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Fazer ciéncia € buscar o incerto.
E pensar o que nunca foi pensado.
E olhar e ver o que ninguém reparou.
E o0 encontro com o inesperado.
Ciéncia é um criar constante.
E persisténcia, é determinacao.
Fazer ciéncia € desafiar.
E ousadia, questionamento, inquietude.
Ciéncia é desprendimento, doacéo, partilha.
Fazer ciéncia pode ser também satisfacdo, recompensa, imortalidade.

Ciéncia é também esperanca para quem nem sabe o seu significado.

Aline Botelho
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RESUMO

A amebiase é uma importante enfermidade parasitaria, ocasionando morbidade e
mortalidade significativas. Dentre os protocolos sugeridos para quantificar a
viruléncia dos isolados de Entamoeba histolytica esta a capacidade eritrofagocitica,
mas pouco é conhecido quanto a capacidade de leucofagocitose. O presente estudo
objetivou verificar a capacidade de eritrofagocitose e leucofagocitose de trofozoitos
de E. histolytica e E. dispar, dosar o superéxido (O2) e a enzima superoxido
dismutase (SOD), em presencga e auséncia de melatonina. Além disso, buscou-se
conhecer a acao da melatonina na amebiase experimental. Para os testes in vitro
foram coletadas amostras de sangue periférico humano e separados os tipos
celulares em: eritrécitos, leucocitos mononucleares (MN) e polimorfonucleares
(PMN). Trofozoitos de E. histolytica (cepas HM1-IMSS e ICB-32) e de E. dispar
(cepa ICB-ADO) foram incubados com as células. Para dosagem do O, foi usado o
cromoégeno Ferricitocromo C e a dosagem da SOD foi através da técnica de reducéao
do NBT (Nitro Blue Tetrazolium). Na amebiase experimental foram utilizados
hamsters machos que foram inoculados intra-hepaticamente com amebas da cepa
EGG e HM1-IMSS de E. histolytica. As lesdes produzidas nos animais foram
analisadas de acordo com o grau de comprometimento hepatico. Grupos de animais
foram tratados com melatonina, em diferentes doses e vias de inoculagcdo. Os
resultados in vitro mostraram que a eritrofagocitose foi maior para a cepa HM1-
IMSS, bem como o numero de eritrécitos internalizados. Quanto a leucofagocitose,
os resultados também foram também mais expressivos para a cepa HM1-IMSS,
considerando a aderéncia, fagocitose e morte de leucdcitos. Foram observadas
interferéncias hormonais pela melatonina, tanto na leucofagocitose, quanto nos

niveis de O, e de SOD. A inoculacdo de melatonina nos animais ndo provocou



XXI

alteracdes significativas das lesbes hepaticas observadas macroscopicamente, o
que pode indicar que in vivo as amebas podem apresentar meios eficazes de
escape do sistema imune. O universo das interacbes amebas-leucdcitos ainda esta
longe de ser completamente desvendado, mas encontramos algumas respostas
interessantes e surgiram perspectivas para investigagdes futuras, como conhecer
melhor os mecanismos de escape que o parasito utiliza in vivo para evadir das

respostas imunes do hospedeiro.
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ABSTRACT

Amoebiasis is an important parasitic disease that accounts for significant morbidity
and mortality in humans. The virulence of Entamoeba histolytica is commonly
determined based on its capacity for erythrophagocytosis. However, its capacity for
leukophagocytosis is still poorly understood. The present study assessed the
capacity for erythrophagocytosis and leukophagocytosis of E. histolytica and E.
dispar trophozoites and determined the levels of superoxide (O2) and superoxide
dismutase enzyme (SOD) with and without melatonin. In addition, a investigation
about melatonin action on experimental amoebiasis was performed. For in vitro tests,
peripheral human blood samples were collected from adults and separated into cell
types: erythrocytes, mononuclear (MN) and polymorphonuclear (PMN) leukocytes. E.
histolytica trophozoites (HM1-IMSS and ICB-32 strain) and E. dispar trophozoites
(ICB-ADO strain) were added to these cells and incubated. Ferricytochrome C was
used as chromogen for O,  determination, and the Nitroblue Tetrazolium reduction
test for SOD determination. The male hamsters used in experimental amoebiasis
were inoculated intrahepatically with E. histolytica amoebas (EGG and HM1-IMSS
strain). The lesions produced in the animals were analyzed according to the degree
of hepatic damage they caused. Groups of animals were treated daily with melatonin,
which was administered at different concentrations and inoculation routes. In vitro
results indicate that erythrophagocytosis and the number of internalized erythrocytes
were higher in the human blood cells infected with the HM1-IMSS strain. With respect
to leukophagocytosis, HM1-IMSS was also the most aggressive strain in terms of
adherence, phagocytosis and leukocyte death. Hormonal interference of melatonin,
was detected for leukophagocytosis and in O,” and SOD levels. Melatonin inoculation

in the animals did not affect hepatic lesions significantly when observed
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macroscopically, suggesting that in vivo amoebas are able to evade the host immune
system. The universe of amoeba-leukocyte interactions is far from being completely
elucidated, but the present study found interesting responses and opened
perspectives for future research, such as the investigation of the evasion

mechanisms that parasites use to escape from host immune responses in vivo.



1. INTRODUCAO

1.1. Amebiase

1.1.1. Aspectos historicos e epidemioldgicos

Os primeiros relatos cientificos referentes a amebiase sdo do século XIX.
Através de estudos microscopicos e clinicos, Losch (1875) associou disenteria a
presenca de trofozoitos nas fezes, os quais foram denominados de Amoeba coli.
Koch e Graffki (1887) relataram a invasédo de tecidos por amebas e Councilman e
Lafleur (1891) descreveram o processo patolégico associado a invasédo amebiana no
figado. Estes autores também descreveram detalhadamente as amebas causadoras
das lesbes e nomearam-nas de Entamoeba dysenteriae.

No inicio do século XX havia controvérsias quanto a nomenclatura das
amebas. Schaudinn (1903) renomeou E. dysenterie como Entamoeba histolytica,
aléem de ter descrito outra espécie de ameba, Entamoeba coli, sendo esta nao
patogénica. Craig (1905) considerou que o nome E. dysenteriae era prioritario sobre
E. histolytica. Entretanto, Walker (1911) redescreveu as amebas intestinais
confirmando a denominagao E. histolytica e distinguindo-a da E. coli através do
numero de nucleos dos cistos das duas espécies.

Brumpt (1925) propds a existéncia de duas espécies do género Entamoeba
que eram semelhantes na sua morfologia, infectantes para o homem, sendo uma
patogénica e outra ndo patogénica. Seus estudos foram baseados na constatagao
de que muitos pacientes aparentemente infectados por E. histolytica eram
assintomaticos e espontaneamente livravam-se da infeccdo. Brumpt denominou a

espécie nao patogénica de Entamoeba dispar. Porém, considerando que os



caracteres morfolégicos entre as duas espécies sao idénticos, a idéia proposta por
ele n&o foi bem aceita pela comunidade cientifica da época.

Entretanto, foi somente no ano de 1997, no seminario sobre amebiase
realizado no México, que a Organizagao Mundial da Saude (OMS), juntamente com
pesquisadores da area, confirmou a existéncia da E. dispar (OMS, 1997).

A amebiase é uma importante enfermidade parasitaria, causada pelo
protozoario entérico E. histolytica, amplamente difundido em todo o mundo, embora
seja mais incidente em locais onde o saneamento basico € inadequado. Em paises
desenvolvidos esse protozoario parasito € visto principalmente em viajantes para
areas endémicas e emigrantes. A doenga ocasiona morbidade e mortalidade
significativas, afeta cerca de 50 milhbes de pessoas e resulta na morte de
aproximadamente 100.000, anualmente, em todo o mundo (OMS, 1997; STANLEY-
JR, 2003; VAN-HAL et al., 2007; PRITT; CLARK, 2008).

E. histolytica infecta pessoas de ambos os sexos e de todas as idades,
entretanto, o risco da populagao pode variar de acordo com a localizagao geografica,
susceptibilidade do hospedeiro e diferengas de viruléncia do organismo (PRITT;
CLARK, 2008).

Altas taxas de infeccdo sdo encontradas na india, Africa, América Central e
do Sul. No Brasil, a amebiase apresenta grande diversidade no numero de
individuos infectados ou com sintomatologia da doenca, variando de regido para
regido. De forma geral varia de 2,5 a 11%, mas € importante salientar que indices
proximos de 20% podem ser encontrados na regido amazénica (SILVA; GOMES,

2005).



1.1.2. Morfologia e biologia do parasito

Trata-se de protozoario pertence ao sub-filo Sarcodina, tendo forma amebdide
e locomovendo-se através de pseudopodes. O trofozoito tem em média de 20 a 40
micrémetros, podendo chegar a até 60 micrémetros nas formas invasivas (Figura 1).
Geralmente tem apenas um nucleo, bem nitido quando corado, mas pouco visivel
em preparacgdes a fresco. Nessas preparacoes, os trofozoitos sdo pleomorficos, com
rapida emissao de pseuddpodes, grossos, hialinos, parecendo deslizar na superficie
da lamina (SILVA; GOMES, 2005).

A ingestao de alimentos se da por pinocitose (particulas liquidas) e fagocitose
de bactérias e restos celulares. Entretanto, nas formas invasivas de amebiase
também é frequente a eritrofagocitose e a leucofagocitose. O processo de fagocitose
inicia-se com a ligagcao da lectina Gal/GalNAc (OKADA et al., 2005) e para que
ocorra a degradagao, os amebaporos e as cisteina proteinases sao recrutados para
os fagossomas (QUE et al., 2002; ANDRA; HERBST; LEIPPE, 2003).

Os cistos sdo esféricos com cerca de 10 a 16 micrometros de didametro,
apresentando de um a quatro nucleos. Quando maduros tém quatro nucleos (Figura
1). Ha reserva energética (glicogénio) em um vacuolo distinto no cisto imaturo,
tornando-se difuso nos cistos maduros (DIAMOND; CLARK, 1993). A parede celular
dos cistos € composta de quitina (RAVDIN, 1995). No meio ambiente podem
sobreviver por semanas ou meses, principalmente quando as condi¢gdes de umidade
e temperatura sao favoraveis. Eles sofrem degeneragéao em temperaturas menores

que 5°C e maiores que 40°C (TANYUKSEL,; PETRI, 2003).



Figura 1. A, B e C: Cistos. D: Trofozoito ingerindo eritrécitos. E:

Trofozoito corado com tricromio. Adaptado de Haque et al. (2003).

E. histolytica € morfologicamente indistinguivel de E. dispar, entretanto varios
trabalhos mostraram diferengas bioquimicas e genéticas (TANNICH et al., 1989;
CLARK; DIAMOND, 1991; GOMES et al., 1997; SRIVASTAVA, et al., 2005). Além
disso, E. dispar tem sido descrita como ndo causadora de doencga, os trofozoitos
colonizam o intestino, mas os pacientes sdo assintomaticos (SARGEAUNT,;
WILLIAMS; GREENE, 1978; TANNICH et al.,1989; MAK, 2004).

As evidéncias de diferengas genéticas culminaram para a diferenciacdo das
duas espécies, e consequentemente, a denominagao E. dispar, para a comensal e
E. histolytica, para a patogénica foi estabelecida (CLARK; DIAMOND, 1991; BURCH
et al., 1991).

O ciclo de vida do parasito € monoxénico e relativamente simples (Figura 2).
A infeccao se inicia com a ingestdo de cistos provenientes de agua e alimentos

contaminados, sendo eles resistentes a agdo do suco gastrico. O desencistamento



ocorre no intestino delgado, com a saida do metacisto, através de uma pequena
fenda na parede cistica. O metacisto sofre sucessivas divisdes nucleares e
citoplasmaticas, dando origem aos trofozoitos. Eles migram para colonizar o
intestino grosso. Neste local eles podem se desprender da mucosa, sofrer
desidratacao e se transformar em pré-cistos, em seguida, secretam uma membrana
cistica e se transformam em cistos. Inicialmente os cistos sdo mononucleados, mas
posteriormente sofrem divisdes nucleares, tornando-se tetranucleados, que séao

eliminados com as fezes, completando o ciclo (RAVDIN, 1995).
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Figura 2. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica. Fonte: Haque et al. (2003).



1.1.3. Patogenia, viruléncia e resposta imune

Para causar lesdes, inicialmente os trofozoitos aderem ao muco intestinal e
células epiteliais por mecanismos mediados por lectinas. A lectina que parece
contribuir de forma mais significativa para a adesao é a Gal/GalNAc (MCCOY et al.,
1994; LEJEUNE et al., 2009).

Apos o contato intimo, polipeptideos chamados amebaporos sao liberados
pelo parasito. Os amebaporos estdo constitutivamente presentes no citoplasma dos
trofozoitos (GONZALEZ et al., 2008) sdo capazes de induzir apoptose e necrose de
células eucariéticas e também apresentam atividade antibacteriana (LEIPPE;
MULLER-EBERHARD, 1994).

A inibicdo da expressao do amebaporo em trofozoitos de E. histolytica reduziu
expressivamente a capacidade litica sobre hemacias e células renais de hamster,
bem como, a capacidade de produzir zonas de necrose liquefativa hepatica
(BRACHA et al., 1999).

Ha evidéncia de um papel central das cisteinas proteinases como fator de
viruléncia para E. histolytica, estando envolvidas no rompimento da barreira de
muco, o que é fundamental na patogénese da amebiase (MONCADA et al., 2006;
LEJEUNE et al., 2009). As enzimas proteoliticas secretadas pelo parasito rompem o
muco e a barreira epitelial, facilitando a penetragao no tecido (QUE; REED, 2000). A
combinagdo destas moléculas e talvez de alguns outros fatores ainda
desconhecidos, conduzem a formagédo de ulceras e a migragdo subsequente da
ameba para o figado e outros locais (STANLEY-JR, 2001).

A caracterizacado de diferentes cepas de E. histolytica e E. dispar quanto a
viruléncia pode ser realizada de varias formas. As principais formas sdo: a

capacidade de induzir “abscesso” em figado de hamster, a eritrofagocitose e o efeito



citopatico sobre células VERO. E importante considerar as caracteristicas biolégicas
ou funcdes do parasito, essas caracteristicas ou funcdes podem estar relacionadas
com mecanismos patogénicos que ocorrem no desenvolvimento de amebiase
invasiva (GOMES et al., 1997).

Quanto a interagcdo com o sistema imune, uma molécula de superficie
denominada Lipopeptidiofosfoglicana (LPPG) de E. histolytica foi descrita como
sendo capaz de ser reconhecida pelos receptores toll-like receptor (TLR) 2 e 4 dos
leucécitos favorecendo uma resposta inflamatéria (MALDONADO-BERNAL et al.,
2005).

A invasao dos tecidos pelos trofozoitos de E. histolytica induz resposta imune
humoral, a qual pode persistir por varios anos, com producao de anticorpos, a baixos
titulos, depois da cura da doengca. Os titulos de anticorpos ndo estao
necessariamente correlacionados com a protecédo do hospedeiro, 0 que sugere que
a imunidade humoral ndo protege contra a infeccdo por E. histolytica (PEREZ;
KRETSCHMER, 1994; MANRIQUE et al., 2002).

Por outro lado, a resposta imune celular tem sido demonstrada como
fundamental para o controle da infecgdo, como mostram estudos de transferéncia
passiva de células T e experimentos de imunossupressao seletiva. Verificou-se a
presenca de quadro clinico grave, com invasdao de tecidos em animais de
laboratério, quando suprimida a imunidade celular (WANG; KELLER; CHADEE,
1992; PEREZ; KRETSCHMER, 1994).

Existem evidéncias que as amebas sdo destruidas in vitro por linfécitos T
obtidos de pacientes curados de abscessos hepaticos amebianos, sendo as células
CD8+ responsaveis pela lise do parasito. Para exercer sua atividade amebicida, os

linfocitos requerem nao apenas o contato célula a célula, mas também a acao de



certas citocinas como a IL-2 (interleucina 2) e o INF-y (interferon-gama) (SCHAIN;
SALATA; RAVDIN, 1992).

E. histolytica induz intensa resposta inflamatéria na mucosa intestinal. As
células epiteliais iniciam uma resposta de defesa produzindo citocinas pro-
inflamatorias como a IL-1, IL-8, fatores quimiotaticos para macrofagos e neutrdfilos,
induz producdo de oxido nitrico e fator de necrose tumoral alfa (TNF- a) (ANKRI,
2002).

Durante a lise celular mediada pelo contato ameba/célula ha uma potente
agao quimiotatica para neutréfilos, que ao chegaram ao local da inflamagao podem
ser destruidos pelas amebas virulentas (RAVDIN; MURPHY, 1992; MANRIQUE et
al., 2002).

Investigando fatores moleculares envolvidos com a amebiase, Blazquez et al.
(2006) mostraram um importante papel de TNF- o in vitro, atuando como agente
quimiotatico para os trofozoitos, ou seja, atraindo trofozoitos para o local onde ha
essa citocina.

Estudo recente mostrou que a expressdao da enzima inflamatéria
cicloxigenase 2 (COX-2) em trofozoitos e macréfagos € importante para a formagéo
do “abscesso” hepatico amebiano, sugerindo que além de macrofagos e neutrofilos,
os préprios trofozoitos poderiam estar envolvidos no processo inflamatério
relacionado a amebiase extra-intestinal (GUTIERREZ-ALARCON et al., 2006).

MLIF (fator de inibigdo da locomog¢éo dos mondcitos) foi identificado como um
peptideo produzido por E. histolytica, capaz de inibir a locomogé&o dos fagocitos
mononucleares humanos e a producdo de radicais livres por eles, facilitando a
invasdo das amebas (RICO et al., 1992; KRETSCHMER; GIMENEZ, 2001).

Posteriormente, um estudo semelhante mostrou que E. dispar em culturas
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axénicas nao apresenta o fator de inibicdo da locomogdo dos mondcitos, e,
consequentemente, isso poderia facilitar a sua eliminagao pelos leucécitos (SILVA-
GARCIA, et al., 2003).

Stanley-Jr (2003) propés um modelo de indugao de inflamagao, bem como, de
danos teciduais, na colite amebiana. Algumas etapas foram destacadas:

= Aderéncia dos trofozoitos as células do epitélio intestinal (Gal/GalNAc);

= Ativagdo do programa de viruléncia (amebaporos e cisteina
proteinases);

= Danos celulares e liberagéo do precursor da IL-1p;

= |L-1B é clivada por cisteinas proteinases das amebas;

= |L-1B ativa o Fator Nuclear Kappa Beta (NF-«B) causando liberagéo de
mediadores inflamatérios como IL-8 e COX-2;

= Neutrdfilos sao atraidos pelas substancias quimiotaticas;

= Macrofagos liberam TNFq;

= Substancias liberadas por leucdcitos e amebas causam lesdes
teciduais (cisteina-proteinases, outras enzimas e radicais livres);

=  Amebas invadem o tecido.

Ha evidéncias de que a imunidade inata é fundamental na resolug&o da colite
amebiana, visto que, os pacientes que receberam doses altas de corticosterdides,
potentes inibidores do NF-kB, apresentaram doenga mais grave (STANLEY-JR,
2003).

A importancia da resposta imune inespecifica também fica evidente através
de um estudo recente realizado in vivo. Demonstrou-se que o estabelecimento de

uma resposta inflamatdria induzida, por exemplo, com bacilos Calmette-Guérin e
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lipopolissacarideo, protegeu os animais desafiados de desenvolver amebiase
invasiva (SHIBAYAMA et al., 2008).

Entretanto é importante enfatizar que a infeccdo pode ser agravada por
respostas imunes exageradas por parte do hospedeiro, elementos como os radicais
livres provenientes de leucécitos ativados podem contribuir para a formacgao de

lesdes (STANLEY-JR, 2003; SANTI-ROCCA et al., 2009).

1.1.4. Manifestacdes clinicas

Estima-se que cerca de 90% dos casos de amebiase sdo assintomaticos.
Porém, considerando as formas sintomaticas, a amebiase intestinal é a mais
frequente (STANLEY-JR, 2003).

Ha a colite ndo disentérica, em que o paciente apresenta célicas abdominais
e periodos de diarréia intercalados por periodos assintomaticos, com funcionamento
normal do intestino. Algumas vezes a colite é disentérica, caracterizada por sintomas
dispépticos exacerbados (dor, eructacédo, queimagao, nausea), distensdo abdominal,
flatuléncia, colica, mais de dez evacuagdes muco-sanguinolentas por dia e sensagao
constante de necessidade de evacuar. A submucosa fica repleta de Ulceras que
podem causar disturbios hidroeletroliticos e desnutrigdo energético-proteica (MELO
et al., 2004).

Na amebiase extra-intestinal, os trofozoitos podem migrar através da veia
mesentérica superior e chegar ao figado, onde geram inflamagéo, degeneragao
celular e necrose liquefativa, formando assim o “abscesso amebiano”, geralmente no
lobo direito. O paciente apresenta febre, dor intensa no hipocdndrio direito com
irradiagdes tipicas de cdlica biliar e hepatomegalia dolorosa a palpagéo, geralmente

n&o ictérica (THOMPSON; FORLENZA; VERMA, 1985).
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A manifestacao extra-intestinal mais comum ¢é no figado. Essa evolugao no
passado era considerada invariavelmente fatal, mas com a introdugéo de diagnéstico
e tratamento mais efetivo, as taxas de mortalidade foram reduzidas para 1-3%
(THOMPSON; FORLENZA; VERMA, 1985; BARNES et al., 1987).

A amebiase pode ser agravada com infec¢ao bacteriana secundaria, podendo
levar a ruptura do abscesso para a cavidade abdominal, para o pulmao, para a
pleura ou para o pericardio. A disseminagcao hematogénica do trofozoito pode levar a
formagado de lesbes no pulmao, pele, pericardio, aparelho geniturinario e cérebro
(STANLEY-JR, 2003).

Um estudo realizado no Vietna reportou 21 casos de amebiase hepatica para
cada cem mil habitantes da cidade de Hue (BLESSMANN et al., 2002). As lesdes
hepaticas parecem ser mais incidentes em pacientes portadores de HIV (Virus da
Imunodeficiéncia Humana) como relatado em estudo realizado no Hospital Nacional
de Seul, onde 32% dos pacientes com lesbes hepaticas amebianas eram HIV
positivos (MUZAFFAR et al., 2006).

Papavramidis et al. (2008) relatou um caso de abdémen agudo devido a
ruptura de um abscesso amebiano no figado de grande dimensao, uma forma grave
e com altas taxas de mortalidade. Os autores enfatizaram que o diagndstico e o
tratamento precisam ser rapidos para preservar a vida do paciente.

Uma importante forma da doenca é a colite amebiana fulminante que, € mais
freqiente em mulheres gravidas e individuos imunossuprimidos, além disso,
associacbes com diabetes e uso de alcool tém sido também reportadas

(TAKAHASHI, 1997; STANLEY-JR, 2003; SUAREZ-ARTACHO et al., 2006).
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1.1.5. Diagnéstico e tratamento

O diagndstico laboratorial da amebiase intestinal € feito tradicionalmente por
pesquisa do parasito nas fezes. Em geral, formas cisticas sdo encontradas em fezes
consistentes e trofozoiticas em material fecal diarréico ou pastoso. Contudo, a
inexperiéncia técnica, a eliminagao intermitente do cisto de E. histolytica/E.dispar
(WALSH, 1986) e a nao diferenciagdo morfolégica com outras amebas intestinais,
células e artefatos podem promover erros no diagnéstico microscépico (BRUCKER,
1992).

No imunodiagndstico, a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para
pesquisa de anticorpos especificos contra o parasito no soro do paciente e o ensaio
imunoenzimatico (ELISA) para detecgdo de coproantigenos nas fezes tém sido
empregados como alternativa diagndstica. Ambas as técnicas podem ser utilizadas
para o diagndstico de casos isolados ou para estudos epidemiolégicos (HAQUE et
al., 1998), mostrando superior especificidade e sensibilidade no diagndstico em
relacdo a microscopia (KATZWINKEL- WLADARSCH et al., 1994). A reagcdo em
cadeia da polimerase é considerada método de maior especificidade para a
identificacdo de infecgbes por E. histolytica, constituindo método promissor para
utilizacao rotineira em laboratérios, mas ainda esta em fase de otimizagdo para
facilitar sua execucgao e reduzir custos (SILVA; GOMES, 2005).

Quanto ao tratamento, o metronidazol é o amebicida mais usado no mundo. E
bem tolerado, sendo hoje praticamente a droga de escolha tanto na amebiase
intestinal quanto na hepatica, nas doses de 500-800 mg, trés vezes ao dia, durante
cinco dias. Quando os resultados n&o s&o satisfatérios, recomenda-se a associa-lo a
antibiodticos. Além do tratamento medicamentoso, a ado¢ado de medidas profilaticas &

fundamental, para impedir a contaminagado fecal da agua e alimentos, através de
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medidas de saneamento basico, educacao sanitaria e rigido controle dos individuos
que manipulam alimentos, muitas vezes portadores assintomaticos da amebiase

(SILVA; GOMES, 2005).

1.2. Leucoécitos e Estresse Oxidativo

O sistema hematopoiético é constituido de diversas células derivadas das
células-tronco pluripotentes na medula 6ssea. As hemacias sdo as mais abundantes,
sdo desprovidas de nucleo e organelas, contém hemoglobina, executam fungdes
vitais no organismo: transporte de gases e tamponamento dos ions de hidrogénio.
Os leucécitos, nomenclatura usada para denominar varios tipos celulares, séo
importantes nas respostas imunes inatas e adaptativas (PORTH, 2004).

Os linfécitos T e B sao distinguidos pelos seus sitios de diferenciacéo, as
células T no timo, e as células B, na medula 6ssea, bem como, por seus receptores
de antigenos. Os linfécitos B, quando ativados, se tornam plasmdcitos, secretores de
anticorpos. As células T se subdividem em citotéxicas (CD8+) e auxiliares (CD4+).
Os leucdcitos que se originam de células-tronco mieldides sdo os mondcitos,
basdfilos, mastécitos, eosindfilos e neutréfilos (JANEWAY et al., 2000).

Os eosindfilos e mastécitos sdo importantes nos casos de infeccdes
parasitarias e abundantes na hipersensibilidade imediata. Os baséfilos tém funcéo
semelhante e complementar aos eosindfilos e mastdcitos. Os mondcitos se
diferenciam em macrofagos nos tecidos, onde séo as principais células fagocitarias
do sistema imunoldogico. Os neutrofilos sdo também fagdcitos importantes,
permanecem no sangue até serem recrutados para os locais de inflamagao

(JANEWAY et al., 2000).
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As células vivas tém a capacidade de englobar particulas através de um
processo ativo que envolve a formagéo de prolongamentos da membrana plasmatica
e vesicula citoplasmatica contendo o material englobado. Tal processo é
genericamente denominado endocitose, que é dividido em fagocitose (particulas
sélidas) e pinocitose (particulas liquidas). A fagocitose € um dos principais
mecanismos inatos de eliminagdo de patégenos, constituindo uma das primeiras
linhas de defesa contra infec¢des. O processo inicia-se pela adesédo do fagdcito ao
agente lesivo, em seguida ha o englobamento, através da formacgédo de
prolongamentos citoplasmaticos, forma-se o fagossoma e o fagolisossoma, e ao final
do processo, teoricamente, ha a morte do patégeno (ABBAS; LICHTMAN; POBER,
2000).

A destruicdo de microrganismos apds a fagocitose pode ser mediada por dois
mecanismos: metabolismo oxidativo com produ¢cdo de metabdlitos do oxigénio
(BABIOR, 1978; MUNDI et al., 1991) ou liberacdo de enzimas lisossdmicas (SEGAL,;
SOOTHILL, 1983). A producéao de reativos do oxigénio durante a fagocitose exerce
importante atividade microbicida (MUNDI et al, 1991; HONORIO-FRANCA et al.,
2001).

Guerrant et al. (1981) estudaram a interagédo entre E. histolytica e fagécitos
polimorfonucleares (PMN). Os estudos, in vitro e in vivo, mostraram que trofozoitos
de cepas de E. histolytica menos virulentas eram circundadas por PMNs que as
fragmentavam e ingeriam, o que n&o ocorria com amebas virulentas, que eram
capazes de internalizar e matar PMNSs.

Vinayak, Saxena e Joshi (1990) avaliaram as interagdes entre macrofagos

peritoniais e trofozoitos de uma cepa virulenta de E. histolytica (NIH:200). Notaram
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que em presenga de anticorpos, os trofozoitos eram destruidos pelos macrofagos
quando opsonizados.

Ghadirian e Denis (1992) analisaram o papel da citocina IFN-y na ativagao de
macrdéfagos, in vitro, para matar trofozoitos de E. histolytica. A atividade amebicida
foi determinada apds a incubagdo de macrofagos com trofozoitos de uma cepa
virulenta de E. histolytica (IP:0682:1) por quatro horas, com posterior contagem do
numero de trofozoitos mortos. Houve aumento significativo na morte das amebas
com o tratamento com IFN-y.

Estudos demonstraram um importante papel também do 6xido nitrico na
morte de amebas mediada pela acdo de macréfagos, sendo que o parasito, para
sobreviver, necessita evadir desse mecanismo imune. Para tanto, ha relatos da sua
capacidade de inibir a sintese e de catabolizar o 6xido nitrico (LIN et al., 1992;
SEYDEL et al., 2000, ANKRI, 2002).

O oxigénio molecular é indispensavel a vida da maioria dos organismos.
Entretanto, considerando as caracteristicas quimicas e as vias metabdlicas de sua
utilizagcdo, podem ocorrer algumas reagdes que resultam em efeitos deletérios a
prépria vida. Este aspecto deletério ndo é devido propriamente ao oxigénio
molecular, pois este tem baixa reatividade e ndo é o causador direto de lesbes
oxidativas. Entretanto, os produtos intermediarios de seu metabolismo, conhecidos
como espécies reativas do oxigénio, estao envolvidos em diversos tipos de eventos
oxidativos nas células, ocasionando a oxidagcdo de estruturas celulares
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1996).

Durante o processo de oxidagao celular, grande parte do oxigénio consumido

€ reduzido a agua, mas cerca de 2 a 5% deste oxigénio pode sofrer reducéo
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univalente sequencial e formar anions superoxidos (Oy), peroxido de hidrogénio
(H20>) e radical hidroxila (OH") (ALESSIO, 1993).

Um radical livre é definido como qualquer espécie quimica que apresenta um
ou mais elétrons ndo pareados, isto €, um elétron que ocupa sozinho um orbital
atdémico ou molecular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1996).

A idéia de que o oxigénio pode formar radicais livres e ter efeito toxico é
bastante antiga. Por volta de 1960 se propés que 0s organismos vivos também
produzam radicais livres endégenos, uma vez que estes apresentam um complexo
enzimatico capaz de eliminar anions superoxidos, chamado de enzima antioxidante
superoéxido dismutase (SOD) (FRIDOVICH, 1995).

O radical superoxido (O2) é formado apds a primeira redugao do O,. Ele é
produzido durante a ativagdo maxima de neutréfilos, mondcitos, macréfagos e
eosinofilos. Apesar de nao ser considerado muito reativo em solugcbes aquosas,
havendo produgdo excessiva desse radical, tem sido observada lesdo bioldgica
secundaria a sistemas geradores de O, (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990).

O radical hidroperoxila (HO2¢) representa a forma protonada do radical
superéxido, ou seja, possui 0 préton hidrogénio. Existem evidéncias de que o
hidroperoxila € mais reativo que o superdxido, por sua maior facilidade em iniciar a
destruicdo de membranas biolégicas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990).

O radical hidroxila (OH’) é muito reativo em sistemas bioldgicos. A sua
combinacao extremamente rapida com metais ou outros radicais no proéprio sitio
onde foi produzido, confirma sua alta reatividade. Assim, se o hidroxila for produzido
proximo ao DNA, poderao ocorrer modificacbes de bases purinicas e pirimidinicas,
levando a inativagcdo ou mutacdo do DNA. Além disso, o hidroxila pode inativar

varias proteinas (enzimas e membrana celular), ao oxidar seus grupos sulfidrilas a
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pontes dissulfeto. Também pode iniciar a oxidacdo dos acidos graxos
polinsaturados das membranas celulares (lipoperoxidagdo) (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1986).

Segundo Eaton (1991) o perdxido de hidrogénio (H2O,) apesar de ndo ser um
radical livre, pela auséncia de elétrons desemparelhados na ultima camada, € um
metabdlito do oxigénio deletério, porque participa da reagdo que produz o OH. A
alta toxidade esta relacionada a lipoperoxidacdo de membranas, especialmente

quando associado ao ferro, via reacao de Haber-Weiss.

Reacao de Haber-Weiss:

Fe'™ + O, < > Fe™ + 0,

Fe™ + H,O, —————>Fe"™ + OH + OH'

Os radicais livres podem atacar todas as principais classes de biomoléculas,
sendo os lipideos os mais suscetiveis. Os acidos graxos poliinsaturados das
membranas celulares sao rapidamente afetados por radicais oxidantes. A
peroxidacao lipidica, € bastante lesiva por consistir reagdo de auto-propagacéo na
membrana (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990).

O sistema de defesa antioxidante do organismo tem como principal fungao
inibir ou reduzir os danos causados as células pelas espécies reativas de oxigénio.
Existe uma grande variedade de substancias antioxidantes, as quais podem ser
classificadas em funcdo da origem e/ou localizagdo, em antioxidantes provenientes
da dieta e antioxidantes intra e extracelulares. O mecanismo de acao permite ainda
classifica-los como antioxidantes de prevengédo (impedem a formacéo de radicais

livres), varredores (impedem o ataque de radicais livres as células) e de reparo
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(favorecem a remogao de danos da molécula de DNA e a reconstituicdo das
membranas celulares danificadas) (JACOB, 1985).

A SOD tem sido relatada como importante mecanismo antioxidante, presente
nos organismos eucariontes e procariontes, aerobios estritos e microaerdfilos. Essa
enzima requer um metal como cofator para sua atividade funcional, podendo ser o
cobre (Cu-SOD), o manganés (Mn-SOD) ou o ferro (Fe-SOD) (FRIDOVICH, 1995).

Essa enzima atua catalisando a dismutagdo do anion superdxido. A
dismutacdo € uma reagao na qual duas moléculas idénticas sao transformadas em
compostos diferentes. No caso da SOD, um ion superdxido oxida o outro, gerando
O, (normal) e agua oxigenada (H»0O;). A agua oxigenada pode ser posteriormente

degradada pela catalase ou peroxidase (YU, 1994).

Entamoeba e outros protozoarios sdo considerados anaerdbios porque so
crescem in vitro sob condi¢cdes de tensao de oxigénio reduzida, sendo suscetiveis as
especies reativas do oxigénio. Porém, estes parasitos tém sido relatados como aero-
tolerantes, indicando a existéncia de mecanismos eficazes de desintoxicacao
(MEHLOTRA, 1996).

E. histolytica tem sido descrita como microrganismo de metabolismo
anaerdbico, obtendo energia por degradacdo de carboidratos via glicolise.
Entretanto, ha relatos de que mesmo sem ter mitocondria e ciclo de Krebs, esta
presente uma cadeia respiratoria incompleta, com um complexo (Fe-S)-proteina ao
invés de citocromo (WEINBACH, 1980).

Uma organela homoéloga a mitocdndria, denominada “Cryton/Mitosome” foi
identificada em E. histolytica, e sugerida sua origem de um ancestral comum com a

mitocdndria (CHAN, 2005).
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Durante a invasao, os trofozoitos de E. histolytica sdo expostos a quantidades
elevadas de espécies reativas do oxigénio, tais como o radical superoxido. A alta
toxidade dessas moléculas causa varios danos para as macromoléculas bioldgicas,
levando a danos metabdlicos. Para sobreviver a esse ambiente, o parasito tem que
ser capaz de inativar os radicais livres (MURRAY; ALEY; SCOTT, 1981; CLARK;
HUNT; COWDEN, 1986).

Chen et al. (1996) procurando identificar mecanismos antioxidantes em E.
histolytica, encontraram as enzimas SOD e catalase. Os autores enfatizaram que
elas seriam mecanismos preventivos frente ao metabolismo aerdbico e seus
produtos téxicos, como o anion superoxido e o peréxido de hidrogénio, substancias
que poderiam ser letais para as amebas.

Lo e Reeves (1980) reportaram a purificacdo da enzima NADPH:flavina
oxidoredutase em lisados de E. histolytica. O parasito produz a Fe-SOD (SOD
associada ao ferro), que € induzida pelo anion superoéxido, ha produgcédo de H»O,,
que pode ser detoxificada também pela NADPH:flavina oxidoredutase
(BRUCHHAUS; RICHTER; TANNICH, 1998).

Estudos mostraram que a SOD e a enzima de superficie EH29 (peroxidase
tiol-dependente) aumentam significativamente quando os trofozoitos sdo expostos a
altos niveis de oxigénio, sugerindo que ambas estdo envolvidas na sobrevivéncia do
parasito ao estresse oxidativo (ANKRI, 2002; AKBAR et al., 2004; SEN et al., 2007).

Wassmann et al. (1999) avaliaram a resisténcia de E. histolytica ao
metronidazol e puderam detectar que isso tinha correlagdo com mudancas
enzimaticas, sendo que, a expressdao da SOD estava aumentada nas amebas

resistentes.
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1.3. Melatonina (C13H1sN20,)

Hormdnios podem modular respostas imunoldgicas, algumas vezes
estimulando-as, podendo, porém, em determinadas circunstancias atuarem como
reguladores, inibindo algumas respostas. Dentre os horménios que podem interferir
nas respostas imunolégicas, a melatonina é frequentemente relatada (PIERPAOLI;
MAESTRONE, 1987; BLALOCK, 1994; FRANGCA, 1997; KUHLWEIN; IRWIN, 2001;
FRANGCA, 2002; DZERZHYNSKY; GORELIKOVA; PUSTOVALOV, 2006).

A melatonina foi isolada e caracterizada como um hormoénio produzido pela
glandula pineal no final da década de 50 (LERNER et al., 1959). A partir dai, varios
estudos avaliaram as fungcbes da melatonina, que surpreendentemente, parece agir
em varios sistemas fisiolégicos.

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina), primeiro composto biologicamente
ativo identificado na glandula pineal, € uma indolamina, produto do metabolismo da
serotonina. E um horménio produzido por um numero limitado de 6rgdos nos
mamiferos, incluindo a glandula pineal, e, secundariamente, a retina, trato
gastrintestinal e células do sistema imune, como neutréfilos e macréfagos. Sua
sintese é controlada pelo nucleo supraquiasmatico, situado no hipotalamo, que
constitui o relégio biolégico mestre no organismo dos mamiferos (MASANA;
DUBOCOVICH, 2001).

Durante o dia, a sintese de melatonina, bem como, o fluxo da atividade
simpatica esta reduzido. Fibras nervosas da retina captam a luminosidade do
ambiente e transmitem essa informagdao para o nucleo supraquiasmatico. No
momento em que escurece, ocorre a ativacdo simpatica e liberagado de noradrenalina
que, através dos receptores [3-adrenérgicos nos pinealdcitos, ativa a proteina cinase

A, que aumenta a sintese de adenosina monofosfato ciclico (AMPc). Este, por sua
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vez, ativa a N-acetiltransferase (NAT) que catalisa a conversao de serotonina em
melatonina (REITER, 1991).

A glandula pineal € um 6rgdo minusculo, com formato de pinha, dai seu
nome, pesando de 100 a 180 mg, esta localizada na area central do cérebro, na
fissura formada pelo encontro do cerebelo e dos hemisférios cerebrais. Apesar de
poder ser extraidas da pineal, outras substancias, como a dopamina e serotonina, a
unica substancia em quantidade suficiente para exercer fungbes bioldgicas
secretada por essa glandula, € a melatonina (CRAPO, 1985).

A concentragdo de melatonina no sangue em individuos normais é muito
baixa durante a maior parte do dia, mas aumenta significativamente, para a média
de 80 a 100 pg/ml, entre 2 e 4 horas da manha e permanece elevada durante o
tempo normal do sono, caindo abruptamente por volta das 9 horas da manha. O
aumento noturno da melatonina sérica parece estar relacionado aos seus efeitos
agudos, como a alteracao da termorregulacado, liberacdo de neurotransmissores
encefalicos, estimulagdo da secregcdo de prolactina e indugdo do sono (CIPOLLA-
NETO et al., 1988).

Estudos mostraram que a melatonina pode ser encontrada no sangue, no
liquor e na urina (CIPOLLA-NETO et al., 1988; ZAIDAN et al.,, 1994). Ha também
relato de melatonina no leite humano (FRANCA, 2002; PONTES et al., 2006).

A regulacdo do sono é considerada a principal fungdo da melatonina,
entretanto ndo € a unica. Estudos tém demonstrado uma ampla versatilidade
funcional, especialmente a existéncia de diferentes efeitos imunomoduladores.
Outras fungdes também ja foram descritas como: atuar como antioxidante (REITER,

1998; KORKMAZ et. al., 2008; ILBEY et. al., 2009), agao oncostatica (COS, 1998;
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SRINIVASAN et. al., 2008) e retardo do envelhecimento (REITER, 1992;
CABALLERO et. al., 2009).

O primeiro relato do uso da melatonina exdgena em humanos é o de Lerner et
al. (1960), que a injetaram 200mg por via endovenosa em um voluntario, obtendo
como efeito, uma leve sedagdo. Anton-Tay et al. (1971) testaram varias doses (0,5
mg/kg a 1,25 mg/kg por via oral) em voluntarios sadios, epilépticos e parkinsonianos.
Tal estudo demonstrou a indugdo de sono, que ocorreu cerca de 15 a 20 minutos
apoés a administracdo de melatonina em individuos normais e epilépticos. Nos
pacientes epilépticos ocorreu também aumento do limiar convulsivo; ja os pacientes
parkinsonianos apresentaram melhora significativa em varios testes de desempenho,
devido a diminuigéo da rigidez e do tremor ao longo do tratamento.

Devido a sua potente agao indutora de sono a melatonina tem sido utilizada
na terapéutica das perturbagdes do sono, principalmente nas insénias (JAMES et al.,
1990; MACFARLANE et al., 1991), nos transtornos decorrentes da mudanca de fuso
horario (ARENDT, 1987) e nos trabalhadores com jornada noturna (WEITZMAN et
al., 1981).

Ha evidéncias bioquimicas de que os receptores da melatonina sao
heterogéneos e podem ser classificados em subtipos. Ensaios com radio-receptores
e radioautografia in vitro, utilizando um agonista da melatonina (2-[125I]
iodomelatonina), identificaram receptores de alta afinidade na maioria dos
vertebrados, inclusive 0 homem. Na maior parte dos mamiferos, os receptores para
melatonina de alta afinidade s&o encontrados no sistema nervoso central, sendo
provavel que eles medeiem os efeitos circadianos da melatonina. Ja foram
encontrados receptores na area pré-optica, cortex cerebral e talamo. Os receptores

encontrados na retina e coliculo superior estdo implicados na regulagao da fungao
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visual. Também ja foram encontrados receptores de alta afinidade na hipdfise, em
local envolvido na regulagcdo fotoperidédica da prolactina (REPPERT; WEAVER,
1995).

Estudos de afinidade de diversos analogos de melatonina indicaram que os
grupos 5-metoxi e N-acetil sdo necessarios para a interagdo do horménio ao seu

receptor. Com a introdugdo do composto (2-1'%°

)-melatonina como marcador dos
sitios ligantes, através de métodos bioquimicos e auto-radiograficos, foram
identificados os receptores MT-1, MT-2 e MT-3, com especificidade para a
melatonina e N-acetilserotonina (VANECEK, 1998).

Hormoénios da tiredide (T3 — triiodotironina e T4 - tetraiodotironina) também
ativam elementos imunoldgicos, como células NK (natural killer) e macréfagos. Por
outro lado, o sistema imune também pode interferir na tiredide, ha indicios que ele
pode ativar a glandula, mas apenas em presenga de determinados niveis de
melatonina (DZERZHYNSKY; GORELIKOVA; PUSTOVALQV, 2006).

Experimentos tém sugerido que a glandula pineal tem uma acgéo anti-tumoral.
A melatonina estimula a defesa anti-cancer durante a noite, correspondendo ao
periodo onde seus niveis sdo maximos no sangue (LISSONI et al., 1996).

Em relagdo ao cancer de mama, um estudo recente péde concluir que a
melatonina tem acao protetora. Foi observado redug¢ao da concentragao urinaria de
metabdlitos da melatonina em mulheres pds-menopausicas que desenvolverem esse
tipo de cancer (SCHERNHAMMER; HANKINSON, 2009).

A melatonina tem propriedade imunomoduladoras e é também produzida por

células imunocompetentes. Ha evidéncia de 'feedback' da atividade do sistema

imune na glandula pineal. Para facilitar a imunomodulagdo durante as injurias
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teciduais, a producdo de melatonina pode ser também proveniente de leucocitos
polimorfonucleares e mononucleares (PONTES et al., 2006).

Ha relatos a respeito do envolvimento de receptores para o hormdnio
melatonina em fagdécitos e aventa-se a hipétese de agdes deste hormébnio na
ativagéo celular (LIEBMANN et al., 1997; VANECEK, 1998; CARDINALI et al., 2008).

Por outro lado, a melatonina também é relatada como agente antiinflamatério,
contribuindo para a eliminagdo de radicais livres e regulando a sintese da
cicloxigenase 2 (COX-2). A inflamacgao é fendmeno complexo que envolve multiplas
interagbes celulares e moleculares, as quais tém que ser bem reguladas para que a
resposta seja eficiente e ndo acarrete prejuizos para os tecidos do hospedeiro. A
COX-2 é uma enzima chave para a biosintese de prostaglandinas a partir do acido
aracdonico, ela tem um papel critico na resposta inflamatdria, e sua expressao
excessiva esta associada ao agravamento de varias doengas (MAYO et al., 2005).

De la Rocha et al. (2007) mostraram que a melatonina tem estrutura
semelhante a COX-2 e por isso pode se ligar ao seu sitio ativo, atuando como um
inibidor natural das funcdes dessa enzima, modulando de maneira natural a sua
atividade.

Ha ainda muita controvérsia quanto a acdo da melatonina na resposta imune,
muitas vezes descrita por sua habilidade antioxidante, contraditoriamente, a
melatonina também é relatada como pro-oxidante (RADOGNA et al.,, 1997). Ha
estudos que mostram a melatonina ativando as células T auxiliares para aumentar a
producgao de de IL-2 e ativando os mondcitos a produzirem IL-1, IL-6, TNF, e radicais
livres. Ha também producgao de IL-12 pelos mondcitos com diferenciagao para uma

resposta imune do tipo Th1 (MORREY et al., 1994; GARCIA-AURINO et al., 1997).
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Franca (2002) avaliou a participagdo do receptor de melatonina nos
mecanismos de ativagdo de fagécitos do sangue e do colostro. Foi utilizado o
antagonista do receptor que é o luzindol e o agonista denominado McA-NAT. Os
resultados indicaram que o bloqueio do receptor diminuiu a atividade fagocitica e a
presenca de McA-NAT resultou em aumento de fagocitose, bem como de atividade
microbicida para Escherichia coli enteropatogénica (EPEC).

Ben-Nathan et al. (1995) examinaram o efeito da melatonina como agente de
protecdo, gerando ativagdo imunolégica em casos de encefalite viral. A injecéo de
melatonina foi capaz de reduzir a mortalidade de camundongos infectados de 100%
para 44%.

A melatonina pode inibir precocemente a progressdo do ciclo de
desenvolvimento de clamidias, possivelmente por um mecanismo que envolve os
receptores da proteina G, podendo ser util para prevencao dos danos decorrentes
dessa infecgao (RAHMAN et al., 2005).

A secrecao noturna de melatonina em individuos com infeccdo assintomatica
por Helicobacter pylori € significativamente maior que em individuos com infec¢ao
sintomatica, que apresentam dispepsia e ulceras duodenais. A reduzida secrecao
noturna desse hormonio no grupo de sintomaticos indica que provavelmente ha uma
relagcdo com a patogénese da doenga (KLUPINSKA et al., 2006).

Reiter e Korkmaz (2008) realizaram uma revisao quanto aos aspectos clinicos
da melatonina e destacaram que ela é altamente eficaz na eliminagao de radicais
livres, apresentando importante acdo antioxidante. Nesta capacidade, a melatonina
reduz a cataratogénese experimental, a lesdo traumatica da medula espinhal e
cérebro, protege contra danos oxidativos nos neurdnios, em modelos de acidente

vascular cerebral, parkinsonismo, e doenca de Alzheimer. Além disso, a melatonina
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e seus metabdlitos sao altamente eficazes na protegdo contra as radiagdes
ionizantes. Pode ainda ser util para regular a pressao arterial, atuando como
tratamento complementar para pacientes hipertensos.

Na esquistossomose, o processo oxidativo que ocorre no local da inflamacéao
gera efeitos destrutivos para os tecidos, indicando que os radicais livres séo
componentes centrais da doenca. Um estudo avaliou a melatonina como
imunomodulador das alteragdes histopatolégicas relacionadas a esquistossomose,
evidenciando que a agao antioxidante da melatonina é altamente protetora, quando
administrada apds a infeccao por Schistosoma mansoni, sendo capaz de reduzir
danos como a formacgao de granulomas no figado (EL-SOKKARY et al., 2002).

Pouco é conhecido quanto a acdo imunomoduladora da melatonina em
infecgcdes causadas por protozoarios. Os escassos estudos publicados avaliaram
interferéncias em casos de toxoplasmose (BALTACI et al., 2003; BALTACI et al.,
2004; BALTACI et al., 2005). Considerando os percentuais de linfocitos CD4+ e
CD8+, a deficiéncia de melatonina, gerada pela remogédo da glandula pineal de
alguns animais, teve influéncia negativa na resposta imune dos ratos com
toxoplasmose (BALTACI et al., 2005). A associagao melatonina e zinco foi capaz de
melhorar a resposta imune em ratos com retinocoroidite, podendo ser utilizada como
um adjuvante terapéutico (AVUNDUK, 2007).

S6 recentemente outros pesquisadores comecgaram a questionar o possivel
papel desse hormbnio em outras parasitoses e aventar perspectivas terapéuticas. A
melatonina pode ser util no tratamento da Doenga de Chagas. Ratos tratados com
melatonina exdgena tiveram uma significante redugédo do numero de tripomastigotas

durante a fase aguda da infecgcdo e os cortes histolégicos do coracdo mostraram
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reducdo do parasitismo e do infiltrado inflamatério (SANTELLO et al.,, 2007;
SANTELLO et al., 2008).

Em relagdo a malaria, alguns estudos também foram realizados. Hotta et al.
(2003) destaca que a duragao do ciclo intra eritrocitico do Plasmodium é fator chave
na patogenicidade destes parasitos e depende da sincronicidade propiciada pela
melatonina. Os autores atentam para a necessidade de investigar os mecanismos
envolvidos nessa sincronicidade, s6 assim sera possivel o desenvolvimento de
novas alternativas terapéuticas para a malaria. Ha relato que um produto do
metabolismo da melatonina (N(1)-acetyl-N(2)-formyl-5-methoxykynuramine) modula
o ciclo celular dos parasitos, especialmente nas formas eritrociticas de trofozoito e
esquizonte (BUDU et al., 2007).

Os relatos anteriores mostrando um forte papel modulador da melatonina e o
fato de nao haver descricdo de sua possivel interferéncia em caso de amebiase

instigaram a realizagao do presente estudo.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL:

Avaliar a influéncia da melatonina nas interagdes entre células sanguineas e

trofozoitos de E. histolytica e E. dispar.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

2.2.1. Verificar a capacidade de eritrofagocitose e leucofagocitose de trofozoitos de

uma cepa virulenta e outra avirulenta de E. histolytica.

2.2.2. Verificar a capacidade de eritrofagocitose e leucofagocitose de trofozoitos de

E. dispar.

2.2.3. Avaliar o estresse oxidativo durante interacdes entre leucdcitos e trofozoitos

de E. histolytica e E. dispar, através da dosagem do anion superoxido.

2.2.4. Avaliar os niveis da enzima antioxidante superoxido dismutase (SOD) durante

interagdes entre leucocitos e trofozoitos de E. histolytica e E. dispar.

2.2.5. Avaliar a influéncia da melatonina na eritrofagocitose, leucofagocitose,

liberagao do superéxido e SOD.

2.2.6. Avaliar a influéncia da melatonina na formacdo de lesdes hepaticas

amebianas em hamsters.



30

3. JUSTIFICATIVA

Trofozoitos de E. histolytica exibem extraordinaria capacidade fagocitica, a
qual pode ser relacionada a sua viruléncia para fins de caracterizagcao dos diferentes
isolados. Entretanto, a maioria dos estudos utilizando esta habilidade para
caracterizar os isolados foi realizada apenas com eritrocitos ou bactérias (TRISSL et
al., 1978; GUERRANT et al.,, 1981; GOMES et al., 1995; VOIGT et al., 1999;
BATISTA; SOUZA, 2004; BOETTNER et al., 2005), sendo pouco conhecido sobre as
interagdes amebas e leucécitos. Quanto a E. dispar, a literatura € ainda mais
escassa, e, comparagdes entre as duas espécies, quanto a leucofagocitose, ainda
nao foram descritas. O estudo da interagdo ameba-leuctcito pode contribuir para
confirmar fungdes patogénicas conhecidas e apresentar novas possibilidades para o
sucesso da ameba em vencer as barreiras do hospedeiro e estabelecer a doenca.

Dentre as fungdes microbicidas presente em células fagociticas encontra-se a
habilidade para induzir burst oxidativo, exigindo que as células sujeitas as agressoes
geradas pelos radicais livres tenham eficazes mecanismos desintoxicantes. Neste
contexto, a dosagem do anion superoxido e da enzima superoxido dismutase,
complementara e incrementara a avaliagao da leucofagocitose.

Considerando a importancia da imunidade no controle das infeccbes e a
influéncia dos horménios nesta funcdo, avaliamos a atividade de um promissor
horm&nio envolvido na modulacado da resposta imune, a melatonina.

Ha fortes indicios da acdao moduladora desempenhada pela melatonina,
entretanto, quanto a sua acao na interagao entre protozoarios e seus hospedeiros,
os relatos sdo escassos. Ha estudos com Toxoplasma gondii (BALTACI et al., 2003;
BALTACI et al., 2004; BALTACI et al., 2005; AVUNDUK, 2007); e recentemente

Santello et al. (2007) mostrou que a melatonina pode ser util no tratamento da
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tripanossomiase e Budu et al. (2007) em relacdo a malaria. Em relagao as espécies
do género Entamoeba, ndo se conhece qualquer agdo da melatonina.
A demonstracao da interferéncia da melatonina na interacdo ameba-leucdcito

abrira possibilidade de uso da droga como adjuvante na terapia antiamebiana.
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4. MATERIAL E METODOS

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Centro
Universitario do Planalto de Araxa (6815/41), local onde as coletas de sangue
ocorreram. Todos os experimentos foram realizados dentro de normas de

biosseguranga e para cada tipo de ensaio in vitro foram realizadas 5 repeti¢oes.

4.1. Culturas de E. histolytica e E. dispar para testes in vitro

Os trofozoitos de E. histolytica foram mantidos em meio de cultura Trypticase-
Yeast Extract-lron-Serum (TYI-S-33) para cultivo axénico de acordo com Diamond,
Harlow & Cunnick (1978); e para o cultivo monoxénico de E. dispar (ICB-ADO) foi
utilizado o meio YI-S (DIAMOND; CLARK; CUNNICK, 1995). A monoxenizacao da
cepa ja previamente realizada por Costa et al., (2006) utilizou Crithidia fasciculata
(10%/mL) como organismo associado (ATCC 1745) mantido em temperatura
ambiente.

Os parasitos sdo mantidos no Laboratério de Amebiase da UFMG, com
repiques trés vezes por semana, garantindo a utilizacdo dos mesmos em fase
exponencial de crescimento. Foram avaliadas duas cepas de E. histolytica, a HM1-
IMSS, que é virulenta, isolada por De la Torre et al. (1971) no México, de um
paciente com colite disentérica. A cepa ICB-32 foi isolada no Brasil de um paciente
assintomatico (SILVA et al., 1997) e a cepa ICB-ADO de E. dispar foi também
isolada no Brasil de paciente apresentando colite ndo disentérica (COSTA et al.,

2006).
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4.2. Obtencdo de células do sangue periférico

Apds assinarem termo de consentimento (Anexo 1) foram coletadas quinze
amostras de sangue periférico de cinco adultos, sendo trés de cada voluntario, em
dias diferentes. Os voluntarios eram do sexo masculino, com idade entre 18 e 40
anos, todos relataram em entrevista verbal terem consultado, na semana da coleta
do sangue, um clinico geral ndo havendo nenhum processo patolégico conhecido,
nem histéria de amebiase. Todos apresentaram exame de fezes negativo e
hemograma sem alteragdes.

Cada amsotra foi composta por cerca de 15 mL de sangue em tubo
heparinizado. As amostras foram separadas por gradiente de densidade com Ficoll-
Paque (Pharmacia, Upsala, Suécia), durante 40 minutos a 160 x g. Acima da
camada de Ficoll-Paque, foi formado um anel de fagécitos mononucleares (MN) que
foi retirado e separado em tubo com 8 mL de PBS (phosphate buffered saline — pH
7,4). O restante do sangue foi submetido a sedimentagdo por Dextran Sulfato de
Sédio (Sigma - USA), durante 90 minutos, em estufa a 37°C, para separagio das
células polimorfonucleares (PMN). Apds, os PMNs foram retirados e colocados em
PBS. Parte do sedimento das amostras, rico em hemacias, foi também
ressuspendido em PBS. Os tubos com os grupos celulares foram lavados duas
vezes por centrifugagao por 10 minutos a 160 x g. As suspensdes de leucdcitos
foram ajustadas para 2 x 10°mL (contagem em camara de Neubauer) e os
experimentos seguintes (eritrofagocitose, leucofagocitose, dosagem do superdxido e

de SOD) foram realizados imediatamente a essa separacdo (HONORIO, 1995).
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4.3. Ensaio de eritrofagocitose

A eritrofagocitose in vitro foi realizada segundo adaptacéo do método de Trissl
et al. (1978). Os trofozoitos foram ajustados para 1 x 10°/mL em PBS, 0.4 mL desta
suspensao foi deixado interagir com o mesmo volume de uma suspensao de 1 x
108/mL de eritrécitos, a taxa de ameba e eritrdcito foi de 1:100. O tempo de interacéo
foi de 20 minutos a 37°C, baseado nos experimentos de Gomes et al. (1997).

Os resultados foram expressos como o percentual de amebas que
fagocitaram eritrécitos e no numero de eritrécitos fagocitados por ameba na

contagem de 100 amebas por lamina.

4.4. Ensaio de leucofagocitose

As suspensdes de células PMN e MN (2 x 10%mL) foram misturadas com
trofozoitos E. histolytica (taxa de ameba e leucdcito de 1:2) e incubadas em banho-
maria por uma hora, a 37°C com agitagao para favorecer a interacdo. Em seguida,
as células foram lavadas em PBS por centrifugacédo por 10 minutos a 160 x g e
coradas com 200 pl (14,4 g/L) de laranja de acridina durante dois minutos, e entao,
ressuspendidas em PBS (pH 7,4) e lavadas por mais duas vezes (BELLINATI-PIRES
et al., 1989).

Em seguida foram realizados esfregagcos com os sedimentos obtidos e assim
que estavam secos, as laminas foram imediatamente observadas em microscopio de
fluorescéncia (TIM-4000, Alemanha), para a determinagao dos indices de aderéncia
e fagocitose (contagem de 100 amebas por lamina). Sendo um fluorocromo
metacromatico, laranja de acridina permitiu a determinagao dos indices de morte de

leucdcitos e amebas, através da contagem de 100 amebas fagociticas. Quando a
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coloragao dos nucleos apresenta-se alaranjada indica danos no DNA, e entdo as
células podem ser consideradas mortas; e uma coloragao verde é indicativa de

viabilidade celular (HILL; PEARSON, 1987).

4.5. Dosagem do Anion Superéxido (O2)

Para avaliar o metabolismo oxidativo apds os ensaios de fagocitose, atraves
da liberagao de anion superoxido, foi usado o cromogeno Ferricitocromo C, segundo
o método de Pick e Mizel (1981). Em presenga do anion superoxido, o ferricitocromo
C sofre reducéo a ferrocitocromo C, sendo esta mudanga colorimétrica, detectavel
em espectrofotdmetro com filtro de 630nm.

As suspensdes de PMN e MN (2 x 108/mL) foram misturadas com trofozoitos
E. histolytica (1:2) e incubadas a 37° C em banho-maria por uma hora com agitacao.
Os sedimentos obtidos foram ressuspendidos em 0,5 mL de PBS (pH 7,4) contendo
CaCl; (2,6 mM), MgCl, (2,6 mM) e Ferricitocromo C (Sigma - USA) na concentracao
de 2mg/mL. Em seguida, as amostras foram colocadas em placas de 96 pogos, com
volume de 100 pL por pogo e colocadas em estufa a 37° C durante uma hora.

Como controle foi utilizado 10 pL de Phorbol 12-myristate-13-acetate (PMA,
Sigma - 1ug/mL) para estimular o burst oxidativo dos leucécitos. A leitura foi feita em
espectrofotometro para placa. Segundo Pick e Mizel (1981), a concentracdo do

anion superoxido pode ser calculada através da seguinte relagéo:

Concentragao O, (nmol) = Abs x 100

6,3
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4.6. Dosagem da enzima Superdxido Dismutase (SOD)

Para determinar a concentragdo da enzima superoxido dismutase (SOD) foi
realizado o protocolo experimental adaptado de Crouch et al. (1981), baseado na
habilidade da enzima inibir a redugéo do NBT (Nitro Blue Tetrazolium).

Os leucécitos (2 x 10%/mL) juntamente com amebas (1:2) foram incubadas em
banho-maria por uma hora com agitagao a 37°C. Em seguida, as amostras (0,5 mL)
foram colocadas em tubos de ensaio com 0,5 mL de cloroférmio-etanol e 0,5 mL de
mistura reativa, composta por NBT (0,98 mg/mL) e 58,4 mg/L de EDTA (acido
etilenodiaminotetracético). Foi também adicionado 2 mL de tampao carbonato (pH
10,2) acrescido com hidroxilamina (26 g/L). Uma amostra padrao foi composta de
0,5 mL de mistura hidro-alcoolica, acrescida de 0,5 mL de etanol, 0,5 mL de mistura
reativa e 2 mL de tamp&o carbonato + hidroxilamina.

As amostras permaneceram em repouso durante 15 minutos e a seguir foi
realizada leitura em espectrofotdmetro na absorbancia 560nm. Um tubo somente
com mistura reativa (volume total de 3,5 mL) compés o branco.

A concentragao da SOD foi calculada através da seguinte relagéo:

Abs padrdo — Abs amostra x 100
Abs padrao

Uma unidade de SOD é definida como a quantidade de enzima que diminui a
velocidade inicial de reducdo do NBT em 50% dentro das condigdes do ensaio. Os

resultados foram expressos em Unidade Internacional de SOD (Ul).
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4.7. Modulag&o hormonal e delineamento das interagdes in vitro

A melatonina apresenta fungbes moduladoras para os leucécitos, assim
avaliamos a agao desta droga quando da interacdo das amebas com leucécitos e
eritrécitos. Além disso, como controle adicional, a cortisona também foi utilizada, por
sua reconhecida acdo imunomoduladora. A influéncia dos horménios na
eritrofagocitose, leucofagocitose, dosagem de O, e de SOD seguiu a metodologia
de Franga (2002). Foi adicionado a cada tubo de experimentacdo 100 uL de
melatonina ou de cortisona (Sigma — USA) antes da incubagdo das amebas com as
células. O tempo de incubagao foi de 20 minutos no ensaio de eritrofagocitose e nos
demais ensaios foi de uma hora. Para evitar possiveis danos a melatonina, e,
consequentemente, interferéncias nos resultados, o produto foi cuidadosamente
protegido da luz durante os experimentos.

Quanto a formacgao dos grupos experimentais, os trofozoitos de cada cepa de
Entamoeba foram colocados em tubos Falcon, esterilizados e previamente
identificados, contendo tampé&o PBS (pH 7,4) juntamente com:

a- eritrécitos

b- leucécitos PMN

c- leucécitos MN

d- eritrocitos + melatonina

e- leucocitos PMN + melatonina
f- leucdécitos MN + melatonina
g- eritrocitos + cortisona

h- leucdcitos PMN + cortisona

i- leucdcitos MN + cortisona
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Além dos grupos acima, a dosagem de O, e SOD foi realizada também em

trofozoitos, leucdcitos MN e PMN, isoladamente, com e sem melatonina.

4.8. Avaliacdo do efeito da melatonina em infeccdes experimentais em

Hamsters

O efeito da melatonina sobre a amebiase foi avaliado para o modelo de
amebiase hepatica produzido em hamsters. Este modelo foi escolhido por ser o
hamsters o animal mais susceptivel a infecgdo por E. histolytica. Critérios para
determinar a gravidade das lesdes ja estdo bem estabelecidos, possibilitando assim

a determinacéo de diferengas antes e apos a administragéo da droga.

4.8.1. Infeccado dos hamsters com E. histolytica

Hamsters machos de aproximadamente um més de idade, pesando cerca 60g
foram inoculados intra-hepaticamente com inéculos variando de 1,5 x 10° a 5 x 10°
trofozoitos, das cepas axénicas HM1-IMSS e EGG de E. histolytica. A cepa HM1 foi
isolada de caso de disenteria amebiana e a cepa EGG foi isolada de um caso de
“abscesso” hepatico amebiano. Ambas produzem severas lesdes nos animais de
experimentagao.

Trofozoitos de culturas axénicas foram centrifugados a 200 x g nos préprios
tubos, lavados duas vezes em PBS (pH 7,2) e ajustados para concentragdées que
variaram de 1 x 10° a 3 x 10° amebas em 0,1 mL do inéculo.

Seis hamsters (Mesocricetus auratus) foram utilizados para cada grupo de
experimentagdo. Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (Hipnol®),

laparatomizados e a inoculagao foi feita diretamente no lobo esquerdo do figado.
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Seis dias apds a inoculagao, os animais foram sacrificados e abertos para exame
macroscopico do figado. A incidéncia (numero de animais com lesdes contendo
amebas pelo numero de animais inoculados) e a gravidade das lesbes foram
determinadas e avaliadas, através de critérios baseados na classificacdo de
Diamond et al. (1974), conforme descrito a seguir:

» 0 - Figado normal, fibrose no local ou lesdo bacteriana < 4 mm (auséncia de

amebas confirmada por cultivo do fragmento da les&o);

= |- Lesdo no ponto de inoculacdo menor que 15 mm de didmetro;
= || — Lesdo maior que 15 mm, sem metastases;
» |ll — Lesao no lobo primario, algumas metastases para outras areas;

» |V - Lesao extensa, com metastase, minimo de 50% do figado comprometido.
Um fragmento de cada lesdo foi macerado em PBS (pH 7,2) entre lamina e
laminula, para verificacdo microscopica da presenca de trofozoitos. O lobo hepatico
que apresentava a lesao foi coletado e fixado em formol tamponado 10% pH 7,2. Os
fragmentos foram desidratados, diafanizados, infiltrados e incluidos em parafina.
Foram obtidos cortes com 4 pm de espessura para coloragdo com
Hematoxilina e Eosina (H&E). Todas as laminas coradas foram utilizadas para

avaliar a presenca de lesdes amebianas.

4.8.2. Tratamento com melatonina
Foram avaliadas trés vias de administracdo da droga nos animais: oral,
subcutanea e intraperitonial, com doses variando de 3mg/Kg a 50mg/Kg do animal

COmo segue:
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4.8.2.1. Via oral - Foram utilizadas trés doses em trés diferentes experimentos: 5, 15
e 50 mg/Kg do animal. As doses da melatonina foram ajustadas para um volume de
200 uL em agua e administradas aos animais por uso de canulas gastricas.
= Grupo 1: tratamento diario com melatonina sete dias antes da inoculagdo com
E. histolytica, prosseguindo até o 6° dia do sacrificio, pds inoculagio.
= Grupo 2: tratamento diario com melatonina a partir do dia da inoculagdo com
E. histolytica até o 6° dia do sacrificio.
= Grupo 3: controle — animais inoculados com E. histolytica, sem tratamento
com melatonina.
4.8.2.2. Via intraperitonial - Foram utilizadas duas diferentes doses em trés
experimentos, 3 e 15 mg/Kg do animal. As doses da melatonina foram ajustadas
para volumes de 100 uL em etanol 70% e administradas com equipo protegido de
luz.
= Grupo 1: tratamento diario com melatonina sete dias antes da inoculagdo com
E. histolytica, prosseguindo até o 6° dia do sacrificio, pds inoculagéo.
= Grupo 2: tratamento diario com melatonina a partir do dia da inoculagdo com
E. histolytica até o 6° dia do sacrificio.
= Grupo 3: controle — animais inoculados com E. histolytica, sem tratamento
com melatonina.
4.8.2.2. Via subcutanea - Foi usada a dose de 15 mg/Kg do animal ajustadas em
etanol 70% e agua.
= Grupo 1: tratamento diario com melatonina dissolvida em agua no dia da
inoculagdo com E. histolytica até o 6° dia do sacrificio.
= Grupo 2: tratamento diario com melatonina dissolvida em etanol 70% no dia

da inoculagdo com E. histolytica até o 6° dia do sacrificio.
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= Grupo 3: controle — animais inoculados com E. histolytica, sem tratamento

com melatonina.

Todos os procedimentos de manipulacdo da melatonina ocorreram em sala

escura.

4.9. Andlise estatistica

Com auxilio do programa GraphPad InStat (3.0 for Windows) foram realizadas
andlises de varidncia dos resultados dos testes in vitro, com os respectivos
desdobramentos de interagdes entre fatores (ANOVA); e apods verificar a
significancia, o teste de Tukey foi utilizado para comparagdo das médias ao nivel de
0.05 de probabilidade. As diferengas foram consideradas significativas quando seu

“p value” foi menor que 0,05 (p<0,05).
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5. RESULTADOS

Todos os resultados dos testes in vitro representam a média de cinco
experimentos. Para facilitar a exposicdo dos resultados a cepa HM1-IMSS sera

mencionada apenas como HM1.

5.1. Eritrofagocitose

A tabela 1 mostra a capacidade eritrofagocitica de E. histolytica e E. dispar.
Nota-se que ocorreu diferengas nos indices de eritrofagocitose, bem como, no
numero de eritrocitos internalizados, considerando as cepas analisadas. A HM1
obteve o maior indice de fagocitose (92%) e de eritrécitos internalizados (16
eritrocitos). A utilizacdo dos horménios melatonina e cortisona nas interagdes das
amebas com os eritrécitos nao interferiu de maneira significativa na capacidade de

eritrofagocitose.
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Tabela 1: Numero de eritrécitos fagocitados e percentuais de amebas fagociticas
nas interagdes entre trofozoitos de E. histolytica e E. dispar com eritrécitos humanos,

em presencga e auséncia de melatonina e cortisona.

E. histolytica E. dispar
HM1 ICB-32 ICB-ADO
NUMERO DE  Horménio (-) 16 + 1,5% 3+1,4° 2+12°
ERITROCITOS  Melatonina (+) 18+1,5 4+0,7 2,4+1,1
FAGOCITADOS
Cortisona (+) 15+2,2 314 2+0,7
PERCENTUAL  Horménio (-) 92 +2,9% 45 + 3,6 25,4 + 2,0
DE AMEBAS  \elatonina (+) % 89+1,5 47 1,4 26+ 4
FAGOCITICAS
Cortisona (+) 90+£2,5 44 + 2,2 23,2+27

Letras iguais em cada parametro avaliado indicam diferencas estatisticas significativas (p<0,05).

Presencga de horménio (+) e auséncia de horménio (-)

Incubagao em PBS por 20 minutos a 37° C.
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5.2. Leucofagocitose

A tabela 2 mostra a leucofagocitose realizada pelas cepas de Entamoeba,
tendo como parametros: aderéncia, fagocitose, morte de leucécitos e morte de
trofozoitos. O maior indice de aderéncia foi observado com MN + HM1 (63,4%), ICB-
32 foi semelhante a HM1, mas, ICB-ADO mostrou indice significativamente menor
(18,4%). A fagocitose de MN foi cerca de 50,6% para HM1, e menor para as outras

cepas. A aderéncia e a fagocitose de PMN foram similares a MN.

Os indices de morte de leucdcitos fagocitados por trofozoitos da cepa HM1
foram os mais altos: 40,4% e 31,2%, para MN e PMN respectivamente. As outras
cepas tiveram menor capacidade de matar as células internalizadas. Observando-se
as amebas fagociticas, nota-se que trofozoitos de HM1 tiveram menores indices de

morte, e ICB-ADO o maior, alcangando 76,2% em incubacdo com PMN (Tabela 2).

Os indices de aderéncia de trofozoitos de E. histolytica a PMN e MN, em
presenga ou auséncia dos horménios melatonina e cortisona sao mostrados na
tabela 3. Os dois hormdénios aumentaram a aderéncia das amebas HM1 aos

leucocitos MN e PMN, quando comparadas as incubagdes sem hormdnios.

Os hormoénios nao interferiram na capacidade das amebas em internalizarem

os leucocitos (Tabela 4) ou em determinar a morte de células sanguineas (Tabela 5).

Entretanto, quanto as cepas HM1 e ICB-32 de E. histolytica, vale salientar que
a melatonina aumentou o indice de amebas que morreram durante a internalizagao
de leucécitos MN e PMN. Com cortisona, em geral os indices foram menores
quando comparados a melatonina. Para a cepa ICB-ADO, os horm&nios nao tiveram

papel modulador (Tabela 6).



45

Tabela 2: Leucofagocitose realizada por E. histolytica e E. dispar quanto aos

parametros: aderéncia, internalizacao de leucocitos, leucdcitos mononucleares (MN)

e polimorfonucleares (PMN) mortos e morte de amebas.

E. histolytica E. dispar
HM1 ICB-32 ICB-ADO
ADERENCIA A MN 63,4+51% 604+ 80° 184+2,7%"
ADERENCIA A PMN 62,8 +8,6° 596+64° 16,6+2,1%
FAGOCITOSE DE MN 50,6 +3,6® 228+ 36 9+15™
w
2 ab ac bc
9 FAGOCITOSE DE PMN 43 +4,3 20,6 £+4,7 96+23
O
3 MN FAGOCITADOS MORTOS % 404+ 33" 192+ 48° 54+15"
m
8 PMN FAGOCITADOS MORTOS 31,24+27® 1933 3+1,5%
0
- AMEBAS MORTAS NA PRESENCA b b
21,8+21° 23,6+ 3,6 63 + 8,4°
DE MN
AMEBAS MORTAS NA PRESENCA b e be
228 2,7 40,2+4,0 76,2 +6,6

DE PMN

Médias percentuais seguidas com letras iguais em cada pardmetro avaliado indicam diferengas
estatisticas significativas (p<0,05).

Incubacdo em PBS por uma hora a 37° C.



Tabela 3: Aderéncia entre amebas e

leucécitos mononucleares (MN)

polimorfonucleares (PMN) em presenca e auséncia de melatonina e cortisona.

46

e

E. histolytica E. dispar

HM1 ICB-32 ICB-ADO

Horménio (-) 63,4 +5,1%° 60,4 + 8,0 18,4 +2,7

MN Melatonina (+) % 80,4 + 6,5 66,2 + 4,7 17,6 +2,9
Cortisona (+) 748 +4,3° 58,2 + 8,8 18,4 + 3,2

Horménio (-) 62,8 + 8,6 59,6 + 6,4 16,6 + 2,1

PMN Melatonina (+) % 78,2 £ 3,4° 65,8 +5,3 16,3+ 3,3
Cortisona (+) 744 +£43° 60,6 + 8,1 16,8 + 1,4

Médias percentuais seguidas com letras iguais dentro do mesmo grupo de leucécitos indicam
diferencas estatisticas significativas (p<0,05).

Presenga de horménio (+) e auséncia de horménio (-)

Incubagao em PBS por uma hora a 37° C.
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Tabela 4: Capacidade fagocitica das amebas em interagdes com leucdcitos

mononucleares (MN) e polimorfonucleares (PMN) em presenga e auséncia de

melatonina e cortisona.

E. histolytica E. dispar

HM1 ICB-32 ICB-ADO
Hormonio (-) 50,6 £ 3,6 22,8+3,6 9+1,5

MN  Melatonina (+) % 62 +7,1 216+35 10,2 +2,3
Cortisona (+) 49,6 £5,3 1912 9,8+1,6
Horménio (-) 43+4,3 20,6 £4,7 9,6+2,3

PMN  Melatonina (+) % 45 + 4.4 20,2 + 3,7 9,6+ 1,6

Cortisona (+) 456 £4,0 20+ 3,6 9125

Presenga de horménio (+) e auséncia de horménio (-)

Incubagao em PBS por uma hora a 37° C.
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Tabela 5: Percentuais de leucécitos mononucleares (MN) e polimorfonucleares

(PMN) mortos durante a internalizagcdo pelas amebas em presenca e auséncia de

melatonina e cortisona.

E. histolytica E. dispar
HM1 ICB-32 ICB-ADO
Horménio (-) 40,4 +3,3 19,2 +4,8 54+15
MN  Melatonina (+) % 40 +4 20,6 +2,4 5+1,2
Cortisona (+) 39+5,5 18,8+ 21 46+1,8
Horménio (-) 312+27 19+3,3 3+15
PMN  Melatonina (+) % 294+ 16 18,2 + 3,1 28+14
Cortisona (+) 27,8+5,2 17,8 £ 2,3 24+11

Presenga de horménio (+) e auséncia de horménio (-)

Incubagao em PBS por uma hora a 37° C.
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Tabela 6: Percentuais de amebas mortas durante a internalizagdo de leucdcitos
mononucleares (MN) e polimorfonucleares (PMN) em presenga e auséncia de

melatonina e cortisona.

E. histolytica E. dispar

HM1 ICB-32 ICB-ADO

Horménio (-) 21,8 +2,1° 23,6 + 3,6° 63 + 8,4

MN  Melatonina (+) % 27,4 +2,0% 30 + 3,8 66 + 8,2
Cortisona (+) 17,6 +2,1° 16,8 + 2,9 58,6 + 8,3
Horménio (-) 22,8 +27° 40,2 + 4,0% 76,2+ 6,6
PMN  Melatonina (+) % 28,2 +4,2% 46,4 +2,7° 75,6 + 9,7
Cortisona (+) 19,8 + 1,9° 21,2 +25° 68,8 + 3,9

Presenga de horménio (+) e auséncia de horménio (-)

Incubagao em PBS por uma hora a 37° C.
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5.3. Dosagem do Anion Superéxido

A tabela 7 mostra que a liberagao espontanea de Oy por trofozoitos de E.
histolytica, E. dispar e leucécitos nao sofreu variacdes pela presenca da melatonina
e da cortisona. As maiores niveis de superdoxido em amebas foram para a cepa
HM1, significamente maior que a ICB-32 e a ICB-ADO, os niveis foram comparaveis
a liberagao espontanea observada em MN e PMN.

A figura 3 mostra as concentracdes de anion superédxido nas interagdes entre
os trofozoitos e as células sanguineas. De modo geral os indices foram maiores
para PMN. O maior nivel foi encontrado com incubagao de PMN com a cepa ICB-32
(33,8 nmol). A incubagao da cepa HM1 com PMN também gerou nivel de O;" de 16,6
nmol, que foi significativamente maior que as interacdées das trés cepas com MN e
da ICB-ADO com PMN.

Na figura 4 destaca-se o fato da melatonina ter aumentado a concentragao de
O3 nas interagdes entre HM1 e leucdcitos MN. Entretanto, para as amebas ICB-32 e
ICB-ADO interagindo com MN, os horménios ndao foram capazes de modular a
liberagao de superoéxido (Figura 5 e 6).

A figura 7 mostra as médias de O, liberado durante os ensaios entre a cepa
HM1 e as células PMN, em presenga e auséncia dos horménios. Tendo como
parametro comparativo a interagdo PMN + HM1 (16,6 nmol), a melatonina provocou
aumento do superdxido (27,8 nmol) e a cortisona causou reducgéao (10,4 nmol).

A interacao das células PMN com os trofozoitos ICB-32 gerou niveis altos de
O, tanto nas incubacbes apenas com células, como também na presenca de

melatonina (Figura 8).
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Na figura 9 nota-se que a melatonina ndo causou interferéncia, porém, para
PMN + ICB-ADO na presenca de cortisona, a liberacdo de superéxido foi menor

quando comparada a liberagao espontanea pelos leucécitos PMN isoladamente.



Tabela 7: Liberagao espontanea de O, por trofozoitos de E. histolytica e E. dispar,

bem como, por leucécitos, em presenca e auséncia de melatonina e cortisona.

Oz (nmol)
Hormonio (-) 125+2,1
HM1* Melatonina (+) % 11,86 + 1,4
Cortisona (+) 12,1+2,3
Hormonio (-) 6,4+0,8
ICB-32 Melatonina (+) % 6,58+ 0,9
Cortisona (+) 6,52 + 1
Hormonio (-) 8,7 £0,9
ICB-ADO Melatonina (+) % 8,62 + 1
Cortisona (+) 85+14
Hormonio (-) 11,6 +1,5
MN Melatonina (+) % 12,3+ 1,8
Cortisona (+) 11,2+1,6
Hormonio (-) 13,56 + 0,93
PMN Melatonina (+) % 13,96 + 0,8
Cortisona (+) 12,7 £1,2

* Indica diferencas significativas em relagdo as outras cepas (p<0,05).

Presenca de horménio (+) e auséncia de horménio (-)

Incubagdo em PBS por uma hora a 37° C.
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Figura 3: Anion superdxido liberado durante interagdes entre células mononucleares

(MN) e polimorfonucleares (PMN) com trofozoitos de E. histolytica (HM1 e ICB-32) e

de E. dispar (ICB-ADO).

* Indica diferengas significativas com todos os demais grupos (p<0,05).

Letras iguais indicam diferencgas significativas entre grupos ( p<0,05).



40 -

35 4

30 -

25 4

20

02" (nmol)

ab

15 A
10 ~
5
0

MN + PMA

MN + HM-1

MN+HM-1+MEL MN+HM-1+COR

54

Figura 4: Anion superoxido liberado durante as interacdes entre a cepa HM1 de E.

histolytica e células sanguineas mononucleares (MN), em presencga e auséncia de

melatonina (MEL) e cortisona (COR).

* Indica diferengas significativas em relagéo ao controle (MN) (p<0,05).

Letras iguais indicam diferengas significativas entre grupos ( p<0,05).
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Figura 5: Anion superoxido liberado durante as interagdes entre a cepa ICB-32 de E.
histolytica e células sanguineas mononucleares (MN), em presenga e auséncia de

melatonina (MEL) e cortisona (COR).

* Indica diferengas significativas em relagdo ao controle (MN) (p<0,05).
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Figura 6: Anion superdxido liberado durante as interagdes entre a cepa ICB-ADO de

E. dispar e células sanguineas mononucleares (MN), em presenga e auséncia de

melatonina (MEL) e cortisona (COR).

* Indica diferengas significativas em relagéo ao controle (MN) (p<0,05).

CF: C. fasciculata
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Figura 7: Anion superdxido liberado durante as interagbes entre a cepa HM1 de E.
histolytica e células sanguineas polimorfonucleares (PMN), em presencga e auséncia

de melatonina (MEL) e cortisona (COR).

* Indica diferengas significativas em relagdo ao controle (PMN) (p<0,05).

Letras iguais indicam diferengas significativas entre grupos ( p<0,05).
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Figura 8: Anion superoxido liberado durante as interagdes entre a cepa ICB-32 de E.
histolytica e células sanguineas polimorfonucleares (PMN), em presenca e auséncia

de melatonina (MEL) e cortisona (COR).

* Indica diferengas significativas em relagéo ao controle (PMN) (p<0,05).

Letras iguais indicam diferencgas significativas entre grupos ( p<0,05).
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Figura 9: Anion superoxido liberado durante as interagdes entre a cepa ICB-ADO
de E. dispar e células sanguineas polimorfonucleares (PMN), em presenca e

auséncia de melatonina (MEL) e cortisona (COR).

* Indica diferenga significativa em relagéo ao controle (PMN) (p<0,05).

CF: C. fasciculata
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5.4. Dosagem da Enzima Superoxido Dismutase (SOD)

A tabela 8 mostra as concentragdes de SOD liberadas espontaneamente
pelos trofozoitos e leucdcitos, isoladamente, em presenca e auséncia de hormdnios.
As maiores concentragdes de SOD em amebas foram na HM1, significamente maior
que ICB-32 e ICB-ADO, os niveis foram comparaveis a liberacdo esponténea
observada em MN e PMN. A concentracdo de SOD em PMN foi maior na presenca
de melatonina, e menor na presenga de cortisona.

Uma comparagao das concentragdes de SOD durante as interagdes entre
leucdcitos e amebas esta destacada na figura 10. A maior concentragao de SOD foi
para HM1 incubada com MN (76,38 Ul), seguida pelo grupo constituido da mesma
ameba com PMN (66,6 Ul).

A concentracdo de SOD nas interagdes de amebas HM1 com células MN, em
presenca e auséncia de melatonina foi significativamente maior que o controle,
constituido de MN em PBS, mas na presenca de melatonina, o aumento foi ainda
mais expressivo (Figura 11).

Os niveis de SOD nas interagdes de trofozoitos das cepas ICB-32 e ICB-
ADO, com células MN, em presenca de melatonina e cortisona nao diferiram dos
observados nas interagdes sem os horménios (Figura 12 e 13).

Na figura 14 é possivel observar que a SOD liberada nas interagbes da HM1
com PMN sofreu interferéncias hormonais. Neste caso, tanto a melatonina quanto a
cortisona aumentaram a SOD.

Nas incubacgdes de ICB-32 com leucécitos PMN, a melatonina também
aumentou os niveis de SOD. No grupo com cortisona houve aumento quando
comparado ao controle (PMN em PBS), mas nao diferiu quando a comparacéao foi

feita com PMN + ICB-32 sem o hormonio (Figura 15).
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Quanto as interagbes de amebas ICB-ADO com PMN, em presenca de
hormdnios, nota-se que as incubacdes dessa cepa, tanto com melatonina, quanto

sem ela, tiveram niveis de SOD maiores que o controle (PMN em PBS) (Figura 16).
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Tabela 8: Liberagao espontanea de SOD por trofozoitos de E. histolytica e E. dispar,

bem como, por leucécitos, em presenca e auséncia de melatonina e cortisona.

SOD (UlI)
Hormonio (-) 452 +7,2

HM1* Melatonina (+) % 472 + 4
Cortisona (+) 46,6 + 2,8

Hormonio (-) 2864
ICB-32 Melatonina (+) % 29,8+ 2,8
Cortisona (+) 28,2+3,3
Hormonio (-) 29,8 +5,3
ICB-ADO Melatonina (+) % 28,6 + 5,6
Cortisona (+) 28,2+43
Hormonio (-) 49,6 + 13,1

MN Melatonina (+) % 51,2+ 7,1
Cortisona (+) 494 +6,5

Horménio (-) 30,4 +1,14%°

PMN Melatonina (+) % 39+4,3°

Cortisona (+) 27,4 +2,7°

* Indica diferengas significativas em relagdo as outras cepas e letras iguais indicam diferengas

entre grupos (p<0,05).

Presenga de horménio (+) e auséncia de horménio (-)

Incubagao em PBS por uma hora a 37° C.
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Figura 10: Superéxido dismutase (SOD) liberada durante interagdes entre
leucdcitos mononucleares (MN) e polimorfonucleares (PMN) com trofozoitos de

E. histolytica (HM1-IMSS e ICB-32) e de E. dispar (ICB-ADO).

Letras iguais indicam diferencgas significativas entre grupos (p<0,05).
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Figura 11: Superodxido dismutase (SOD) liberada durante as interagdes entre a
cepa HM1 de E. histolytica e células sanguineas mononucleares (MN), em

presencga e auséncia de melatonina (MEL) e cortisona (COR).

* Indica diferenga significativa em relagédo ao controle (MN) (p<0,05).

Letras iguais indicam diferengas entre grupos (p<0,05).
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Figura 12: Superéxido dismutase (SOD) liberada durante as interagbes entre a
cepa ICB-32 de E. histolytica e células sanguineas mononucleares (MN), em

presenca e auséncia de melatonina (MEL) e cortisona (COR).
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Figura 13: Superoéxido dismutase (SOD) liberada durante as interagdes entre a
cepa ICB-ADO de E. dispar e células sanguineas mononucleares (MN), em

presenca e auséncia de melatonina (MEL) e cortisona (COR).

CF: C. fasciculata
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Figura 14: Superoxido dismutase (SOD) liberada durante as interagdes entre a

cepa HM1 de E. histolytica e células sanguineas polimorfonucleares (PMN), em

presencga e auséncia de melatonina (MEL) e cortisona (COR).

* Indica diferenga significativa em relagédo ao controle (PMN) (p<0,05).

Letras iguais indicam diferengas entre grupos (p<0,05).
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Figura 15: Superoxido dismutase (SOD) liberada durante as interagdes entre a
cepa ICB-32 de E. histolytica e células sanguineas polimorfonucleares (PMN), em

presencga e auséncia de melatonina (MEL) e cortisona (COR).

* Indica diferencga significativa em relagdo ao controle (PMN) (p<0,05).

Letras iguais indicam diferengas entre grupos (p<0,05).
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Figura 16: Superéxido dismutase (SOD) liberada durante as interagdes entre a
cepa ICB-ADO de E. dispar e células sanguineas polimorfonucleares (PMN), em

presenga e auséncia de melatonina (MEL) e cortisona (COR).

* Indica diferenca significativa em relagéo ao controle (PMN) (p<0,05).
Letras iguais indicam diferengas entre grupos (p<0,05).

CF: C. fasciculata
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5.5. Efeito da melatonina em infec¢cdes experimentais em Hamsters

A administracdo de melatonina, por trés diferentes vias de inoculacdo, com
tratamento prévio de 7 dias e em doses variadas, ndo reduziu significativamente as
lesdes hepaticas dos animais observadas macroscopicamente, como mostrado a

seqguir.

= Via oral — As lesdes variaram de grau lll e IV nos controles e nos animais
tratados com a melatonina, ndo havendo diferengcas entre os grupos

estudados mesmo quando da utilizacdo da dose de 50 mg/Kg.

= Via intraperitonial — Foram observadas lesbes de grau Ill e IV, como
esperado para a cepa, mas alguns animais que receberam melatonina
apresentaram reducao das lesdes sendo observadas lesdes pontuais (grau 1),
e, em alguns casos, o grau |l de comprometimento hepatico. Contudo estes

resultados nao foram significativos quando comparados aos controles.

= Via subcutanea — N&o foram observadas diferencas significativas na
gravidade das lesbes produzidas pela E. histolytica nos animais submetidos
ao tratamento com melatonina veiculada em agua ou etanol 70% e os

controles.

5.5.1 Andlise histopatolégica do figado de hamsters inoculados com E.

histolytica com e sem tratamento com melatonina.

A figura 17 ilustra a analise histopatolégica do figado dos hamsters sem a
presenca de melatonina (A) e com a melatonina (B). Nota-se que a area de

destruicao tecidual dos animais que receberam tratamento com melatonina foi menor
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quando comparado aos controles sem melatonina. A verificagdo microscopica da
necrose dos tecidos dos animais que nao receberam tratamento evidenciou que
frequentemente era distribuida em amplas zonas. Nos animais que receberam
melatonina encontrou-se parte de tecido normal entremeando regiées necrosadas. O
infiltrado inflamatério de alguns animais tratados com melatonina pareceu ser

constituido de maior numero de linfécitos e macréfagos.
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Figura 17: Figado de hamsters inoculados com a cepa HM1 de E. histolytica.

Sem tratamento com melatonina (A) e tratado com melatonina (B). H&E X100.
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6. DISCUSSAO

A amebiase esta entre as principais enfermidades parasitarias, sendo
amplamente difundida em todo o mundo, ocasionando morbidade e mortalidade
significativas, visto que, pode causar a disenteria amebiana e abscesso hepatico.
Globalmente a doencga leva ao 6bito anualmente cerca de 100.000 pessoas (WHO,
1997; STANLEY-JR, 2003; VAN-HAL et al., 2007; PRITT; CLARK, 2008).

Diante dessa realidade, estudos envolvendo aspectos ainda obscuros
relativos ao protozoario causador da doenga sao relevantes. O presente trabalho
comparou, através de ensaios in vitro, duas cepas de E. histolytica e uma de E.
dispar, quanto a capacidade de eritrofagocitose e leucofagocitose, além de avaliar
aspectos relacionados ao estresse oxidativo que as amebas, especialmente as
formas invasivas, estéo sujeitas no organismo humano.

Varios parametros sio utilizados para a caracterizagao quanto a viruléncia de
diferentes cepas de E. histolytica e para a investigacdo da patogenicidade de E.
dispar, dentre eles, esta a eritrofagocitose. In vivo a eritrofagocitose é caracteristica
de amebiase invasiva e a deficiéncia em realizar eritrofagocitose é considerada fator
de aviruléncia (BOETTNER et al., 2005).

Neste estudo foi possivel confirmar que a cepa HM1 de E. histolytica
apresenta grande capacidade de internalizag&o de eritrécitos, o que corrobora com a
forma clinica e espécie das quais as amebas foram isoladas, visto que se trata de
uma cepa reconhecidamente virulenta, isolada de colite disentérica. Nossos
resultados estdo de acordo com a literatura (TRISSL et al., 1978; BATISTA; SOUZA,

2004, BOETTNER et al., 2005).
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E. dispar e a cepa ICB-32 de E. histolytica tiveram comportamentos diferentes
da virulenta HM1, a capacidade de eritrofagocitose, bem como o numero de
eritrécitos internalizados foram bem mais modestos que os alcangados pela HM1.
Estes resultados confirmam os encontrados por Gomes et al. (1997) para diferentes
cepas de E. histolytica.

Pouco € conhecido sobre a capacidade fagocitica de E. dispar. Pillai,
Kobayashi e Kain (2001) mostraram que a lectina de aderéncia Gal/GalNac era
menos comum na superficie de E. dispar. Pimenta, Diamond e Mirelman (2002)
descreveram a formacéao de vesiculas menores em E. dispar durante a ingestdo de
bactérias.

Mitra et al. (2005) mostrou diferengas entre E. histolytica e E. dispar quanto a
fagocitose de bactérias, descreveu alteragbes na morfologia, acidificacdo e
degradagao dos fagossomas.

Boettner et al. (2005) procuraram determinar quais ligantes eram
reconhecidos nos eritrécitos para que E. histolytica realizasse fagocitose e se E.
dispar também reconhecia esses ligantes. Eles constataram que E. histolytica
provoca mudangas nos eritrocitos antes da ingestdo, incluindo exposigdo da
fosfatidilserina, que € reconhecida pelas amebas. E dispar foi relativamente
deficiente nas etapas da fagocitose, como a aderéncia e a internalizagao.

Voigt et al. (1999) enfatizaram que a patogenicidade requer uma dindmica do
citoesqueleto da ameba que permita movimento, penetracdo nos tecidos e
mudancas de formas dos trofozoitos. Destacaram que a miosina B esta envolvida na
fagocitose de eritrécitos humanos, pois, em sua auséncia havia falhas na

eritrofagocitose.
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Todos esses relatos, enfatizando diferencgas, juntamente com os resultados
obtidos no presente estudo, nos levam a inferir que possivelmente ICB-ADO e ICB32
apresentam diferengas estruturais em relacdo a HM1 que justifiquem a menor
capacidade de eritrofagocitose.

Durante a infecgao por E. histolytica, as células epiteliais intestinais servem
como sensores da infeccdo e iniciam uma resposta inflamatéria por parte do
hospedeiro. Linhagens de células epiteliais ativadas produzem uma variedade de
mediadores pro-inflamatérios, como IL-1, IL-2 e COX 2 (cicloxigenase 2). Células de
defesa do hospedeiro, especialmente, macrofagos e neutréfilos, sdo atraidos para o
local de invasao (STANLEY-JR; REED, 2001).

A fagocitose desempenha um importante papel na patogenicidade de E.
histolytica, portanto, a habilidade de fagocitar ndo apenas eritrécitos, mas também
bactérias e células humanas tém sido objetos de investigagdes. Diante disso, uma
avaliacdo ampla da capacidade fagocitica das amebas envolve além da
eritrofagocitose, a leucofagocitose.

Neste trabalho, pioneiramente, buscou-se realizar uma ampla comparacao
entre cepas de E. histolytica e E. dispar quanto aos parametros de atividade
fagocitica diante de leucécitos, que envolve: aderéncia, fagocitose, morte de células
internalizadas e morte das amebas durante o processo.

Os resultados encontrados referentes a leucofagocitose indicam que, de
modo geral, a aderéncia e a fagocitose foram similares para MN e PMN. A cepa
HM1 obteve maiores indices de aderéncia em relagao a E. dispar e maiores indices
de fagocitose que as outras cepas. A cepa HM1 também foi mais habil em matar os
leucdcitos internalizados, especialmente MN, e morreram menos durante o processo

de fagocitose. Isso tudo seria esperado, ja4 que se trata de amebas altamente
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virulentas. A relagao da leucofagocitose com a viruléncia pdde ainda ser confirmada
neste trabalho pelos indices significativamente mais baixos de leucofagocitose das
cepas ICB-32 e ICB-ADO.

A cepa ICB-32 foi isolada de assintomatico e foi avirulenta quanto a
inoculagdo em figado de hamster (Silva, 1997). Os trofozoitos da cepa ICB-ADO de
E. dispar, espécie ndo invasiva, quando em cultivo com C. fasciculata, nao foram
virulentos em teste in vivo e in vitro (Costa et al. 2006).

Estudos classicos envolvendo amebas e leucécitos, como de Jarumilinta e
Kradolfer (1964) e Guerrant et al. (1981) demonstraram que amebas virulentas sao
letais para leucécitos.

Salata, Pearson e Ravdin (1985) também demonstraram o poder dos
trofozoitos de E. histolytica (HM1) em matar leucécitos PMN e MN. As amebas foram
capazes de matar leucécitos mesmo quando proveniente de soro previamente
imunizado.

Guerrant et al. (1981) descreveram a interagdo entre E. histolytica e PMNSs.
Os estudos, in vitro e in vivo, mostraram que trofozoitos de cepas de E. histolytica
menos virulentas eram circundadas por PMNs, fragmentados e ingeridos por PMNs.
Em contraste, trofozoitos de cepas de amebas mais virulentas causaram perda na
motilidade destes leucdcitos, que eram fagocitados e mortos pelas mesmas.

Um estudo mostrou que, em presengca de IFN-y, os macréfagos in vitro
apresentavam maior capacidade de matar trofozoitos de E. histolytica (IP:0682:1). A
atividade amebicida foi determinada apds a incubagdo de macréfagos e trofozoitos
por quatro horas, com posterior contagem do numero de trofozoitos mortos. O

tratamento com IFN-y ativou macréfagos peritoniais de camundongos para matar as
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amebas, evidenciando que, quando ativados, sédo significativamente mais eficazes
(GHADIRIAN; DENIS, 1992).

Sanchez-Guillen et al. (2002) realizaram estudo clinico mostrando que a
amebiase invasiva tinha correlagdo com os niveis de IL-4, associados a um perfil de
resposta Th2, e a resisténcia a invasio, nos portadores assintomaticos, relacionava-
se a resposta Th1, com altos niveis de IFN-y.

O papel de citocinas nas interagcdes também foi avaliado num trabalho que
mostrou que a resposta imune a LPPG €& mediada por receptores toll-like 2 e 4. O
balango entre as citocinas pro-inflamatérias e antiinflamatérias produzidas por MNs
regula as respostas imunes inatas, e, seu desequilibrio € prejudicial para o
hospedeiro. A LPPG, quando utilizada para desafiar os MN, estimulou a produgao de
citocinas antiinflamatérias como a IL-10, portanto, o parasito pode modular a
resposta do hospedeiro a seu favor (MALDONADO-BERNAL, 2005).

Um estudo recente mostrou que na colite amebiana as areas de lesdes
apresentam alta concentragdo de neutréfilos e linfocitos. Os autores defendem a
teoria de que a interacdo entre os PMNs com os trofozoitos contribui para a
patogenicidade (DICKSON-GONZALEZ; URIBE; RODRIGUEZ-MORALES, 2008).

No presente trabalho, considerando os tipos de leucécitos, de modo geral, os
niveis mais altos de superoxido foram obtidos com incubagbées amebas-PMN. Em
presenca das cepas HM1 e ICB-32 as concentracbes aumentaram, e
surpreendentemente, isso foi ainda mais significativo para a cepa ICB-32, o que
talvez esteja relacionado as diferencas no arsenal de substancias desintoxicantes,
que pode estar mais desenvolvido na virulenta HM1, ou as diferengas na capacidade
das cepas inibirem a producdo de superdxido pelos leucécitos. E importante

destacar que a SOD foi encontrada em maior concentragdo nesta cepa, o que
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justificaria um nivel mais baixo de superdxido nas incubagées de PMN com HM1, em
comparagao a ICB-32. Com a ICB-ADO, os niveis de O, foram os mais baixos
encontrados, entretanto, ao contrario do que aconteceu com a HM1, os niveis de
SOD também foram baixos, o que pode indicar que os leucdcitos utilizaram
mecanismos nao oxidativos para destruir essas amebas, ou que, a cepa é tao
susceptivel ao O que, mesmo em niveis baixos foi destruida. Além disso, a cepa
pode ser tdo atenuada a ponto de ter limitada capacidade de produzir a SOD e foi
morta por outros mecanismos menos lesivos aos proprios leucocitos.

Ha& pouca informagao na literatura quanto a dosagem de superdxido em
interacdes entre amebas e leucécitos e os resultados sao controversos. Lin, Keller e
Chadee (1993) investigaram o efeito da cepa HM1 no burst oxidativo dos
macrofagos. O tratamento de macréfagos peritoniais com proteinas soluveis de
amebas aumentou a liberacédo de O, e de H,O, de maneira dose dependente.

Ghadirian e Kongshavn (1988) estudando interagcbes de MN com duas cepas
de E. histolytica, uma virulenta e outra ndo, constatou que os niveis de superéxido
produzidos por macrofagos eram maiores em presenga de ambas, especialmente
com a cepa virulenta.

Gandhi et al. (1987) detectaram que células PMN provenientes de pacientes
com formas graves de amebiase apresentavam niveis altos de superdxido, o que
nao era observado em células de pacientes com formas nao invasivas.

Entretanto, Arbo et al. (1990) mostrou que a resposta oxidativa dos neutréfilos
sofria uma redugdo em presenga de amebas. Manrique et al. (2002) n&o
encontraram aumento da produgao de superoxido por células PMN em presencga de

antigenos de cepas patogénicas de E. histolytica.
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Durante a invasao, os trofozoitos sao expostos a quantidades elevadas de
espécies reativas do oxigénio, tais como o radical superdxido. Segundo Ramos-
Martinez et al. (2008) o fendtipo de E. histolytica altamente virulento esta relacionado
a grande habilidade de reduzir o superdxido.

E. histolytica produz SOD contendo ferro, que € induzida pelo anion
superoxido, levando a produgdo de H;O, Além da SOD, a NADPH:flavina
oxidoredutase (Eh34) também tem um papel antioxidante convertendo oxigénio em
H,O,, que por sua vez pode ser eliminada pela enzima peroxiredoxina
(BRUCHHAUS; RICHTER; TANNICH, 1998).

Estudos mostraram que a SOD e enzima de superficie EH29 (peroxidase tiol-
dependente), que age bloqueando radicais livres, aumentam significativamente
quando os trofozoitos sdo expostos a altos niveis de oxigénio, sugerindo que ambas
estdo envolvidas na sobrevivéncia do parasito ao estresse oxidativo (AKBAR et al.,
2004; SEN et al., 2007).

Este trabalho mostrou a presencga de superdoxido e SOD mesmo quando havia
apenas amebas, portanto nas interagbes amebas-leucdcitos a origem desses
elementos poderiam partir de ambos. Niveis mais altos de O, e SOD foram obtidos
com HM1. Alguns trabalhos confirmaram a existéncia de superdxido em amebas.
Akbar (2004) relatou presenca de radicais livres em trofozoitos quando estavam em
ambientes ricos em oxigénio. Mufoz-Sanchez et al. (1997) afirmaram que amebas
em culturas produzem radicais livres do oxigénio com capacidade de gerar danos
bioldgicos. Criséstomo-Vazquez et al. (2002) avaliaram a relagao dos radicais livres
produzidos por E. histolytica com proteases (azocaseina e azoalbumina), sugerindo

que os radicais livres auxiliam a acao das proteases.
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Chen et al. (1996) mostraram que a sobrevivéncia do parasito em locais com
altas concentragbes de oxigénio € devido a um conjunto enzimatico composto de
SOD, catalase e peroxidase. Naquele trabalho a concentracdo de SOD nas amebas
foi ainda maior que o obtido aqui, mas, isso pode estar relacionado a metodologia
empregada (pyrogallol-NBT colorimetric assay) e ao tipo de cepa avaliada, que foi a
patogénica denominada El Ganzhou.

A melatonina tem sido relatada como capaz de interferirem nas respostas
imunes inatas (PAREDES et al., 2007). Em recente relato, Pena et al. (2007) reforga
0 aspecto imunomodulador da melatonina. Voluntarios humanos tratados com 20mg
diarias de melatonina tiveram aumento da resposta quimiotatica para PMN, mas uma
reducdo dessa resposta foi observada para MN.

Barriga et al. (2001) avaliaram o ritmo circadiano da melatonina, cortisol,
fagocitose e o efeito do estresse. Os animais submetidos a estresse tiveram niveis
mais baixos de melatonina, porém, os niveis de cortisol no soro e a capacidade
fagocitica de macréfagos foram maiores.

Sanchez et. al. (2008) administraram em ratos o triptofano, precursor da
melatonina, e observou a atividade fagocitica. Os resultados mostraram aumento da
resposta fagocitica e da desintoxicagao de radicais livres como o superoxido.

Um estudo avaliou a melatonina como imunomodulador das alteragdes
histopatolégicas relacionadas a esquistossomose, evidenciando que a agao
antioxidante da melatonina é altamente protetora, quando administrada apds a
infeccdo por Schistosoma mansoni sendo capaz de reduzir danos no figado e no
baco (EL-SOKKARY et al., 2002).

Ha poucos relatos quanto as interferéncias da melatonina em infeccbes por

protozoarios. Os escassos estudos publicados avaliaram interferéncias em casos de
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toxoplasmose (BALTACI et al., 2003; BALTACI et al., 2004; BALTACI et al., 2005).
Considerando os percentuais de linfocitos CD4 e CD8, a deficiéncia de melatonina
(pinealectomizados) tem influéncia negativa na imunidade celular de ratos com
toxoplasmose (BALTACI et al., 2005).

Santello et al. (2007) mostrou que a melatonina pode ser util no tratamento da
tripanossomiase, pois reduz a severidade da infeccdo experimental por
Trypanosoma cruzi. Recentemente, também foi mostrado que a melatonina aumenta
0s niveis de citocinas pro-inflamatérias na doenga de Chagas, o que constitui um
fator de protegao (SANTELLO et al., 2008).

Budu et al. (2007) mostrou uma perspectiva terapéutica da melatonina para o
tratamento da malaria. Eles afirmam que  N(1)-acetyl-N(2)-formyl-5-
methoxykynuramine (AFMK), um produto de degradacéo da melatonina, tem efeito
sincronizador para o Plasmodium chabaudi e Plasmodium falciparum, modulando o
ciclo de vida do parasito.

Embora a literatura tenha mostrado varios resultados promissores para uso
da melatonina exdgena, ha também relatos de falta de eficacia quanto ao seu uso.
Spreer et al. (2006) utilizando modelos in vivo de meningite bacteriana observaram
que embora existisse uma acdo antiinflamatéria com a terapéutica combinada,
constituida de antibiéticos e melatonina, os danos teciduais ndo eram reduzidos pelo
hormonio. E os resultados de outro estudo mostraram que niveis altos de melatonina
podem exacerbar infecgao por Salmonella enteritidis em aves (NISBET et al., 2008).

Este nosso estudo foi o primeiro a investigar in vitro e in vivo o papel
modulador da melatonina em relagédo a E. histolytica. Os dados mostraram que a
melatonina aumentou a taxa de aderéncia de leucécitos para a cepa HM1. Quanto a

morte das amebas, HM1 e ICB-32 morreram mais quando havia melatonina nas
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incubacdes. Entretanto, a adicdo de hormbnios nao foi capaz de interferir
significativamente no poder de eritrofagocitose das amebas, o que pode ser
indicativo de que a acdo dos horménios aconteca prioritariamente nas células de
defesa.

Em relacdo ao estresse oxidativo, observaram-se interferéncias hormonais,
principalmente com a melatonina. A interagcdo da cepa HM1 tanto com MN, quanto
com PMN, em presenga de melatonina, apresentou niveis significativamente mais
altos de O,. Estes resultados sinalizam que a cepa virulenta estimule mais
eficientemente o burst oxidativo nos leucdcitos. A cortisona reduziu a concentragao
de superéxido nas incubagdes com PMN, mostrando uma acédo imunoreguladora,
corroborando com outros estudos também realizados com glicocorticéides (MIYATA
et al., 1995; CABRERA, et al., 2001).

Os niveis de SOD nas incubagdes entre leucdcitos e cepas de E. histolytica
em presenca de melatonina foram mais altos que em sua auséncia, 0 mesmo nao
ocorrendo para E. dispar, portanto ocorreriam diferengas entre espécies, reforgcando
a idéia de que a SOD liberada pelas amebas possa refletir um mecanismo de
adaptacao das amebas aos locais ricos em superoxido, esse mecanismo parece ser
falho em E. dispar.

No estudo realizado por Franga (2002), utiizando EPEC, a melatonina
modulou a atividade funcional de fagdcitos, foi capaz de aumentar a fagocitose, a
atividade microbicida e a liberacdo de anion superdxido. A cortisona determinou
aumento na liberacao de superodxido por leucdcitos provenientes do colostro, mas
diminuigao para os do sangue.

No presente trabalho foi possivel perceber diferengas significativas tanto na

eritrofagocitose quanto na leucofagocitose, ndo apenas entre espécies, mas também
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entre as cepas. Ficou evidente que, para a virulenta HM1, a melatonina in vitro
apresenta funcdes moduladoras nas interagdes entre essas amebas e os leucdocitos
humanos, especialmente em relacdo ao contato, morte das amebas e estresse
oxidativo.

Por outro lado, in vivo, a melatonina, um horménio reconhecidamente
imunomodulador, ndo foi capaz de deter a agao destruidora das amebas no figado
dos hamsters. Apesar das zonas de necroses apresentarem diferengas no que tange
a extensao das lesbes e ao infiltrado inflamatério, estas diferencas nao levaram a
redugcdo dos danos teciduais observados macroscopicamente, sugerindo que o
parasito apresenta eficazes mecanismos de escape do sistema imune. Por exemplo,
ha aumento da producdo de SOD, neutralizando o superdxido, abrindo espaco para
a progressao da leséo, através da liberagdo de amebaporos e cisteina proteinases
pelas amebas. Além disso, elementos provenientes dos leucdcitos, como o
superoxido, em altas concentragdes, poderiam contribuir também para os danos
teciduais.

Essa idéia da forte resisténcia das amebas aos elementos do sistema imune
do hospedeiro € reforgada por varios autores. Santi-Rocca et al. (2009) relata que
quando confrontados com células de defesa do hospedeiro, os trofozoitos tendem a
se adaptar ao seu novo ambiente e modular as respostas, levando a sobrevivéncia
parasitaria mesmo quando sao formados focos inflamatérios.

Estudos mostraram que a SOD e a enzima de superficie EH29 aumentam
significativamente quando os trofozoitos sdo expostos a altos niveis de oxigénio,
sugerindo que ambas estdo envolvidas na sobrevivéncia do parasito ao estresse

oxidativo (ANKRI, 2002; AKBAR et al., 2004; SEN et al., 2007).
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Estudos in vitro e in vivo mostraram que as amebas também apresentam
resisténcia ao 6xido nitrico, interferindo na sintese desse elemento nos macréfagos
e também catabolizando-o. Em relacdo aos neutrdfilos, a proteina Ehserp presente
em cepas de E. histolytica inibe a agdo dessas células, reduzindo a atividade da
catepsina G, importante elemento durante a inflamagéao (TANI et al., 2001; ANKRI,
2002). Estes resultados reforgam a teoria de que as cepas mais virulentas langariam
mao de mecanismos eficientes em inibir a producdo de radicais livres pelos
leucdcitos, além do bloqueio dos mesmos com a producéo de SOD.

Outro aspecto a ser destacado refere-se a importancia da interagdo com a
microbiota intestinal na viruléncia de E. histolytica. A resisténcia das amebas em
relagcdo as células de defesa in vivo pode também sofrer interferéncia de outros
microrganismos. Tem sido proposto que um aumento da patogenicidade de E.
histolytica pode ser ocasionado pela interagdo com bactérias presentes no intestino
do hospedeiro.

Galvan-Moroyoqui et al. (2008) mostrou que a interagdo entre as amebas com
bactérias enteropatogénicas provoca aumento da viruléncia das amebas,
ocasionando maiores danos para as células epiteliais.

A interacdo de isolados de amebas de baixa patogenicidade com uma
variedade de bactérias gram-negativas, principalmente E. coli, que sao facilmente
ingeridas pelo amebas, provoca aumento significativo da capacidade dos trofozoitos
de ingerir e destruir células epiteliais intestinais, secretarem substancias citopaticas
e causarem lesdes hepaticas em hamsters (MIRELMAN et al., 1983).

Um recente estudo in vitro mostrou aumento de patogenicidade de trofozoitos
em cultivo xénico (PYSOVA et al., 2009), corroborando com Furst et al. (2002) e

Costa et al. (2007), que mostraram que E. dispar apesar de ser considerada nao-
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patogénica, em associagdo com a microbiota especifica, pode produzir danos
hepaticos em hamsters. Em cultivo xénico, trofozoitos de E. dispar além de induzir
severas lesdes hepaticas, apresentam atividade litica para células VERO.

Embora a amebiase seja amplamente distribuida, nos paises em
desenvolvimento as taxas de prevaléncia tendem a serem maiores. O investimento
em saneamento basico geralmente esta muito aquém do necessario, possibilitando a
expansao da amebiase, através da transmissao oro-fecal. Melhorias no servico de
saude publica reduziriam a doenga, porém, uma falta de progresso significante nesta
area, ocasionou uma necessidade de entender cada vez mais a biologia do parasito
e sua patogenicidade, para desenvolver métodos mais eficazes de tratamento e
prevencao da doenca.

Este trabalho prop6s conhecer um pouco mais sobre as interacdes entre
células sanguineas e trofozoitos de E. histolytica e E. dispar, tentando esclarecer
como esse protozoario, especializado em fagocitose, se comporta ao se deparar
com células humanas, algumas também altamente preparadas para a fagocitose. O
universo dessas interagdes esta longe de ser desvendado, mas encontramos
respostas interessantes e surgiram perspectivas para investigagées futuras, como
conhecer melhor os mecanismos de escape que E. histolytica utiliza in vivo para
evadir das respostas imunes do hospedeiro. Além disso, novos estudos focados na
melatonina podem confirmar o que foi sugerido aqui, a melatonina poderia ser util

como adjuvante da terapia anti-amebiana.
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. CONCLUSAO

A capacidade fagocitica das amebas € variavel conforme a cepa. Em relagao a
eritrofagocitose, o percentual de amebas fagociticas e numero de eritrocitos
fagocitados, variaram de acordo com a cepa, sendo a cepa mais virulenta (HM1)
a de maior poder de internalizar eritrécitos. Quanto a leucofagocitose, as amebas
HM1 tiveram maiores indices de aderéncia e fagocitose que as outras cepas.
Essas amebas também foram mais habeis em matar os leucécitos internalizados,
especialmente MN, e morreram menos durante o processo de fagocitose.

Os niveis mais altos de superdxido foram com incubagdes de PMN, em presenca
de amebas ICB-32, sugerindo diferengas entre as cepas quanto ao arsenal de
substancias desintoxicantes. Ele pode estar mais desenvolvido na virulenta HM1,
que foi a cepa onde os niveis de SOD foram os mais altos, ou as diferencas entre
cepas com maior viruléncia em inibir a produgdo de radicais livres pelos
leucécitos.

Mesmo em amebas isoladamente, havia superdxido e SOD, niveis mais altos de
O, e SOD foram obtidos com HM1.

A melatonina interferiu nas interacbes entre amebas e leucécitos in vitro. Ela
aumentou a taxa de aderéncia de leucodcitos as amebas HM1; a morte de
amebas das cepas HM1 e ICB-32 durante as interacbes com leucécitos foram
maiores em presenga de melatonina. Quanto ao estresse oxidativo, a melatonina
também provocou alteragdes, havendo maior concentragdo de superdxido nas
incubagdes de amebas HM1 tanto com MN, quanto com PMN, em presenca de
melatonina. E os niveis de SOD, em presenca de melatonina, foram altos para

HM1 e ICB-32, especialmente com PMN.
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v' Considerando os diferentes parametros analisados in vitro, é possivel afirmar
que, HM1 de E. histolytica, teve caracteristicas e comportamentos diferentes das
cepas avirulentas, o que esta de acordo com a forma clinica das quais essas
amebas foram isoladas, confirmando, através de outros meios, a sua viruléncia.

v" Na amebiase experimental a melatonina n3o foi capaz de reduzir
significativamente as lesbes hepaticas dos hamsters segundo critérios

macroscopicos.
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9. ANEXOS

ANEXO 1 — Modelo do Termo de Consentimento

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A aluna do programa de Pds-graduacdo em Parasitologia da Universidade Federal

de Minas Gerais, Aline do Carmo Franga Botelho, convida-lhe

a participar como voluntario no projeto de

pesquisa intitulado “Avaliacdo da interferéncia da melatonina nas interagcbes entre

trofozoitos de Entamoeba e células sanguineas” O projeto objetiva avaliar in vitro as

interagbes entre trofozoitos de E. histolytica e células sanguineas, bem como, a

capacidade dos horménios melatonina e cortisona de modular essas interacoes,

aspectos ainda cientificamente obscuros, o que torna o projeto pertinente. O

voluntario afirma que foi esclarecido quanto aos seguintes aspectos:

= Os objetivos da pesquisa;

» Necessidade de colheita de amostras de sangue;

= Recebimento de esclarecimentos a cerca dos procedimentos, desconfortos e
riscos possiveis, resultados, beneficios e outros assuntos relacionados com a
investigacao;

» (Garantia de poder retirar o consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem
qualquer penalizagao ou prejuizo.

= Carater confidencial da pesquisa, ndao sendo permitida a identificagdo dos
participantes.

Assinatura do voluntério Data

Aline do Carmo Franga Botelho. Laboratério de Amebiase, ICB, Bloco L-4.
Fone: 31-3499-2845; 34-88057812, Av. Antbnio Carlos, 6627. CEP: 31270-901.
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
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