao
contra danos cerebrais e pulmonares induzidos pela infecgdo experimental com PbA
(Carpinter et al., 2024; David-Vieira et al., 2024). No entanto, utilizando o mesmo protocolo
de suplementagdo na infecgcdo experimental por PbN, o DHA ndo foi capaz de atenuar os
danos pulmonares associados a infeccdo (Pereira et al., 2026). Devido as diferencas
observadas entre as cepas e com o objetivo de avaliar o efeito direto do 6mega-3 rico em
DHA sobre a ativagdo de macrofagos, minimizando a influéncia de fatores inerentes aos
modelos in vivo, o presente estudo avaliou, in vitro, o efeito do pré-tratamento com 6mega 3
rico em DHA em macrofagos peritoneais incubados com hemadcias infectadas por PbA e PbN.

E estabelecido que o equilibrio entre citocinas pro- e anti-inflamatérias é essencial
para o controle da infeccdo e para o restabelecimento da homeostase (Anstey et al., 2009;
Schofield; Grau, 2005). Nesse contexto, avaliou-se o efeito do pré-tratamento com dmega-3
rico em DHA sobre a produgdo dessas citocinas por macrofagos peritoneais incubados com
hemacias infectadas por PbA e PbN.

Em nosso estudo, observou-se aumento significativo da produ¢do de IFN-y pelos
macrofagos incubados com hemacias infectadas por PbA e PbN em relacdo aos pogos NI,
independentemente do pré-tratamento com O6mega-3 rico em DHA. Na infeccdo por PbA,
entretanto, verificou-se tendéncia de reducdo dessa citocina ap6s 12 horas de incubacgio nos
pogos tratados. O IFN-y desempenha papel central na resposta imune contra o Plasmodium,
promovendo a ativacdo de macrdéfagos e potencializando mecanismos efetores importantes

para o controle da replicagdo do parasito (Stevenson & Riley, 2004; Schofield & Grau, 2005).
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Além disso, niveis elevados dessa citocina estdo associados ao desenvolvimento de intensa
resposta inflamatoria e a patogénese das formas graves da doencga (Stevenson & Riley, 2004).
A tendéncia de redugdo observada na infec¢ao por PbA corrobora os achados de David-Vieira
e colaboradores (2024), que demonstraram diminui¢cdo da producao de IFN-y no homogenato
de pulmonar de camundongos previamente suplementados com DHA durante a infeccdo por
PbA. Em contrapartida, os resultados obtidos na incubagdo com hemacias infectadas por PbN,
diferem dos observados por Pereira e colaboradores (2026), que nao observaram aumento nos
niveis de IFN-y durante a infec¢ao por PbN, independentemente da suplementagao com DHA.
Essas diferencas podem estar relacionadas as particularidades dos modelos experimentais
empregados, onde a producdo dessa citocina resulta da interagdo entre diferentes populagdes
celulares. Em conjunto, esses resultados sugerem que, embora o DHA possa exercer efeito
modulador em determinadas condi¢des, ele ndo compromete a produgdo de IFN-y pelos
macrofagos durante a resposta inicial a infecgao.

Em relacdo a IL-6, verificou-se aumento significativo da sua producdo pelos
macrofagos incubados com hemadcias infectadas por PbA e PbN, independentemente da
concentracdo de DHA utilizada. A IL-6 participa tanto da ativagdo da resposta inflamatoria
quanto da regulacdo da imunidade durante a malaria, estando envolvida na ativacdo de células
do sistema imune e na gravidade da infec¢do (Anstey et al., 2009). Os resultados diferem dos
encontrados por Carpinter e colaboradores (2024), que observaram reducao dos niveis de IL-6
no homogenato cerebral de camundongos suplementados profilaticamente com DHA e
infectados por PbA. Essa divergéncia provavelmente estd relacionada as diferengas entre os
modelos experimentais. Dessa forma, os resultados sugerem que o pré-tratamento com
omega-3 rico em DHA ndo foi capaz de modular a producdo de IL-6 pelos macréfagos,
preservando a ativagdo dessas células frente ao estimulo promovido pelas hemadcias
infectadas.

Quanto ao TNF-a, observou-se aumento significativo da producdo dessa citocina
apenas nos macrofagos incubados com hemadcias infectadas por PbN apds 6 horas, na
condi¢do sem tratamento. Apds 12 horas, embora nao tenham sido observadas diferencas
estatisticamente significativas, verificou-se tendéncia de aumento da producdo de TNF-a nos
macrofagos incubados com hemacias infectadas por PbA e PbN, principalmente nos grupos
previamente tratados com Oomega-3 rico em DHA. O TNF-a constitui uma das principais
citocinas envolvidas na resposta inflamatoria contra o Plasmodium, contribuindo para a
ativagdo de células efetoras e para o controle inicial da parasitemia. Entretanto, sua produgado

exacerbada esta diretamente relacionada ao desenvolvimento de lesOes teciduais e as
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manifestagdes graves da maldria (Schofield & Grau, 2005). Os resultados obtidos na
incubag¢dao com hemadcias infectadas por PbA diferem dos achados obtidos por David-Vieira e
colaboradores (2024), que demonstraram diminui¢do dos niveis dessa citocina no homogenato
pulmonar em animais infectados por PbA previamente suplementados com DHA. Por outro
lado, corroboram aqueles descritos por Pereira e colaboradores (2026), que também nao
observaram reducdo da producdo de TNF-a no homogenato pulmonar em animais infectados
por PbN previamente suplementados com DHA. Em conjunto, esses achados sugerem que,
nas condi¢des avaliadas, o pré-tratamento com Omega-3 rico em DHA ndo foi capaz de
reduzir a producdo de TNF-a pelos macrofagos, mantendo um perfil inflamatério semelhante
ao observado na auséncia do tratamento.

Em relagdo a IL-10, observou-se aumento da produgdo dessa citocina pelos
macrofagos incubados com hemacias infectadas por PbA e PbN, principalmente na condi¢do
sem tratamento. Entretanto, independentemente da cepa e da concentragio de DHA,
verificou-se reducao dos niveis de IL-10 apos 12 horas de incubagdo. A IL-10, citocina
reconhecida por sua acdo anti-inflamatéria e pela capacidade de limitar a resposta imune
exacerbada, contribui para o controle da inflamagao e para a prevencao de danos teciduais
durante a infeccdo (Couper; Blount; Riley, 2008). Em nosso estudo, o pré-tratamento com
omega-3 rico em DHA nd3o promoveu aumento adicional da producdo de IL-10, indicando
que, nas condi¢des experimentais avaliadas, ndo foi capaz de induzir um perfil regulador nos
macrofagos peritoneais. Esses resultados corroboram parcialmente os descritos por
David-Vieira e colaboradores (2024), que observaram aumento dos niveis de IL-10 no
homogenato pulmonar em animais infectados por PbA suplementados com DHA, mas
diferem daqueles obtidos por Pereira e colaboradores (2026), que ndo verificaram alteragdes
significativas na producdo dessa citocina durante a infec¢do por PbN, independentemente da
suplementagdo com DHA. Em conjunto, esses achados sugerem que os efeitos
imunomoduladores do DHA sobre a produgdo de IL-10 podem depender tanto da cepa de
Plasmodium quanto do modelo experimental empregado.

Sabe-se que os macrofagos ativados apresentam como um de seus principais
mecanismos microbicida a producdo de espécies reativas de nitrogénio (ERN) e de oxigénio
(ERO), como 6xido nitrico (NO) e peroxido de hidrogénio (H202), respectivamente. Esses
mediadores desempenham papel fundamental na eliminacdo do Plasmodium por meio de
mecanismos oxidativos capazes de limitar a replicacdo parasitaria. Entretanto, sua producao
exacerbada também esta associada ao desenvolvimento de estresse oxidativo e dano tecidual

durante a infec¢do (Percario et al., 2012)
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Em relacio ao NO, observou-se aumento significativo da sua producdo pelos
macrofagos incubados com hemacias infectadas por PbA, em comparagdo aos pogos NI, na
condicdo sem tratamento, apos 6 e 12 horas. Além disso, ap6s 12 horas, também foi
observado aumento significativo da produ¢dao de NO nos pogos tratados com 100 uM de DHA
em relacdo aos pocos NI. O NO ¢ considerado um importante mecanismo efetor dos
macrofagos ativados, contribuindo para o controle da infec¢do por exercer atividade
citotoxica sobre o parasito (Stevenson & Riley, 2004). Os resultados obtidos corroboram
aqueles descritos por Carpinter e colaboradores (2024), que observaram aumento significativo
da produ¢do de NO no homogenato cerebral de camundongos infectados por PbA e
suplementados profilaticamente com a maior dose de DHA (6,0 g/kg). Em conjunto, esses
achados sugerem que o pré-tratamento com Omega-3 rico em DHA ndao compromete a
capacidade dos macrofagos de produzir NO frente ao estimulo promovido pela infec¢do por
PbA, preservando um importante mecanismo efetor da resposta imune inata.

Quanto ao H:0:, verificou-se aumento significativo da sua produgdo pelos macréfagos
incubados com hemadcias infectadas por PbA, em comparagdo aos pogos NI, nas condi¢des
sem tratamento e tratada com 50 uM de DHA. O H:0: ¢ uma importante ERO produzida
durante a explosdo respiratoria dos fagocitos e participa da eliminagdo intracelular de
patogenos. Entretanto, sua producdo exacerbada pode contribuir para o estresse oxidativo,
amplificando o dano tecidual observado durante a maléaria (Gazzinelli et al., 2014). Os
resultados obtidos diferem dos encontrados por David-Vieira et al. (2024), que observaram
reducdo significativa da producdo de H:0: no lavado broncoalveolar de camundongos
suplementados com dmega-3 rico em DHA e infectados por PbA. Essa divergéncia pode estar
relacionada as diferengas entre os modelos experimentais utilizados. Assim como observado
para o NO, os resultados indicam que o pré-tratamento com DHA nao reduziu a capacidade
dos macréfagos de produzir espécies reativas importantes para o controle inicial da infeccao.

Em contrapartida, na infeccdo por PbN, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas na produ¢do de NO ou H:O-, independentemente do tratamento
e do tempo de incubagdo. Esses achados contrastam com o perfil observado para PbA e
sugerem que a ativacdo dos mecanismos oxidativos pelos macrofagos ocorre de maneira
distinta entre as duas cepas de P. berghei. Dessa forma, embora o DHA nao tenha promovido
modulagdo significativa da producdo de espécies reativas, os resultados reforcam que a
resposta funcional dos macrofagos depende das caracteristicas da cepa utilizada.

Os corpusculos lipidicos sdo organelas citoplasmaticas cuja formacdo ¢ induzida

durante processos inflamatdrios e infecciosos, atuando como importantes sitios para a sintese
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de mediadores lipidicos bioativos, incluindo mediadores pro-inflamatorios, como
prostaglandinas e leucotrienos (Bozza; Viola, 2010), bem como mediadores especializados
pro-resolutivos, envolvidos na resolucao da inflamagdo (Serhan, 2014). Durante a infec¢ao
por Plasmodium, a fagocitose de hemacias parasitadas e de seus componentes estimula a
biogénese dessas organelas, cujo aumento estd associado a ativagdo dos macréfagos e a
amplificacdo da resposta inflamatdria (Melo et al., 2011).

Em nosso estudo, observou-se aumento estatisticamente significativo da formagao de
corpusculos lipidicos em macréfagos incubados com hemadcias infectadas por PbA e PbN,
indicando que ambas as cepas foram capazes de induzir alteragcdes no metabolismo lipidico e
na ativacao funcional dessas células. Entretanto, o pré-tratamento com 6mega-3 rico em DHA
nao foi capaz de reduzir essa resposta, uma vez que a formacao dessas organelas permaneceu
elevada mesmo na presenga do tratamento. Esses resultados diferem dos observados por
Pereira e colaboradores (2026), que demonstraram reducdo da formacdao de corpusculos
lipidicos em células do lavado broncoalveolar de camundongos infectados por PbN
suplementados com DHA. Essa divergéncia pode ser explicada pelas diferencas entre os
modelos experimentais. Em conjunto, esses achados sugerem que, embora o DHA seja
reconhecido por modular a biossintese de mediadores lipidicos, seu efeito direto sobre a
formagao de corpusculos lipidicos em macrofagos peritoneais foi limitado nas condigdes
avaliadas, reforcando que sua agdo imunomoduladora provavelmente depende da interacao
entre diferentes componentes da resposta imune.

A fagocitose de hemadcias infectadas constitui um dos principais mecanismos efetores
da imunidade inata contra a malaria, contribuindo para a redu¢do da carga parasitaria e para a
apresentacao de antigenos as cé€lulas da resposta imune adaptativa (Stevenson; Riley, 2004;
Chua et al., 2013). Nesse contexto, os macréfagos desempenham papel central no
reconhecimento e na remocao de hemadcias parasitadas, bem como de pigmentos derivados do
parasito, como a hemozoina (Gazzinelli et al., 2024). No presente estudo, o pré-tratamento
com Omega-3 rico em DHA promoveu aumento estatisticamente significativo da capacidade
fagocitica dos macrofagos incubados com hemacias infectadas por PbA e PbN, efeito
observado principalmente nas maiores concentragdes de DHA, e nos tempos de 6 e 12 horas.
Esses resultados indicam que, embora o DHA ndo tenha modulado diretamente a produgao de
citocinas, espécies reativas ou corpusculos lipidicos, foi capaz de potencializar uma
importante funcao efetora dos macrofagos.

Estudos tém demonstrado que os é4cidos graxos poli-insaturados da série 6mega-3

podem influenciar a organizagdo da membrana plasmatica, aumentando sua fluidez e
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modulando receptores envolvidos no reconhecimento e internalizacdo de particulas, o que
favorece a atividade fagocitica (Calder, 2017). Além disso, mediadores especializados
derivados do DHA, como resolvinas, maresinas e protectinas, participam da resolugao da
inflamacao e estimulam fung¢des dos fagocitos, incluindo a fagocitose e a remoc¢ao de células
apoptoticas e patogenos (Serhan & Levy, 2018). Assim, os resultados obtidos sugerem que,
nas condi¢des avaliadas, o principal efeito direto do O6mega-3 rico em DHA sobre os
macrofagos foi o fortalecimento da capacidade fagocitica, preservando um mecanismo
essencial para o controle inicial da infec¢do, sem alterar significativamente o perfil
inflamatorio dessas células.

Em conjunto, os resultados deste estudo demonstram que nas concentragdes testadas o
pré-tratamento com dmega-3 rico em DHA nao foi capaz de modular diretamente a producao
de citocinas, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio ou a formagdo de corplsculos
lipidicos por macréfagos peritoneais incubados com hemadcias infectadas por PbA e PbN. Em
contrapartida, foi capaz de induzir o aumento da capacidade fagocitica dessas células,
sugerindo que seu principal efeito direto sobre os macréfagos estd relacionado ao
fortalecimento de mecanismos efetores envolvidos na eliminacdo do parasito, € nao a
supressao da resposta inflamatoria. Quando esses resultados sdo analisados em conjunto com
os estudos previamente desenvolvidos pelo nosso grupo, observa-se um comportamento
distinto entre as cepas de P. berghei. Enquanto a suplementacdo com 6mega-3 rico em DHA
foi capaz de atenuar a resposta inflamatoria e reduzir os danos cerebrais e pulmonares
induzidos pela infec¢do por PbA, efeitos semelhantes ndo foram observados na infec¢do por
PbN. Dessa forma, os presentes achados levantam a hipotese de que a resposta desencadeada
por PbN possa envolver mecanismos capazes de reduzir ou neutralizar os efeitos
imunomoduladores do DHA sobre vias reguladoras da inflamagao, impedindo que o perfil
anti-inflamatorio observado na infeccdo por PbA seja reproduzido. Essa hipotese deverd ser
investigada em estudos futuros, mas refor¢a que a resposta ao tratamento com 6mega-3 rico
em DHA depende ndo apenas do hospedeiro, mas também das caracteristicas biologicas da
cepa de Plasmodium envolvida na infecgdo. Além disso, cabe destacar que este estudo foi
conduzido utilizando macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c, enquanto os estudos
in vivo previamente realizados pelo grupo empregaram animais C57BL/6. Considerando que
essas linhagens apresentam diferengas intrinsecas na resposta imune, com os BALB/c
exibindo maior predisposicao a respostas do tipo Th2 e os C57BL/6 a respostas do tipo Thl, ¢
possivel que o background genético do hospedeiro tenha influenciado a ativagdo funcional

dos macrofagos e, consequentemente, os efeitos observados do tratamento com DHA. Assim,
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essa diferenca metodoldgica deve ser considerada na interpretacdo dos resultados e na

comparag¢do entre os modelos experimentais.

Figura 13 - Padrio de resposta observado para os macréfagos tratados com 6mega-3

rico em DHA e incubado com hemacias infectadas de PbA e PbN
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7 CONCLUSAO

Em conjunto, os achados sugerem que os efeitos anti-inflamatdrios previamente
observados pelo nosso grupo em modelos experimentais in vivo podem ndo resultar
exclusivamente da acdo direta do DHA sobre os macréfagos, mas provavelmente dependem
da interacdo entre diferentes populagdes celulares, mediadores inflamatorios e do
microambiente tecidual. Dessa forma, este estudo contribui para a compreensdo dos
mecanismos imunomoduladores do dmega-3 rico em DHA durante a malaria experimental e
fornece subsidios para futuras investigagdes sobre as diferencas bioldgicas entre as cepas de

P. berghei e sua influéncia na resposta do hospedeiro.
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