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RESUMO 

A amebíase é uma importante enfermidade parasitária, ocasionando morbidade e 

mortalidade significativas. Dentre os protocolos sugeridos para quantificar a 

virulência dos isolados de Entamoeba histolytica está a capacidade eritrofagocítica, 

mas pouco é conhecido quanto a capacidade de leucofagocitose. O presente estudo 

objetivou verificar a capacidade de eritrofagocitose e leucofagocitose de trofozoítos 

de E. histolytica e E. dispar, dosar o superóxido (O2
-) e a enzima superóxido 

dismutase (SOD), em presença e ausência de melatonina. Além disso, buscou-se 

conhecer a ação da melatonina na amebíase experimental. Para os testes in vitro 

foram coletadas amostras de sangue periférico humano e separados os tipos 

celulares em: eritrócitos, leucócitos mononucleares (MN) e polimorfonucleares 

(PMN). Trofozoítos de E. histolytica (cepas HM1-IMSS e ICB-32) e de E. dispar 

(cepa ICB-ADO) foram incubados com as células. Para dosagem do O2
- foi usado o 

cromógeno Ferricitocromo C e a dosagem da SOD foi através da técnica de redução 

do NBT (Nitro Blue Tetrazolium). Na amebíase experimental foram utilizados 

hamsters machos que foram inoculados intra-hepaticamente com amebas da cepa 

EGG e HM1-IMSS de E. histolytica. As lesões produzidas nos animais foram 

analisadas de acordo com o grau de comprometimento hepático. Grupos de animais 

foram tratados com melatonina, em diferentes doses e vias de inoculação. Os 

resultados in vitro mostraram que a eritrofagocitose foi maior para a cepa HM1-

IMSS, bem como o número de eritrócitos internalizados. Quanto à leucofagocitose, 

os resultados também foram também mais expressivos para a cepa HM1-IMSS, 

considerando a aderência, fagocitose e morte de leucócitos. Foram observadas 

interferências hormonais pela melatonina, tanto na leucofagocitose, quanto nos 

níveis de O2
- e de SOD. A inoculação de melatonina nos animais não provocou 
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alterações significativas das lesões hepáticas observadas macroscopicamente, o 

que pode indicar que in vivo as amebas podem apresentar meios eficazes de 

escape do sistema imune. O universo das interações amebas-leucócitos ainda está 

longe de ser completamente desvendado, mas encontramos algumas respostas 

interessantes e surgiram perspectivas para investigações 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 O2
- 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 O2
- 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. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Amebíase 

1.1.1. Aspectos históricos e epidemiológicos 

Os primeiros relatos científicos referentes à amebíase são do século XIX. 

Através de estudos microscópicos e clínicos, Lösch (1875) associou disenteria à 

presença de trofozoítos nas fezes, os quais foram denominados de Amoeba coli. 

Köch e Graffki (1887) relataram a invasão de tecidos por amebas e Councilman e 

Lafleur (1891) descreveram o processo patológico associado à invasão amebiana no 

fígado. Estes autores também descreveram detalhadamente as amebas causadoras 

das lesões e nomearam-nas de Entamoeba dysenteriae. 

No início do século XX havia controvérsias quanto à nomenclatura das 

amebas. Schaudinn (1903) renomeou E. dysenterie como Entamoeba histolytica, 

além de ter descrito outra espécie de ameba, Entamoeba coli, sendo esta não 

patogênica. Craig (1905) considerou que o nome E. dysenteriae era prioritário sobre 

E. histolytica. Entretanto, Walker (1911) redescreveu as amebas intestinais 

confirmando a denominação E. histolytica e distinguindo-a da E. coli através do 

número de núcleos dos cistos das duas espécies. 

Brumpt (1925) propôs a existência de duas espécies do gênero Entamoeba 

que eram semelhantes na sua morfologia, infectantes para o homem, sendo uma 

patogênica e outra não patogênica. Seus estudos foram baseados na constatação 

de que muitos pacientes aparentemente infectados por E. histolytica eram 

assintomáticos e espontaneamente livravam-se da infecção. Brumpt denominou a 

espécie não patogênica de Entamoeba dispar. Porém, considerando que os 
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caracteres morfológicos entre as duas espécies são idênticos, a idéia proposta por 

ele não foi bem aceita pela comunidade científica da época. 

Entretanto, foi somente no ano de 1997, no seminário sobre amebíase 

realizado no México, que a Organização Mundial da Saúde (OMS), juntamente com 

pesquisadores da área, confirmou a existência da E. dispar (OMS, 1997). 

A amebíase é uma importante enfermidade parasitária, causada pelo 

protozoário entérico E. histolytica, amplamente difundido em todo o mundo, embora 

seja mais incidente em locais onde o saneamento básico é inadequado. Em países 

desenvolvidos esse protozoário parasito é visto principalmente em viajantes para 

áreas endêmicas e emigrantes. A doença ocasiona morbidade e mortalidade 

significativas, afeta cerca de 50 milhões 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 população pode variar de acordo com a localização geográfica, 

susceptibilidade do hospedeiro e diferenças de virulência do organismo (PRITT; 

CLARK, 2008). 

Altas taxas de infecção são encontradas na Índia, África, América Central e 

do Sul. No Brasil, a amebíase apresenta grande diversidade no número de 

indivíduos infectados ou com sintomatologia da doença, variando de região para 

região. De forma geral varia de 2,5 a 11%, mas é importante salientar que índices 

próximos de 20% podem ser encontrados na região amazônica (SILVA; GOMES, 

2005). 
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1.1.2. Morfologia e biologia do parasito 

Trata-se de protozoário pertence ao sub-filo Sarcodina, tendo forma amebóide 

e locomovendo-se através de pseudópodes. O trofozoíto tem em média de 20 a 40 

micrômetros, podendo chegar a até 60 micrômetros nas formas invasivas (Figura 1). 

Geralmente tem apenas um núcleo, bem nítido quando corado, mas pouco visível 

em preparações a fresco. Nessas preparações, os trofozoítos são pleomórficos, com 

rápida emissão de pseudópodes, grossos, hialinos, parecendo deslizar na superfície 

da lâmina (SILVA; GOMES, 2005). 

A ingestão de alimentos se dá por pinocitose (partículas líquidas) e fagocitose 

de bactérias e restos celulares. Entretanto, nas formas invasivas de amebíase 

também é freqüente a eritrofagocitose e a leucofagocitose. O processo de fagocitose 

inicia-se com a ligação da lectina Gal/GalNAc (OKADA et al., 2005) e para que 

ocorra a degradação, os amebaporos e as cisteína proteinases são recrutados para 

os fagossomas (QUE et al., 2002; ANDRA; HERBST; LEIPPE, 2003).  

Os cistos são esféricos com cerca de 10 a 16 micrômetros de diâmetro, 

apresentando de um a quatro núcleos. Quando maduros têm quatro núcleos (Figura 

1). Há reserva energética (glicogênio) em um vacúolo distinto no cisto imaturo, 

tornando-se difuso nos cistos maduros (DIAMOND; CLARK, 1993). A parede celular 

dos cistos é composta de quitina (RAVDIN, 1995). No meio ambiente podem 

sobreviver por semanas ou meses, principalmente quando as condições de umidade 

e temperatura são favoráveis. Eles sofrem degeneração em temperaturas menores 

que 5ºC e maiores que 40ºC (TANYUKSEL; PETRI, 2003). 
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Figura 1. A, B e C: Cistos. D: Trofozoíto ingerindo eritrócitos. E: 

Trofozoíto corado com tricrômio. Adaptado de Haque et al. (2003). 

 

 E. histolytica é morfologicamente indistinguível de E. dispar, entretanto vários 

trabalhos mostraram diferenças bioquímicas 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 não causadora de doença, os trofozoítos 

colonizam o intestino, mas os pacientes são assintomáticos (SARGEAUNT; 

WILLIAMS; GREENE, 1978; TANNICH et al.,1989; MAK, 2004). 

 As evidências de diferenças genéticas culminaram para a diferenciação das 

duas espécies, e conseqüentemente, a denominação E. dispar, para a comensal e 

E. histolytica, para a patogênica foi estabelecida (CLARK; DIAMOND, 1991; BURCH 

et al., 1991). 

O ciclo de vida do parasito é monoxênico e relativamente simples (Figura 2). 

A infecção se inicia com a ingestão de cistos provenientes de água e alimentos 

contaminados, sendo eles resistentes à ação do suco gástrico. O desencistamento 
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ocorre no intestino delgado, com a saída do metacisto, através de uma pequena 

fenda na parede cística. O metacisto sofre sucessivas divisões nucleares e 

citoplasmáticas, dando origem aos trofozoítos. Eles migram para colonizar o 

intestino grosso. Neste local eles podem se desprender da mucosa, sofrer 

desidratação e se transformar em pré-cistos, em seguida, secretam uma membrana 

cística e se transformam em cistos. Inicialmente os cistos são mononucleados, mas 

posteriormente sofrem divisões nucleares, tornando-se tetranucleados, que são 

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). 
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1.1.3. Patogenia, virulência e resposta imune 

 Para causar lesões, inicialmente os trofozoítos aderem ao muco intestinal e 

células epiteliais por mecanismos mediados por lectinas. A lectina que parece 

contribuir de forma mais significativa para a adesão é a Gal/GalNAc (MCCOY et al., 

1994; LEJEUNE et al., 2009).  

Após o contato íntimo, polipeptídeos chamados amebaporos são liberados 

pelo parasito. Os amebaporos estão constitutivamente presentes no citoplasma dos 

trofozoítos (GONZÁLEZ et al., 2008) são capazes de induzir apoptose e necrose de 

células eucarióticas e também apresentam atividade antibacteriana (LEIPPE; 

MULLER-EBERHARD, 1994).  

A inibição da expressão do amebaporo em trofozoítos de E. histolytica reduziu 

expressivamente a capacidade lítica sobre hemácias e células renais de hamster, 

bem como, a capacidade de produzir zonas de necrose liquefativa hepática 

(BRACHA et al., 1999). 

Há evidência de um papel central das cisteínas proteinases como fator de 

virulência para E. histolytica, estando envolvidas no rompimento da barreira de 

muco, o que é fundamental na patogênese da amebíase (MONCADA et al., 2006; 

LEJEUNE et al., 2009). As enzimas proteolíticas secretadas pelo parasito rompem o 

muco e a barreira epitelial, facilitando a penetração no tecido (QUE; REED, 2000). A 

combinação destas moléculas e talvez de alguns outros fatores ainda 

desconhecidos, conduzem à formação de úlceras e a migração subseqüente da 

ameba para o fígado e outros locais (STANLEY-JR, 2001).  

 A caracterização de diferentes cepas de E. histolytica e E. dispar quanto à 

virulência pode ser realizada de várias formas. As principais formas são: a 

capacidade de induzir “abscesso” em fígado de hamster, a eritrofagocitose e o efeito 
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citopático sobre células VERO. É importante considerar as características biológicas 

ou funções do parasito, essas características ou funções podem estar relacionadas 

com mecanismos patogênicos que ocorrem no desenvolvimento de amebíase 

invasiva (GOMES et al., 1997). 

Quanto à interação com o sistema imune, uma molécula de superfície 

denominada Lipopeptidiofosfoglicana (LPPG) de E. histolytica foi descrita como 

sendo capaz de ser reconhecida pelos receptores toll-like receptor (TLR) 2 e 4 dos 

leucócitos favorecendo uma resposta inflamatória (MALDONADO-BERNAL et al., 

2005). 

  A invasão dos tecidos pelos trofozoítos de E. histolytica induz resposta imune 

humoral, a qual pode persistir por vários anos, com produção de anticorpos, a baixos 

títulos, depois da cura da doença. Os títulos de anticorpos não estão 

necessariamente correlacionados com a proteção do hospedeiro, o que sugere que 

a imunidade humoral não protege contra a infecção por E. histolytica (PÉREZ; 

KRETSCHMER, 1994; MANRIQUE et al., 2002). 

 Por outro lado, a resposta imune celular tem sido demonstrada como 

fundamental para o controle da infecção, como mostram estudos de transferência 

passiva de células T e experimentos de imunossupressão seletiva. Verificou-se a 

presença de quadro clínico grave, com invasão de tecidos em animais de 

laboratório, quando suprimida a imunidade celular (WANG; KELLER; CHADEE, 

1992; PÉREZ; KRETSCHMER, 1994). 

 Existem evidências que as amebas são destruídas in vitro por linfócitos T 

obtidos de pacientes curados de abscessos hepáticos amebianos, sendo as células 

CD8+ responsáveis pela lise do parasito. Para exercer sua atividade amebicida, os 

linfócitos requerem não apenas o contato célula a célula, mas também a ação de 
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certas citocinas como a IL-2 (interleucina 2) e o INF-γ (interferon-gama) (SCHAIN; 

SALATA; RAVDIN, 1992). 

 E. histolytica induz intensa resposta inflamatória na mucosa intestinal. As 

células epiteliais iniciam uma resposta de defesa produzindo citocinas pró-

inflamatórias como a IL-1, IL-8, fatores quimiotáticos para macrófagos e neutrófilos, 

induz produção de óxido nítrico e fator de necrose tumoral alfa (TNF- α) (ANKRI, 

2002).  

 Durante a lise celular mediada pelo contato ameba/célula há uma potente 

ação quimiotática para neutrófilos, que ao chegaram ao local da inflamação podem 

ser destruídos pelas amebas virulentas (RAVDIN; MURPHY, 1992; MANRIQUE et 

al., 2002). 

 Investigando fatores moleculares envolvidos com a amebíase, Blazquez et al. 

(2006) mostraram um importante papel de TNF- α in vitro, atuando como agente 

quimiotático para os trofozoítos, ou seja, atraindo trofozoítos para o local onde há 

essa citocina. 

 Estudo recente mostrou que a expressão da enzima inflamatória 

cicloxigenase 2 (COX-2) em trofozoítos e macrófagos é importante para a formação 

do “abscesso” hepático amebiano, sugerindo que além de macrófagos e neutrófilos, 

os próprios trofozoítos poderiam estar envolvidos no processo inflamatório 

relacionado à amebíase extra-intestinal (GUTIERREZ-ALARCON et al., 2006).   

MLIF (fator de inibição da locomoção dos monócitos) foi identificado como um 

peptídeo produzido por E. histolytica, capaz de inibir a locomoção dos fagócitos 

mononucleares humanos e a produção de radicais livres por eles, facilitando a 

invasão das amebas (RICO et al., 1992; KRETSCHMER; GIMENEZ, 2001). 

 Posteriormente, um estudo semelhante mostrou que E. dispar em culturas 
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axênicas não apresenta o fator de inibição da locomoção dos monócitos, e, 

consequentemente, isso poderia facilitar a sua eliminação pelos leucócitos (SILVA-

GARCIA, et al., 2003). 

Stanley-Jr (2003) propôs um modelo de indução de inflamação, bem como, de 

danos teciduais, na colite amebiana. Algumas etapas foram destacadas: 

 Aderência dos trofozoítos às células do epitélio intestinal (Gal/GalNAc); 

 Ativação do programa de virulência (amebaporos e cisteína 

proteinases); 

 Danos celulares e liberação do precursor da IL-1β;  

 IL-1β é clivada por cisteínas proteínases das amebas; 

 IL-1β ativa o Fator Nuclear Kappa Beta (NF-κB) causando liberação de 

mediadores inflamatórios como IL-8 e COX-2; 

 Neutrófilos são atraídos pelas substâncias quimiotáticas; 

 Macrófagos liberam TNFα; 

 Substâncias liberadas por leucócitos e amebas causam lesões 

teciduais (cisteína-proteinases, outras enzimas e radicais livres); 

 Amebas invadem o tecido. 

Há evidências de que a imunidade inata é fundamental na resolução da colite 

amebiana, visto que, os pacientes que receberam doses altas de corticosteróides, 

potentes inibidores do NF-κB, apresentaram doença mais grave (STANLEY-JR, 

2003). 

A importância da resposta imune inespecífica também fica evidente através 

de um estudo recente realizado in vivo. Demonstrou-se que o estabelecimento de 

uma resposta inflamatória induzida, por exemplo, com bacilos Calmette-Guérin e 
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lipopolissacarídeo, protegeu os animais desafiados de desenvolver amebíase 

invasiva (SHIBAYAMA et al., 2008). 

Entretanto é importante enfatizar que a infecção pode ser agravada por 

respostas imunes exageradas por parte do hospedeiro, elementos como os radicais 

livres provenientes de leucócitos ativados podem contribuir para a formação de 

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

 

1.1.4. Manifestações clínicas 

Estima-se que cerca de 90% dos casos de amebíase são assintomáticos. 

Porém, considerando as formas sintomáticas, a amebíase intestinal é a mais 

freqüente (STANLEY-JR, 2003).  

Há a colite não disentérica, em que o paciente apresenta cólicas abdominais 

e períodos de diarréia intercalados por períodos assintomáticos, com funcionamento 

normal do intestino. Algumas vezes a colite é disentérica, caracterizada por sintomas 

dispépticos exacerbados (dor, eructação, queimação, náusea), distensão abdominal, 

flatulência, cólica, mais de dez evacuações muco-sanguinolentas por dia e sensação 

constante de necessidade de evacuar. A submucosa fica repleta de úlceras que 

podem causar distúrbios hidroeletrolíticos e desnutrição energético-proteica (MELO 

et al., 2004). 

 Na amebíase extra-intestinal, os trofozoítos podem migrar através da veia 

mesentérica superior e chegar ao fígado, onde geram inflamação, degeneração 

celular e necrose liquefativa, formando assim o “abscesso amebiano”, geralmente no 

lobo direito. O paciente apresenta febre, dor intensa no hipocôndrio direito com 

irradiações típicas de cólica biliar e hepatomegalia dolorosa à palpação, geralmente 

não ictérica (THOMPSON; FORLENZA; VERMA, 1985).  
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 A manifestação extra-intestinal mais comum é no fígado. Essa evolução no 

passado era considerada invariavelmente fatal, mas com a introdução de diagnóstico 

e tratamento mais efetivo, as taxas de mortalidade foram reduzidas para 1-3% 

(THOMPSON; FORLENZA; VERMA, 1985; BARNES et al., 1987). 

A amebíase pode ser agravada com infecção bacteriana secundária, podendo 

levar a ruptura do abscesso para a cavidade abdominal, para o pulmão, para a 

pleura ou para o pericárdio. A disseminação hematogênica do trofozoíto pode levar a 

formação de lesões no pulmão, pele, pericárdio, aparelho geniturinário e cérebro 

(STANLEY-JR, 2003). 

Um estudo realizado no Vietnã reportou 21 casos de amebíase hepática para 

cada cem mil habitantes da cidade de Hue (BLESSMANN et al., 2002). As lesões 

hepáticas parecem ser mais incidentes em pacientes portadores de HIV (Vírus da 

Imunodeficiência Humana) como relatado em estudo realizado no Hospital Nacional 

de Seul, onde 32% dos pacientes com lesões hepáticas amebianas eram HIV 

positivos (MUZAFFAR et al., 2006).  

Papavramidis et al. (2008) relatou um caso de abdômen agudo devido a 

ruptura de um abscesso amebiano no fígado de grande dimensão, uma forma grave 

e com altas taxas de mortalidade. Os autores enfatizaram que o diagnóstico e o 

tratamento precisam ser rápidos para preservar a vida do paciente. 

Uma importante forma da doença é a colite amebiana fulminante que, é mais 

freqüente em mulheres grávidas e indivíduos imunossuprimidos, além disso, 

associações com diabetes e uso de álcool têm sido também reportadas 

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

O diagnóstico laboratorial da amebíase intestinal é feito tradicionalmente por 

pesquisa do parasito nas fezes. Em geral, formas císticas são encontradas em fezes 

consistentes e trofozoíticas em material fecal diarréico ou pastoso. Contudo, a 

inexperiência técnica, a eliminação intermitente do cisto de E. histolytica/E.dispar 

(WALSH, 1986) e a não diferenciação morfológica com outras amebas intestinais, 

células e artefatos podem promover erros no diagnóstico microscópico (BRUCKER, 

1992).  

No imunodiagnóstico, a reação de imunofluorescência indireta (RIFI) para 

pesquisa de anticorpos específicos contra o parasito no soro do paciente e o ensaio 

imunoenzimático (ELISA) para detecção de coproantígenos nas fezes têm sido 

empregados como alternativa diagnóstica. Ambas as técnicas podem ser utilizadas 

para o diagnóstico de casos isolados ou para estudos epidemiológicos (HAQUE et 

al., 1998), mostrando superior especificidade e sensibilidade no diagnóstico em 

relação à microscopia (KATZWINKEL- WLADARSCH et al., 1994). A reação em 

cadeia da polimerase é considerada método de maior especificidade para a 

identificação de infecções por E. histolytica, constituindo método promissor para 

utilização rotineira em laboratórios, mas ainda está em fase de otimização para 

facilitar sua execução e reduzir custos (SILVA; GOMES, 2005).  

Quanto ao tratamento, o metronidazol é o amebicida mais usado no mundo. É 

bem tolerado, sendo hoje praticamente a droga de escolha tanto na amebíase 

intestinal quanto na hepática, nas doses de 500-800 mg, três vezes ao dia, durante 

cinco dias. Quando os resultados não são satisfatórios, recomenda-se a associá-lo à 

antibióticos. Além do tratamento medicamentoso, a adoção de medidas profiláticas é 

fundamental, para impedir a contaminação fecal da água e alimentos, através de 
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medidas de saneamento básico, educação sanitária e rígido controle dos indivíduos 

que manipulam alimentos, muitas vezes portadores assintomáticos da amebíase 

(SILVA; GOMES, 2005). 

 

1.2. Leucócitos e Estresse Oxidativo 

O sistema hematopoiético é constituído de diversas células derivadas das 

células-tronco pluripotentes na medula óssea. As hemácias são as mais abundantes, 

são desprovidas de núcleo e organelas, contêm hemoglobina, executam funções 

vitais no organismo: transporte de gases e tamponamento dos íons de hidrogênio. 

Os leucócitos, nomenclatura usada para denominar vários tipos celulares, são 

importantes nas respostas imunes inatas e adaptativas (PORTH, 2004). 

Os linfócitos T e B são distinguidos pelos seus sítios de diferenciação, as 

células T no timo, e as células B, na medula óssea, bem como, por seus receptores 

de antígenos. Os linfócitos B, quando ativados, se tornam plasmócitos, secretores de 

anticorpos. As células T se subdividem em citotóxicas (CD8+) e auxiliares (CD4+). 

Os leucócitos que se originam de células-tronco mielóides são os monócitos, 

basófilos, mastócitos, eosinófilos e neutrófilos (JANEWAY et al., 2000). 

Os eosinófilos e mastócitos são importantes nos casos de infecções 

parasitárias e abundantes na hipersensibilidade imediata. Os basófilos têm função 

semelhante e complementar aos eosinófilos e mastócitos. Os monócitos se 

diferenciam em macrófagos nos tecidos, onde são as principais células fagocitárias 

do sistema imunológico. Os neutrófilos são também fagócitos importantes, 

permanecem no sangue até serem recrutados para os locais de inflamação 

(JANEWAY et al., 2000). 
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As células vivas têm a capacidade de englobar partículas através de um 

processo ativo que envolve a formação de prolongamentos da membrana plasmática 

e vesícula citoplasmática contendo o material englobado. Tal processo é 

genericamente denominado endocitose, que é dividido em fagocitose (partículas 

sólidas) e pinocitose (partículas líquidas). A fagocitose é um dos principais 

mecanismos inatos de eliminação de patógenos, constituindo uma das primeiras 

linhas de defesa contra infecções. O processo inicia-se pela adesão do fagócito ao 

agente lesivo, em seguida há o englobamento, através da formação de 

prolongamentos citoplasmáticos, forma-se o fagossoma e o fagolisossoma, e ao final 

do processo, teoricamente, há a morte do patógeno (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 

2000). 

A destruição de microrganismos após a fagocitose pode ser mediada por dois 

mecanismos: metabolismo oxidativo com produção de metabólitos do oxigênio 

(BABIOR, 1978; MUNDI et al., 1991) ou liberação de enzimas lisossômicas (SEGAL; 

SOOTHILL, 1983). A produção de reativos do oxigênio durante a fagocitose exerce 

importante atividade microbicida (MUNDI et al, 1991; HONÓRIO-FRANÇA et al., 

2001). 

Guerrant et al. (1981) estudaram a interação entre E. histolytica e fagócitos 

polimorfonucleares (PMN). Os estudos, in vitro e in vivo, mostraram que trofozoítos 

de cepas de E. histolytica menos virulentas eram circundadas por PMNs que as 

fragmentavam e ingeriam, o que não ocorria com amebas virulentas, que eram 

capazes de internalizar e matar PMNs. 

Vinayak, Saxena e Joshi (1990) avaliaram as interações entre macrófagos 

peritoniais e trofozoítos de uma cepa virulenta de E. histolytica (NIH:200). Notaram 
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que em presença de anticorpos, os trofozoítos eram destruídos pelos macrófagos 

quando opsonizados. 

Ghadirian e Denis (1992) analisaram o papel da citocina IFN-γ na ativação de 

macrófagos, in vitro, para matar trofozoítos de E. histolytica. A atividade amebicida 

foi determinada após a incubação de macrófagos com trofozoítos de uma cepa 

virulenta de E. histolytica (IP:0682:1) por quatro horas, com posterior contagem do 

número de trofozoítos mortos. Houve aumento significativo na morte das amebas 

com o tratamento com IFN-γ.  

 Estudos demonstraram um importante papel também do óxido nítrico na 

morte de amebas mediada pela ação de macrófagos, sendo que o parasito, para 

sobreviver, necessita evadir desse mecanismo imune. Para tanto, há relatos da sua 

capacidade de inibir a síntese e de catabolizar o óxido nítrico (LIN et al., 1992; 

SEYDEL et al., 2000, ANKRI, 2002). 

O oxigênio molecular é indispensável à vida da maioria dos organismos. 

Entretanto, considerando as características químicas e as vias metabólicas de sua 

utilização, podem ocorrer algumas reações que resultam em efeitos deletérios a 

própria vida. Este aspecto deletério não é devido propriamente ao oxigênio 

molecular, pois este tem baixa reatividade e não é o causador direto de lesões 

oxidativas. Entretanto, os produtos intermediários de seu metabolismo, conhecidos 

como espécies reativas do oxigênio, estão envolvidos em diversos tipos de eventos 

oxidativos nas células, ocasionando a oxidação de estruturas celulares 

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1996). 

Durante o processo de oxidação celular, grande parte do oxigênio consumido 

é reduzido à água, mas cerca de 2 a 5% deste oxigênio pode sofrer redução 
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univalente seqüencial e formar ânions superóxidos (O2
-), peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e radical hidroxila (OH-) (ALESSIO, 1993). 

 Um radical livre é definido como qualquer espécie química que apresenta um 

ou mais elétrons não pareados, isto é, um elétron que ocupa sozinho um orbital 

atômico ou molecular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1996).  

A idéia de que o oxigênio pode formar radicais livres e ter efeito tóxico é 

bastante antiga. Por volta de 1960 se propôs que os organismos vivos também 

produzam radicais livres endógenos, uma vez que estes apresentam um complexo 

enzimático capaz de eliminar ânions superóxidos, chamado de enzima antioxidante 

superóxido dismutase (SOD) (FRIDOVICH, 1995). 

O radical superóxido (O2
-) é formado após a primeira redução do O2. Ele é 

produzido durante a ativação máxima de neutrófilos, monócitos, macrófagos e 

eosinófilos. Apesar de não ser considerado muito reativo em soluções aquosas, 

havendo produção excessiva desse radical, tem sido observada lesão biológica 

secundária a sistemas geradores de O2
- (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990).  

O radical hidroperoxila (HO2•) representa a forma protonada do radical 

superóxido, ou seja, possui o próton hidrogênio. Existem evidências de que o 

hidroperoxila é mais reativo que o superóxido, por sua maior facilidade em iniciar a 

destruição de membranas biológicas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990). 

O radical hidroxila (OH-) é muito reativo em sistemas biológicos. A sua 

combinação extremamente rápida com metais ou outros radicais no próprio sítio 

onde foi produzido, confirma sua alta reatividade. Assim, se o hidroxila for produzido 

próximo ao DNA, poderão ocorrer modificações de bases purínicas e pirimidínicas, 

levando à inativação ou mutação do DNA. Além disso, o hidroxila pode inativar 

várias proteínas (enzimas e membrana celular), ao oxidar seus grupos sulfidrilas a 
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pontes dissulfeto. Também pode iniciar a oxidação dos ácidos graxos 

poliinsaturados das membranas celulares (lipoperoxidação) (HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 1986). 

Segundo Eaton (1991) o peróxido de hidrogênio (H2O2) apesar de não ser um 

radical livre, pela ausência de elétrons desemparelhados na última camada, é um 

metabólito do oxigênio deletério, porque participa da reação que produz o OH-. A 

alta toxidade está relacionada a lipoperoxidação de membranas, especialmente 

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

Reação de Haber-Weiss:  

Fe+++ + O2
-. <———-> Fe++ + O2  

Fe++ + H2O2 ————> Fe+++ + OH- + OH.  

 

Os radicais livres podem atacar todas as principais classes de biomoléculas, 

sendo os lipídeos os mais suscetíveis. Os ácidos graxos poliinsaturados das 

membranas celulares são rapidamente afetados por radicais oxidantes. A 

peroxidação lipídica, é bastante lesiva por consistir reação de auto-propagação na 

membrana (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990). 

O sistema de defesa antioxidante do organismo tem como principal função 

inibir ou reduzir os danos causados às células pelas espécies reativas de oxigênio. 

Existe uma grande variedade de substâncias antioxidantes, as quais podem ser 

classificadas em função da origem e/ou localização, em antioxidantes provenientes 

da dieta e antioxidantes intra e extracelulares. O mecanismo de ação permite ainda 

classificá-los como antioxidantes de prevenção (impedem a formação de radicais 

livres), varredores (impedem o ataque de radicais livres às células) e de reparo 
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(favorecem a remoção de danos da molécula de DNA e a reconstituição das 

membranas celulares danificadas) (JACOB, 1985). 

A SOD tem sido relatada como importante mecanismo antioxidante, presente 

nos organismos eucariontes e procariontes, aeróbios estritos e microaerófilos. Essa 

enzima requer um metal como cofator para sua atividade funcional, podendo ser o 

cobre (Cu-SOD), o manganês (Mn-SOD) ou o ferro (Fe-SOD) (FRIDOVICH, 1995).  

Essa enzima atua catalisando a dismutação do ânion superóxido. A 

dismutação é uma reação na qual duas moléculas idênticas são transformadas em 

compostos diferentes. No caso da SOD, um íon superóxido oxida o outro, gerando 

O2 (normal) e água oxigenada (H2O2). A água oxigenada pode ser posteriormente 

degradada pela catalase ou peroxidase (YU, 1994).  

2 O2
- + 2 H+  --------------- O2 + H2O2 

  Entamoeba e outros protozoários são considerados anaeróbios porque só 

crescem in vitro sob condições de tensão de oxigênio reduzida, sendo suscetíveis às 

espécies reativas do oxigênio. Porém, estes parasitos têm sido relatados como aero-

tolerantes, indicando a existência de mecanismos eficazes de desintoxicação 

(MEHLOTRA, 1996).  

E. histolytica tem sido descrita como microrganismo de metabolismo 

anaeróbico, obtendo energia por degradação de carboidratos via glicólise. 

Entretanto, há relatos de que mesmo sem ter mitocôndria e ciclo de Krebs, está 

presente uma cadeia respiratória incompleta, com um complexo (Fe-S)-proteína ao 

invés de citocromo (WEINBACH, 1980). 

Uma organela homóloga à mitocôndria, denominada “Cryton/Mitosome” foi 

identificada em E. histolytica, e sugerida sua origem de um ancestral comum com a 

mitocôndria (CHAN, 2005). 

SOD 
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 Durante a invasão, os trofozoítos de E. histolytica são expostos a quantidades 

elevadas de espécies reativas do oxigênio, tais como o radical superóxido. A alta 

toxidade dessas moléculas causa vários danos para as macromoléculas biológicas, 

levando a danos metabólicos. 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 aeróbico e seus 

produtos tóxicos, como o ânion superóxido e o peróxido de hidrogênio, substâncias 

que poderiam ser letais para as amebas.  

Lo e Reeves (1980) reportaram a purificação da enzima NADPH:flavina 

oxidoredutase em lisados de E. histolytica. O parasito produz a Fe-SOD (SOD 

associada ao ferro), que é induzida pelo ânion superóxido, há produção de H2O2, 

que pode ser detoxificada também pela NADPH:flavina oxidoredutase 

(BRUCHHAUS; RICHTER; TANNICH, 1998).  

Estudos mostraram que a SOD e a enzima de superfície EH29 (peroxidase 

tiol-dependente) aumentam significativamente quando os trofozoítos são expostos a 

altos níveis de oxigênio, sugerindo que ambas estão envolvidas na sobrevivência do 

parasito ao estresse oxidativo (ANKRI, 2002; AKBAR et al., 2004; SEN et al., 2007). 

Wassmann et al. (1999) avaliaram a resistência de E. histolytica ao 

metronidazol e puderam detectar que isso tinha correlação com mudanças 

enzimáticas, sendo que, a expressão da SOD estava aumentada nas amebas 

resistentes. 
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1.3. Melatonina (C13H16N2O2) 

Hormônios podem modular respostas imunológicas, algumas vezes 

estimulando-as, podendo, porém, em determinadas circunstâncias atuarem como 

reguladores, inibindo algumas respostas. Dentre os hormônios que podem interferir 

nas respostas imunológicas, a melatonina é freqüentemente relatada (PIERPAOLI; 

MAESTRONE, 1987; BLALOCK, 1994; FRANÇA, 1997; KUHLWEIN; IRWIN, 2001; 

FRANÇA, 2002; DZERZHYNSKY; GORELIKOVA; PUSTOVALOV, 2006). 

A melatonina foi isolada e caracterizada como um hormônio produzido pela 

glândula pineal no final da década de 50 (LERNER et al., 1959). A partir daí, vários 

estudos avaliaram as funções da melatonina, que surpreendentemente, parece agir 

em vários sistemas fisiológicos. 

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina), primeiro composto biologicamente 

ativo identificado na glândula pineal, é uma indolamina, produto do metabolismo da 

serotonina. É um hormônio produzido por um número limitado de órgãos nos 

mamíferos, incluindo a glândula pineal, e, secundariamente, a retina, trato 

gastrintestinal e células do sistema imune, como neutrófilos e macrófagos. Sua 

síntese é controlada pelo núcleo supraquiasmático, situado no hipotálamo, que 

constitui o relógio biológico mestre no organismo dos mamíferos (MASANA; 

DUBOCOVICH, 2001). 

Durante o dia, a síntese de melatonina, bem como, o fluxo da atividade 

simpática está reduzido. Fibras nervosas da retina captam a luminosidade do 

ambiente e transmitem essa informação para o núcleo supraquiasmático. No 

momento em que escurece, ocorre a ativação simpática e liberação de noradrenalina 

que, através dos receptores ß-adrenérgicos nos pinealócitos, ativa a proteína cinase 

A, que aumenta a síntese de adenosina monofosfato cíclico (AMPc). Este, por sua 
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vez, ativa a N-acetiltransferase (NAT) que catalisa a conversão de serotonina em 

melatonina (REITER, 1991). 

A glândula pineal é um órgão minúsculo, com formato de pinha, daí seu 

nome, pesando de 100 a 180 mg, está localizada na área central do cérebro, na 

fissura formada pelo encontro do cerebelo e dos hemisférios cerebrais. Apesar de 

poder ser extraídas da pineal, outras substâncias, como a dopamina e serotonina, a 

única substância em quantidade suficiente para exercer funções biológicas 

secretada por essa glândula, é a melatonina (CRAPO, 1985).  

A concentração de melatonina no sangue em indivíduos 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 manhã e permanece elevada durante o 

tempo normal do sono, caindo abruptamente por volta das 9 horas da manhã. O 

aumento noturno da melatonina sérica parece estar relacionado aos seus efeitos 

agudos, como a alteração da termorregulação, liberação de neurotransmissores 

encefálicos, estimulação da secreção de prolactina e indução do sono (CIPOLLA-

NETO et al., 1988). 

Estudos mostraram que a melatonina pode ser encontrada no sangue, no 

líquor e na urina (CIPOLLA-NETO et al., 1988; ZAIDAN et al., 1994). Há também 

relato de melatonina no leite humano (FRANÇA, 2002; PONTES et al., 2006). 

A regulação do sono é considerada a principal função da melatonina, 

entretanto não é a única. Estudos têm demonstrado uma ampla versatilidade 

funcional, especialmente a existência de diferentes efeitos imunomoduladores. 

Outras funções também já foram descritas como: atuar como antioxidante (REITER, 

1998; KORKMAZ et. al., 2008; ILBEY et. al., 2009), ação oncostática (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 exógena em humanos é o de Lerner et 

al. (1960), que a injetaram 200mg por via endovenosa em um voluntário, obtendo 

como efeito, uma leve sedação. Anton-Tay et al. (1971) testaram várias doses (0,5 

mg/kg a 1,25 mg/kg por via oral) em voluntários sadios, epilépticos e parkinsonianos. 

Tal estudo demonstrou a indução de sono, que ocorreu cerca de 15 a 20 minutos 

após a administração de melatonina em indivíduos normais e epilépticos. Nos 

pacientes epilépticos ocorreu também aumento do limiar convulsivo; já os pacientes 

parkinsonianos apresentaram melhora significativa em vários testes de desempenho, 

devido à diminuição da rigidez e do tremor ao longo do tratamento. 

Devido à sua potente ação indutora de sono a melatonina tem sido utilizada 

na terapêutica das perturbações do sono, principalmente nas insônias (JAMES et al., 

1990; MACFARLANE et al., 1991), nos transtornos decorrentes da mudança de fuso 

horário (ARENDT, 1987) e nos trabalhadores com jornada noturna (WEITZMAN et 

al., 1981). 

Há evidências bioquímicas de que os receptores da melatonina são 

heterogêneos e podem ser classificados em subtipos. Ensaios com rádio-receptores 

e radioautografia in vitro, utilizando um agonista da melatonina (2-[125I] 

iodomelatonina), identificaram receptores de alta afinidade na maioria dos 

vertebrados, inclusive o homem. Na maior parte dos mamíferos, os receptores para 

melatonina de alta afinidade são encontrados no sistema nervoso central, sendo 

provável que eles medeiem os efeitos circadianos da melatonina. Já foram 

encontrados receptores na área pré-óptica, córtex cerebral e tálamo. Os receptores 

encontrados na retina e colículo superior estão implicados na regulação da função 
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visual. Também já foram encontrados receptores de alta afinidade na hipófise, em 

local envolvido na regulação fotoperiódica da prolactina (REPPERT; WEAVER, 

1995). 

Estudos de afinidade de diversos análogos de melatonina indicaram que os 

grupos 5-metoxi e N-acetil são necessários para a interação do hormônio ao seu 

receptor. Com a introdução do composto (2-I125)-melatonina como marcador dos 

sítios ligantes, através de métodos bioquímicos e auto-radiográficos, foram 

identificados os receptores MT-1, MT-2 e MT-3, com especificidade para a 

melatonina e N-acetilserotonina (VANECEK, 1998). 

Hormônios da tireóide (T3 – triiodotironina e T4 - tetraiodotironina) também 

ativam elementos imunológicos, como células NK (natural killer) e macrófagos. Por 

outro lado, o sistema imune também pode interferir na tireóide, há indícios que ele 

pode ativar a glândula, mas apenas em presença de determinados níveis de 

melatonina (DZERZHYNSKY; GORELIKOVA; PUSTOVALOV, 2006). 

Experimentos têm sugerido que a glândula pineal tem uma ação anti-tumoral. 

A melatonina estimula a defesa anti-câncer durante à noite, correspondendo ao 

período onde seus níveis são máximos no sangue (LISSONI et al., 1996).  

Em relação ao câncer de mama, um estudo recente pôde concluir que a 

melatonina tem ação protetora. Foi observado redução da concentração urinária de 

metabólitos da melatonina em mulheres pós-menopáusicas que desenvolverem esse 

tipo de câncer (SCHERNHAMMER; HANKINSON, 2009). 

A melatonina tem propriedade imunomoduladoras e é também produzida por 

células imunocompetentes. Há evidência de 'feedback' da atividade do sistema 

imune na glândula pineal. Para facilitar a imunomodulação durante as injúrias 
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teciduais, a produção de melatonina pode ser também proveniente de leucócitos 

polimorfonucleares e mononucleares (PONTES et al., 2006).  

Há relatos a respeito do envolvimento de receptores para o hormônio 

melatonina em fagócitos e aventa-se a hipótese de ações deste hormônio na 

ativação celular (LIEBMANN et al., 1997; VANECEK, 1998; CARDINALI et al., 2008).   

Por outro lado, a melatonina também é relatada como agente antiinflamatório, 

contribuindo para a eliminação de radicais livres e regulando a síntese da 

cicloxigenase 2 (COX-2). A inflamação é fenômeno complexo que envolve múltiplas 

interações celulares e moleculares, as quais têm que ser bem reguladas para que a 

resposta seja eficiente e não acarrete prejuízos para os tecidos do hospedeiro. A 

COX-2 é uma enzima chave para a biosíntese de prostaglandinas a partir do ácido 

aracdônico, ela tem um papel crítico na resposta inflamatória, e sua expressão 

excessiva está associada ao agravamento de várias doenças (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 funções dessa enzima, modulando de maneira natural a sua 

atividade. 

Há ainda muita controvérsia quanto à ação da melatonina na resposta imune, 

muitas vezes descrita por sua habilidade antioxidante, contraditoriamente, a 

melatonina também é relatada como pró-oxidante (RADOGNA et al., 1997). Há 

estudos que mostram a melatonina ativando as células T auxiliares para aumentar a 

produção de de IL-2 e ativando os monócitos a produzirem IL-1, IL-6, TNF, e radicais 

livres. Há também produção de IL-12 pelos monócitos com diferenciação para uma 

resposta imune do tipo Th1 (MORREY et al., 1994; GARCÍA-AURIÑO et al., 1997).  
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França (2002) avaliou a participação do receptor de melatonina nos 

mecanismos de ativação de fagócitos 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 fagocítica e a 

presença de McA-NAT resultou em aumento de fagocitose, bem como de atividade 

microbicida para Escherichia coli enteropatogênica (EPEC). 

Ben-Nathan et al. (1995) examinaram o efeito da melatonina como agente de 

proteção, gerando ativação imunológica em casos de encefalite viral. A injeção de 

melatonina foi capaz de reduzir a mortalidade de camundongos infectados de 100% 

para 44%.  

A melatonina pode inibir precocemente a progressão do ciclo de 

desenvolvimento de clamídias, possivelmente por um mecanismo que envolve os 

receptores da proteína G, podendo ser útil para prevenção dos danos decorrentes 

dessa infecção (RAHMAN et al., 2005).  

A secreção noturna de melatonina em indivíduos com infecção assintomática 

por Helicobacter pylori é significativamente maior que em indivíduos com infecção 

sintomática, que apresentam dispepsia e úlceras duodenais. A reduzida secreção 

noturna desse hormônio no grupo de sintomáticos indica que provavelmente há uma 

relação com a patogênese da doença (KLUPINSKA et al., 2006). 

Reiter e Korkmaz (2008) realizaram uma revisão quanto aos aspectos clínicos 

da melatonina e destacaram que ela é altamente eficaz na eliminação de radicais 

livres, apresentando importante ação antioxidante. Nesta capacidade, a melatonina 

reduz a cataratogênese experimental, a lesão traumática da medula espinhal e 

cérebro, protege contra danos oxidativos nos neurônios, em modelos de acidente 

vascular cerebral, parkinsonismo, e doença de Alzheimer. Além disso, a melatonina 
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e seus metabólitos são altamente eficazes na proteção contra as radiações 

ionizantes. Pode ainda ser útil para regular a pressão arterial, atuando como 

tratamento complementar para pacientes hipertensos.  

Na esquistossomose, o processo oxidativo que ocorre no local da inflamação 

gera efeitos destrutivos para os tecidos, indicando que os radicais livres são 

componentes centrais da doença. Um estudo avaliou a melatonina como 

imunomodulador das alterações histopatológicas relacionadas à esquistossomose, 

evidenciando que a ação antioxidante da melatonina é altamente protetora, quando 

administrada após a infecção por Schistosoma mansoni, sendo capaz de reduzir 

danos como a formação de granulomas no fígado (EL-SOKKARY et al., 2002). 

Pouco é conhecido quanto a ação imunomoduladora da melatonina em 

infecções causadas por protozoários. Os escassos estudos publicados avaliaram 

interferências em casos de toxoplasmose (BALTACI et al., 2003; BALTACI et al., 

2004; BALTACI et al., 2005). Considerando os percentuais de linfócitos CD4+ e 

CD8+, a deficiência de melatonina, gerada pela remoção da glândula pineal de 

alguns animais, teve influência negativa na resposta imune dos ratos com 

toxoplasmose (BALTACI et al., 2005). A associação melatonina e zinco foi capaz de 

melhorar a resposta imune em ratos com retinocoroidite, podendo ser utilizada como 

um adjuvante terapêutico (AVUNDUK, 2007). 

Só recentemente outros pesquisadores começaram a questionar o possível 

papel desse hormônio em outras parasitoses e aventar perspectivas terapêuticas. A 

melatonina pode ser útil no tratamento da Doença de Chagas. Ratos tratados com 

melatonina exógena tiveram uma significante redução do número de tripomastígotas 

durante a fase aguda da infecção e os cortes histológicos do coração mostraram 
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redução do parasitismo e do infiltrado inflamatório (SANTELLO et al., 2007; 

SANTELLO et al., 2008).  

Em relação à malária, alguns estudos também foram realizados. Hotta et al. 

(2003) destaca que a duração do ciclo intra eritrocítico 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, só assim será possível o desenvolvimento de 

novas alternativas terapêuticas para a malária. Há 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 eritrocíticas de trofozoíto e 

esquizonte (BUDU et al., 2007). 

Os relatos anteriores mostrando um forte papel modulador da melatonina e o 

fato de não haver descrição de sua possível interferência em caso de amebíase 

instigaram a realização do presente estudo. 

 

 

 



 29

2. OBJETIVOS 

2.1. OBJETIVO GERAL: 

Avaliar a influência da melatonina nas interações entre células sanguíneas e 

trofozoítos de E. histolytica e E. dispar. 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS:  

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

uma cepa virulenta e outra avirulenta de E. histolytica. 

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

E. dispar. 

2.2.3. Avaliar o estresse oxidativo durante interações entre leucócitos e trofozoítos 

de E. histolytica e E. dispar, através da dosagem do ânion superóxido. 

2.2.4. Avaliar os níveis da enzima antioxidante superóxido dismutase (SOD) durante 

interações entre leucócitos e trofozoítos de E. histolytica e E. dispar.  

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

liberação do superóxido e SOD. 

2.2.6. Avaliar a influência da melatonina na formação de lesões hepáticas 

amebianas em hamsters. 
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3. JUSTIFICATIVA 

Trofozoítos de E. histolytica exibem extraordinária capacidade fagocítica, a 

qual pode ser relacionada a sua virulência para fins de caracterização dos diferentes 

isolados. Entretanto, a maioria dos estudos utilizando esta habilidade para 

caracterizar os isolados foi realizada apenas com eritrócitos 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 

interações amebas e leucócitos. Quanto à E. dispar, a literatura é ainda mais 

escassa, e, comparações entre as duas espécies, quanto à leucofagocitose, ainda 

não foram descritas. O estudo da interação ameba-leucócito pode contribuir para 

confirmar funções patogênicas conhecidas e apresentar novas possibilidades para o 

sucesso da ameba em vencer as barreiras do hospedeiro e estabelecer a doença. 

Dentre as funções microbicidas presente em células fagocíticas encontra-se a 

habilidade para induzir burst oxidativo, exigindo que as células sujeitas às agressões 

geradas pelos radicais livres tenham eficazes mecanismos desintoxicantes. Neste 

contexto, a dosagem do ânion superóxido e da enzima superóxido dismutase, 

complementará e incrementará a avaliação da leucofagocitose.  

Considerando a importância da imunidade no controle das infecções e a 

influência dos hormônios nesta função, avaliamos a atividade de um promissor 

hormônio envolvido na modulação da resposta imune, a melatonina. 

Há fortes indícios da ação moduladora desempenhada pela melatonina, 

entretanto, quanto a sua ação na interação entre protozoários e seus hospedeiros, 

os relatos são escassos. Há 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 útil no tratamento da 
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tripanossomíase e Budu et al. (2007) em relação à malária. Em relação às espécies 

do gênero Entamoeba, não se conhece qualquer ação da melatonina.  

A demonstração da interferência da melatonina na interação ameba-leucócito 

abrirá possibilidade de uso da droga como adjuvante na terapia antiamebiana. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

O projeto foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa do Centro 

Universitário do Planalto de Araxá (6815/41), local onde as coletas de sangue 

ocorreram. Todos os experimentos foram realizados dentro de normas de 

biossegurança e para cada tipo de ensaio in vitro foram realizadas 5 repetições. 

 

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

Os trofozoítos de E. histolytica foram mantidos em meio de cultura Trypticase-

Yeast Extract-Iron-Serum (TYI-S-33) para cultivo axênico de acordo com Diamond, 

Harlow & Cunnick (1978); e para o cultivo monoxênico de E. dispar (ICB-ADO) foi 

utilizado o meio YI-S (DIAMOND; CLARK; CUNNICK, 1995). A monoxenizaçao da 

cepa já previamente realizada por Costa et al., (2006) utilizou Crithidia fasciculata 

(106/mL) como organismo associado (ATCC 1745) mantido em temperatura 

ambiente. 

Os parasitos são mantidos no Laboratório de Amebíase da UFMG, com 

repiques três vezes por semana, garantindo a utilização 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 

assintomático (SILVA et al., 1997) e a cepa ICB-ADO de E. dispar foi também 

isolada no Brasil de paciente apresentando colite não disentérica (COSTA et al., 

2006).   
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4.2. Obtenção de células do sangue periférico 

Após assinarem termo de consentimento (Anexo 1) foram coletadas quinze 

amostras de sangue periférico de cinco adultos, sendo três de cada voluntário, em 

dias diferentes. Os voluntários 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 clínico geral não havendo nenhum processo patológico conhecido, 

nem história de amebíase. Todos apresentaram exame de fezes negativo e 

hemograma sem alterações.  

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 fagócitos 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 à sedimentação por Dextran Sulfato de 

Sódio (Sigma - USA), durante 90 minutos, em estufa a 37oC, para separação das 

células polimorfonucleares (PMN). Após, os PMNs foram retirados e colocados em 

PBS. Parte do sedimento das amostras, rico em hemácias, foi também 

ressuspendido em PBS. Os tubos com os grupos celulares foram lavados duas 

vezes por centrifugação por 10 minutos a 160 x g. As suspensões de leucócitos 

foram ajustadas para 2 x 106/mL (contagem em câmara de Neubauer) e os 

experimentos seguintes (eritrofagocitose, leucofagocitose, dosagem do superóxido e 

de SOD) foram realizados imediatamente a essa separação (HONÓRIO, 1995). 
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4.3. Ensaio de eritrofagocitose 

A eritrofagocitose in vitro foi realizada segundo adaptação do método de Trissl 

et al. (1978). Os trofozoítos foram ajustados para 1 x 106/mL em PBS, 0.4 mL desta 

suspensão foi deixado interagir com o mesmo volume de uma suspensão de 1 x 

108/mL de eritrócitos, a taxa de ameba e eritrócito foi de 1:100. O tempo de interação 

foi de 20 minutos a 37ºC, baseado nos experimentos de Gomes et al. (1997). 

Os resultados foram expressos como o percentual de amebas que 

fagocitaram eritrócitos e no número de eritrócitos fagocitados por ameba na 

contagem de 100 amebas por lâmina.  

 

4.4. Ensaio de leucofagocitose  

As suspensões de células PMN e MN (2 x 106/mL) foram misturadas com 

trofozoítos E. histolytica (taxa de ameba e leucócito de 1:2) e incubadas em banho-

maria por uma hora, a 37ºC com agitação para favorecer a interação. Em seguida, 

as células foram lavadas em PBS por centrifugação por 10 minutos a 160 x g e 

coradas com 200 μl (14,4 g/L) de laranja de acridina durante dois minutos, e então, 

ressuspendidas em PBS (pH 7,4) e lavadas por mais duas vezes (BELLINATI-PIRES 

et al., 1989).  

Em seguida foram realizados esfregaços com os sedimentos obtidos e assim 

que estavam secos, as lâminas foram imediatamente observadas em microscópio de 

fluorescência (TIM-4000, Alemanha), para a determinação dos índices de aderência 

e fagocitose (contagem de 100 amebas por lâmina). Sendo um fluorocromo 

metacromático, laranja de acridina permitiu a determinação dos índices de morte de 

leucócitos e amebas, através da contagem de 100 amebas fagocíticas. Quando a 
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coloração dos núcleos apresenta-se alaranjada indica danos no DNA, e então as 

células podem ser consideradas mortas; e uma coloração verde é indicativa de 

viabilidade celular (HILL; PEARSON, 1987). 

 

4.5. Dosagem do Ânion Superóxido (O2
-) 

Para avaliar o metabolismo oxidativo após os ensaios de fagocitose, através 

da liberação de ânion superóxido, foi usado o cromógeno Ferricitocromo C, segundo 

o método de Pick e Mizel (1981). Em presença do ânion superóxido, o ferricitocromo 

C sofre redução a ferrocitocromo C, sendo esta mudança colorimétrica, detectável 

em espectrofotômetro com filtro de 630nm. 

As suspensões de PMN e MN (2 x 106/mL) foram misturadas com trofozoítos 

E. histolytica (1:2) e incubadas a 37º C em banho-maria por uma hora com agitação. 

Os sedimentos obtidos foram ressuspendidos em 0,5 mL de PBS (pH 7,4) contendo 

CaCl2 (2,6 mM), MgCl2 (2,6 mM) e Ferricitocromo C (Sigma - USA) na concentração 

de 2mg/mL. Em seguida, as amostras foram colocadas em placas de 96 poços, com 

volume de 100 μL por poço e colocadas em estufa a 37º C durante uma hora.  

Como controle foi utilizado 10 μL de Phorbol 12-myristate-13-acetate (PMA, 

Sigma - 1μg/mL) para estimular o burst oxidativo dos leucócitos. A leitura foi feita em 

espectrofotômetro para placa. Segundo Pick e Mizel (1981), a concentração do 

ânion superóxido pode ser calculada através da seguinte relação: 

 

Concentração O2
- (nmol) = Abs x 100 

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

Para determinar a concentração da enzima superóxido dismutase (SOD) foi 

realizado o protocolo experimental adaptado de Crouch et al. (1981), baseado na 

habilidade da enzima inibir a redução do NBT (Nitro Blue Tetrazolium).  

Os leucócitos (2 x 106/mL) juntamente com amebas (1:2) foram incubadas em 

banho-maria por uma hora com agitação a 37ºC. Em seguida, as amostras (0,5 mL) 

foram colocadas em tubos de ensaio com 0,5 mL de clorofórmio-etanol e 0,5 mL de 

mistura reativa, composta por NBT (0,98 mg/mL) e 58,4 mg/L de EDTA (ácido 

etilenodiaminotetracético). Foi também adicionado 2 mL de tampão carbonato (pH 

10,2) acrescido com hidroxilamina (26 g/L). Uma amostra padrão 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 tampão carbonato + hidroxilamina. 

As amostras permaneceram em repouso durante 15 minutos e a seguir foi 

realizada leitura em espectrofotômetro na absorbância 560nm. Um tubo somente 

com mistura reativa (volume total de 3,5 mL) compôs o branco.  

A concentração da SOD foi calculada através da seguinte relação: 

Abs padrão – Abs amostra x 100  
Abs padrão 

Uma unidade de SOD é definida como a quantidade de enzima que diminui a 

velocidade inicial de redução do NBT em 50% dentro das condições do ensaio. Os 

resultados foram expressos em Unidade Internacional de SOD (UI). 
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4.7. Modulação hormonal e delineamento das interações in vitro 

A melatonina apresenta funções moduladoras para os leucócitos, assim 

avaliamos a ação desta droga quando da interação das amebas com leucócitos e 

eritrócitos. Além disso, como controle adicional, a cortisona também foi utilizada, por 

sua reconhecida ação imunomoduladora. A influência dos hormônios na 

eritrofagocitose, leucofagocitose, dosagem de O2
- e de SOD seguiu a metodologia 

de França (2002). Foi adicionado a cada tubo de experimentação 100 μL de 

melatonina ou de cortisona (Sigma – USA) antes da incubação das amebas com as 

células. O tempo de incubação foi de 20 minutos no ensaio de eritrofagocitose e nos 

demais ensaios foi de uma hora. Para evitar possíveis danos a melatonina, e, 

conseqüentemente, interferências nos resultados, o produto foi cuidadosamente 

protegido da luz durante os experimentos.  

Quanto à formação dos grupos experimentais, os trofozoítos de cada cepa de 

Entamoeba foram colocados em tubos Falcon, esterilizados e previamente 

identificados, contendo tampão PBS (pH 7,4) juntamente com:  

a- eritrócitos 

b- leucócitos PMN 

c- leucócitos MN 

d- eritrócitos + melatonina 

e- leucócitos PMN + melatonina 

f- leucócitos MN + melatonina 

g- eritrócitos + cortisona 

h- leucócitos PMN + cortisona 

i- leucócitos MN + cortisona 



 38

Além dos grupos acima, a dosagem de O2
- e SOD foi realizada também em 

trofozoítos, leucócitos MN e PMN, isoladamente, com e sem melatonina. 

 

4.8. Avaliação do efeito da melatonina em infecções experimentais em 

Hamsters 

O efeito da melatonina sobre a amebíase foi avaliado para o modelo de 

amebíase hepática produzido em hamsters. Este modelo foi escolhido por ser o 

hamsters o animal mais susceptível a infecção por E. histolytica. Critérios para 

determinar a gravidade das lesões já estão bem estabelecidos, possibilitando assim 

a determinação de diferenças antes e após a administração da droga. 

 

4.8.1. Infecção dos hamsters com E. histolytica 

 Hamsters machos de aproximadamente um mês de idade, pesando cerca 60g 

foram inoculados intra-hepaticamente com inóculos variando de 1,5 x 105 a 5 x 105 

trofozoítos, das cepas axênicas 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” hepático amebiano. Ambas produzem severas lesões nos animais de 

experimentação. 

 Trofozoítos de culturas axênicas foram centrifugados a 200 x g nos próprios 

tubos, lavados duas vezes em PBS (pH 7,2) e ajustados para concentrações que 

variaram de 1 x 106 a 3 x 105  amebas em 0,1 mL do inóculo. 

 Seis hamsters (Mesocricetus auratus) foram utilizados para cada grupo de 

experimentação. Os animais foram anestesiados com pentobarbital sódico (Hipnol®), 

laparatomizados e a inoculação foi feita diretamente no lobo esquerdo do fígado. 
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Seis dias após a inoculação, os animais foram sacrificados e abertos para exame 

macroscópico do fígado. A incidência (número de animais com lesões contendo 

amebas pelo número de animais inoculados) e a gravidade das lesões foram 

determinadas e avaliadas, através de critérios baseados na classificação de 

Diamond et al. (1974), conforme descrito a seguir: 

 0 – Fígado normal, fibrose no local ou lesão bacteriana < 4 mm (ausência de 

amebas confirmada por cultivo do fragmento da lesão); 

 I – Lesão no ponto de inoculação menor que 15 mm de diâmetro; 

 II – Lesão maior que 15 mm, sem metástases; 

 III – Lesão no lobo primário, algumas metástases para outras áreas; 

 IV – Lesão extensa, com metástase, mínimo de 50% do fígado comprometido. 

 Um fragmento de cada lesão foi macerado em PBS (pH 7,2) entre lâmina e 

lamínula, para verificação microscópica da presença de trofozoítos. O lobo hepático 

que apresentava a lesão foi coletado e fixado em formol tamponado 10% pH 7,2. Os 

fragmentos foram desidratados, diafanizados, infiltrados e incluídos em parafina. 

Foram obtidos cortes com 4 µm de espessura para coloração com 

Hematoxilina e Eosina (H&E). Todas as lâminas coradas foram utilizadas para 

avaliar a presença de lesões amebianas. 

 

4.8.2. Tratamento com melatonina 

 Foram avaliadas três vias de administração da droga nos animais: oral, 

subcutânea 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 três doses em três diferentes experimentos: 5, 15 

e 50 mg/Kg do animal. As doses da melatonina foram ajustadas para um volume de 

200 μL em água e administradas aos animais por uso de cânulas gástricas. 

 Grupo 1: tratamento diário com melatonina sete dias antes da inoculação com 

E. histolytica, prosseguindo até o 6o dia do sacrifício, pós inoculação. 

 Grupo 2: tratamento diário com melatonina a partir do dia da inoculação com 

E. histolytica até o 6o dia do sacrifício. 

 Grupo 3: controle – animais inoculados com E. histolytica, sem tratamento 

com melatonina. 

4.8.2.2. Via intraperitonial - Foram utilizadas duas diferentes doses em três 

experimentos, 3 e 15 mg/Kg do animal. As doses da melatonina foram ajustadas 

para volumes de 100 μL em etanol 70% e administradas com equipo protegido de 

luz. 

 Grupo 1: tratamento diário com melatonina sete dias antes da inoculação com 

E. histolytica, prosseguindo até o 6o dia do sacrifício, pós inoculação. 

 Grupo 2: tratamento diário com melatonina a partir do dia da inoculação com 

E. histolytica até o 6o dia do sacrifício. 

 Grupo 3: controle – animais inoculados com E. histolytica, sem tratamento 

com melatonina. 

4.8.2.2. Via subcutânea - Foi usada a dose de 15 mg/Kg do animal ajustadas em 

etanol 70% e água. 

 Grupo 1: tratamento diário com melatonina dissolvida em água no dia da 

inoculação com E. histolytica até o 6o dia do sacrifício. 

 Grupo 2: tratamento diário com melatonina dissolvida em etanol 70% no dia 

da inoculação com E. histolytica até o 6o dia do sacrifício. 
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 Grupo 3: controle – animais inoculados com E. histolytica, sem tratamento 

com melatonina. 

 

 Todos os procedimentos de manipulação da melatonina ocorreram em sala 

escura. 

 

4.9. Análise estatística 

Com auxílio do programa GraphPad InStat (3.0 for Windows) foram realizadas 

análises de variância dos resultados dos testes in vitro, com os respectivos 

desdobramentos de interações entre fatores (ANOVA); e após verificar a 

significância, o teste de Tukey foi utilizado para comparação das médias ao nível de 

0.05 de probabilidade. As diferenças 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 à exposição dos resultados a cepa HM1-IMSS será 

mencionada apenas como HM1. 

 

5.1. Eritrofagocitose 

A tabela 1 mostra a capacidade eritrofagocítica de E. histolytica e E. dispar. 

Nota-se que ocorreu diferenças nos índices de eritrofagocitose, bem como, no 

número de eritrócitos internalizados, considerando as cepas analisadas. A HM1 

obteve o maior índice de fagocitose (92%) e de eritrócitos internalizados (16 

eritrócitos). A utilização dos hormônios melatonina e cortisona nas interações das 

amebas com os eritrócitos não interferiu de maneira significativa na capacidade de 

eritrofagocitose. 

 

 



 43

 

Tabela 1: Número de eritrócitos fagocitados e percentuais de amebas fagocíticas 

nas interações entre trofozoítos de E. histolytica e E. dispar com eritrócitos humanos, 

em presença e ausência de melatonina e cortisona. 

         

   E. histolytica E. dispar 

      HM1  ICB-32 ICB-ADO 

Hormônio (-) 16 ± 1,5ab 3 ± 1,4a 2 ± 1,2b 

Melatonina (+) 18 ± 1,5 4 ± 0,7 2,4 ± 1,1 

NÚMERO DE 

ERITRÓCITOS 

FAGOCITADOS 
Cortisona (+) 

 

15 ± 2,2 3 ± 1,4 2 ± 0,7 

Hormônio (-) 92 ± 2,9ab 45 ± 3,6ac 25,4 ± 2,0bc 

Melatonina (+) 89 ± 1,5 47 ± 1,4 26 ± 4 

PERCENTUAL 

DE AMEBAS 

FAGOCÍTICAS  
Cortisona (+) 

%

90 ± 2,5 44 ± 2,2 23,2 ± 2,7 

 
Letras iguais em cada parâmetro avaliado indicam diferenças estatísticas significativas (p<0,05).  
 
Presença de hormônio (+) e ausência de hormônio (-) 
 
Incubação em PBS por 20 minutos a 37º C. 
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5.2. Leucofagocitose 

 A tabela 2 mostra a leucofagocitose realizada pelas cepas de Entamoeba, 

tendo como parâmetros: aderência, fagocitose, morte de leucócitos e morte de 

trofozoítos. O maior índice de aderência foi observado com MN + HM1 (63,4%), ICB-

32 foi semelhante a HM1, mas, ICB-ADO mostrou índice significativamente menor 

(18,4%). A fagocitose de MN foi cerca de 50,6% para HM1, e menor para as outras 

cepas. A aderência e a fagocitose de PMN foram similares à MN. 

Os índices de morte de leucócitos fagocitados por trofozoítos 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 fagocíticas, nota-se que trofozoítos de HM1 tiveram menores índices de 

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

Os índices de aderência de trofozoítos de E. histolytica a PMN e MN, em 

presença ou ausência dos hormônios melatonina e cortisona são mostrados na 

tabela 3. Os dois hormônios aumentaram a aderência das amebas HM1 aos 

leucócitos MN e PMN, quando comparadas às incubações sem hormônios.  

Os hormônios não interferiram na capacidade das amebas em internalizarem 

os leucócitos (Tabela 4) ou em determinar a morte de células sanguíneas (Tabela 5). 

Entretanto, quanto às cepas HM1 e ICB-32 de E. histolytica, vale salientar que 

a melatonina aumentou o índice de amebas que morreram durante a internalização 

de leucócitos MN e PMN. Com cortisona, em geral os índices foram menores 

quando comparados à melatonina. Para a cepa ICB-ADO, os hormônios não tiveram 

papel modulador (Tabela 6). 
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Tabela 2: Leucofagocitose realizada por E. histolytica e E. dispar quanto aos 

parâmetros: aderência, internalização de leucócitos, leucócitos mononucleares (MN) 

e polimorfonucleares (PMN) mortos e morte de amebas.  

         

   E. histolytica E. dispar

      HM1 ICB-32 ICB-ADO 

ADERÊNCIA A MN 63,4 ± 5,1a 60,4 ±  8,0b 18,4 ± 2,7ab 

ADERÊNCIA A PMN 62,8 ± 8,6a 59,6 ± 6,4b 16,6 ± 2,1ab 

FAGOCITOSE DE MN 50,6 ± 3,6ab 22,8 ±  3,6ac 9 ± 1,5bc 

FAGOCITOSE DE PMN 43 ± 4,3ab 20,6 ± 4,7ac 9,6 ± 2,3bc 

MN FAGOCITADOS MORTOS 40,4 ±  3,3ab 19,2 ±  4,8ac 5,4 ± 1,5bc 

PMN FAGOCITADOS MORTOS 31,2 ± 2,7ab 19 ± 3,3ac 3 ± 1,5bc 

AMEBAS MORTAS NA PRESENÇA 

DE MN 
21,8 ± 2,1a 23,6 ±  3,6b 63 ± 8,4ab 

LE
U

C
O

FA
G

O
C

IT
O

SE
 

AMEBAS MORTAS NA PRESENÇA 

DE PMN 

% 

22,8  ± 2,7ab 40,2 ± 4,0ac 76,2 ± 6,6bc 

Médias percentuais seguidas com letras iguais em cada parâmetro avaliado indicam diferenças 
estatísticas significativas (p<0,05).  

Incubação em PBS por uma hora a 37º C. 
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Tabela 3: Aderência entre amebas e leucócitos mononucleares (MN) e 

polimorfonucleares (PMN) em presença e ausência de melatonina e cortisona. 

         

   E. histolytica E. dispar 

      HM1  ICB-32 ICB-ADO 

Hormônio (-) 63,4 ± 5,1ab 60,4 ± 8,0 18,4 ± 2,7 

Melatonina (+) 80,4 ± 6,5a  66,2 ± 4,7  17,6 ± 2,9 MN 

Cortisona (+) 

% 

74,8 ± 4,3b 58,2 ± 8,8 18,4 ± 3,2 

Hormônio (-) 62,8 ± 8,6ab 59,6 ± 6,4 16,6 ± 2,1 

Melatonina (+) 78,2 ± 3,4a 65,8 ± 5,3 16,3 ± 3,3 PMN 

Cortisona (+) 

% 

74,4 ± 4,3b 60,6 ± 8,1 16,8 ± 1,4 

Médias percentuais seguidas com letras iguais dentro do mesmo grupo de leucócitos indicam 
diferenças estatísticas significativas (p<0,05).  
 
Presença de hormônio (+) e ausência de hormônio (-) 

Incubação em PBS por uma hora a 37º C. 
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Tabela 4: Capacidade fagocítica das amebas em interações com leucócitos 

mononucleares (MN) e polimorfonucleares (PMN) em presença e ausência de 

melatonina e cortisona.  

         

   E. histolytica E. dispar 

      HM1  ICB-32 ICB-ADO 

Hormônio (-) 50,6 ± 3,6  22,8 ± 3,6 9 ± 1,5 

Melatonina (+) 62  ± 7,1 21,6 ± 3,5 10,2 ± 2,3 MN 

Cortisona (+) 

% 

49,6 ± 5,3 19 ± 2  9,8 ± 1,6 

Hormônio (-) 43 ± 4,3  20,6 ± 4,7 9,6 ± 2,3 

Melatonina (+) 45 ± 4,4 20,2 ± 3,7 9,6 ± 1,6 PMN 

Cortisona (+) 

% 

45,6 ± 4,0 20 ± 3,6 9 ± 2,5 

 
Presença de hormônio (+) e ausência de hormônio (-) 

Incubação em PBS por uma hora a 37º C. 
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Tabela 5: Percentuais de leucócitos mononucleares (MN) e polimorfonucleares 

(PMN) mortos durante a internalização pelas amebas em presença e ausência de 

melatonina e cortisona.  

         

   E. histolytica E. dispar 

      HM1  ICB-32 ICB-ADO 

Hormônio (-) 40,4 ± 3,3 19,2 ± 4,8 5,4 ± 1,5 

Melatonina (+) 40  ± 4 20,6 ± 2,4  5 ± 1,2 MN 

Cortisona (+) 

% 

39 ± 5,5 18,8 ± 2,1 4,6 ± 1,8 

Hormônio (-) 31,2 ± 2,7 19 ± 3,3 3 ± 1,5 

Melatonina (+) 29,4 ± 1,6  18,2 ± 3,1 2,8 ± 1,4 PMN 

Cortisona (+) 

% 

27,8 ± 5,2 17,8 ± 2,3 2,4 ± 1,1 

 
Presença de hormônio (+) e ausência de hormônio (-) 

Incubação em PBS por uma hora a 37º C. 
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Tabela 6: Percentuais de amebas mortas durante a internalização de leucócitos 

mononucleares (MN) e polimorfonucleares (PMN) em presença e ausência de 

melatonina e cortisona.  

         

   E. histolytica E. dispar 

      HM1  ICB-32 ICB-ADO 

Hormônio (-) 21,8 ± 2,1a 23,6 ± 3,6c 63 ± 8,4 

Melatonina (+) 27,4 ± 2,0ab 30 ± 3,8cd 66 ± 8,2 MN 

Cortisona (+) 

% 

17,6 ± 2,1b 16,8 ± 2,9d 58,6 ± 8,3 

Hormônio (-) 22,8  ± 2,7a 40,2 ± 4,0cd 76,2 ± 6,6 

Melatonina (+) 28,2 ± 4,2ab 46,4 ± 2,7c 75,6 ± 9,7 PMN 

Cortisona (+) 

% 

19,8 ± 1,9b 21,2 ± 2,5d 68,8 ± 3,9 

 
Presença de hormônio (+) e ausência de hormônio (-) 

Incubação em PBS por uma hora a 37º C. 

 

 

 

 

 

 



 50

5.3. Dosagem do Ânion Superóxido  

A tabela 7 mostra que a liberação espontânea de O2
- por trofozoítos de E. 

histolytica, E. dispar e leucócitos não sofreu variações pela presença da melatonina 

e da cortisona. As maiores níveis de superóxido em amebas foram para a cepa 

HM1, significamente maior que a ICB-32 e a ICB-ADO, os níveis foram comparáveis 

à liberação espontânea observada em MN e PMN. 

A figura 3 mostra as concentrações de ânion superóxido nas interações entre 

os trofozoítos e as células sanguíneas. De modo geral os índices foram maiores 

para PMN. O maior nível foi encontrado com incubação de PMN com a cepa ICB-32 

(33,8 nmol). A incubação da cepa HM1 com PMN também gerou nível de O2
- de 16,6 

nmol, que foi significativamente maior que as interações das três cepas com MN e 

da ICB-ADO com PMN. 

Na figura 4 destaca-se o fato da melatonina ter aumentado a concentração de 

O2
- nas interações entre HM1 e leucócitos MN. Entretanto, para as amebas ICB-32 e 

ICB-ADO interagindo com MN, os hormônios não foram capazes de modular a 

liberação de superóxido (Figura 5 e 6). 

A figura 7 mostra as médias de O2
- liberado durante os ensaios entre a cepa 

HM1 e as células PMN, em presença e ausência dos hormônios. Tendo como 

parâmetro comparativo a interação PMN + HM1 (16,6 nmol), a melatonina provocou 

aumento do superóxido (27,8 nmol) e a cortisona causou redução (10,4 nmol). 

A interação das células PMN com os trofozoítos ICB-32 gerou níveis altos de 

O2
-, tanto nas incubações apenas com células, como também na presença de 

melatonina (Figura 8). 
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Na figura 9 nota-se que a melatonina não causou interferência, porém, para 

PMN + ICB-ADO na presença de cortisona, a liberação de superóxido foi menor 

quando comparada à liberação espontânea pelos leucócitos PMN isoladamente. 
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Tabela 7: Liberação espontânea de O2
- por trofozoítos de E. histolytica e E. dispar, 

bem como, por leucócitos, em presença e ausência de melatonina e cortisona. 

   O2
- (nmol) 

Hormônio (-) 12,5 ± 2,1 

Melatonina (+) 11,86 ± 1,4 HM1* 

Cortisona (+) 

%

12,1 ± 2,3 

Hormônio (-) 6,4 ± 0,8 

Melatonina (+) 6,58 ± 0,9 ICB-32  

Cortisona (+) 

%

6,52 ± 1 

Hormônio (-) 8,7  ± 0,9 

Melatonina (+) 8,62 ± 1 ICB-ADO  

Cortisona (+) 

%

8,5 ± 1,4 

Hormônio (-) 11,6 ± 1,5 

Melatonina (+) 12,3 ± 1,8 MN 

Cortisona (+) 

%

11,2 ± 1,6 

Hormônio (-) 13,56 ± 0,93 

Melatonina (+) 13,96 ± 0,8 PMN 

Cortisona (+) 

%

12,7 ± 1,2 

* Indica diferenças significativas em relação às outras cepas (p<0,05). 

Presença de hormônio (+) e ausência de hormônio (-) 

Incubação em PBS por uma hora a 37º C. 
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Figura 3: Ãnion superóxido liberado durante interações entre células mononucleares 

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

de E. dispar (ICB-ADO).  

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

Letras iguais indicam diferenças significativas entre grupos ( p<0,05). 
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Figura 4: Ãnion superóxido liberado durante as interações entre a cepa HM1 de E. 

histolytica e células sanguíneas mononucleares (MN), em presença e ausência de 

melatonina (MEL) e cortisona (COR).  

* Indica diferenças significativas em relação ao controle (MN) (p<0,05). 

Letras iguais indicam diferenças significativas entre grupos ( p<0,05). 
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Figura 5: Ãnion superóxido liberado durante as interações entre a cepa ICB-32 de E. 

histolytica e células sanguíneas mononucleares (MN), em presença e ausência de 

melatonina (MEL) e cortisona (COR).  

* Indica diferenças significativas em relação ao controle (MN)  (p<0,05). 
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Figura 6: Ãnion superóxido liberado durante as interações entre a cepa ICB-ADO de 

E. dispar e células sanguíneas mononucleares (MN), em presença e ausência de 

melatonina (MEL) e cortisona (COR).  

* Indica diferenças significativas em relação ao controle (MN)  (p<0,05). 

CF: C. fasciculata 
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Figura 7: Ãnion superóxido liberado durante as interações entre a cepa HM1 de E. 

histolytica e células sanguíneas polimorfonucleares (PMN), em presença e ausência 

de melatonina (MEL) e cortisona (COR).  

* Indica diferenças significativas em relação ao controle (PMN) (p<0,05). 

Letras iguais indicam diferenças significativas entre grupos ( p<0,05). 
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Figura 8: Ãnion superóxido liberado durante as interações entre a cepa ICB-32 de E. 

histolytica e células sanguíneas polimorfonucleares (PMN), em presença e ausência 

de melatonina (MEL) e cortisona (COR).  

* Indica diferenças significativas em relação ao controle (PMN) (p<0,05). 

Letras iguais indicam diferenças significativas entre grupos ( p<0,05). 
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Figura 9: Ãnion superóxido liberado durante as interações entre a cepa ICB-ADO 

de E. dispar e células sanguíneas polimorfonucleares (PMN), em presença e 

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

* Indica diferença significativa em relação ao controle (PMN) (p<0,05). 

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

A tabela 8 mostra as concentrações de SOD liberadas espontaneamente 

pelos trofozoítos e leucócitos, isoladamente, em presença e ausência de hormônios. 

As maiores concentrações de SOD em amebas foram na HM1, significamente maior 

que ICB-32 e ICB-ADO, os níveis foram comparáveis à liberação espontânea 

observada em MN e PMN. A concentração de SOD em PMN foi maior na presença 

de melatonina, e menor na presença de cortisona. 

Uma comparação das concentrações de SOD durante as interações entre 

leucócitos e amebas está destacada na figura 10. A maior concentração de SOD foi 

para HM1 incubada com MN (76,38 UI), seguida pelo grupo constituído da mesma 

ameba com PMN (66,6 UI).  

 A concentração de SOD nas interações de amebas HM1 com células MN, em 

presença e ausência de melatonina foi significativamente maior que o controle, 

constituído de MN em PBS, mas na presença de melatonina, o aumento foi ainda 

mais expressivo (Figura 11). 

 Os níveis de SOD nas interações de trofozoítos das cepas ICB-32 e ICB-

ADO, com células MN, em presença de melatonina e cortisona não diferiram dos 

observados nas interações sem os hormônios (Figura 12 e 13). 

 Na figura 14 é possível observar que a SOD liberada nas interações da HM1 

com PMN sofreu interferências hormonais. Neste caso, tanto a melatonina quanto a 

cortisona aumentaram a SOD. 

 Nas incubações de ICB-32 com leucócitos PMN, a melatonina também 

aumentou os níveis de SOD. No grupo com cortisona houve aumento quando 

comparado ao controle (PMN em PBS), mas não diferiu quando a comparação foi 

feita com PMN + ICB-32 sem o hormônio (Figura 15). 
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 Quanto às interações de amebas ICB-ADO com PMN, em presença de 

hormônios, nota-se que as incubações dessa cepa, tanto com melatonina, quanto 

sem ela, tiveram níveis de SOD maiores que o controle (PMN em PBS) (Figura 16). 
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Tabela 8: Liberação espontânea de SOD por trofozoítos de E. histolytica e E. dispar, 

bem como, por leucócitos, em presença e ausência de melatonina e cortisona. 

   SOD (UI) 

Hormônio (-) 45,2 ± 7,2 

Melatonina (+) 47,2 ± 4 HM1* 

Cortisona (+) 

% 

46,6 ± 2,8 

Hormônio (-) 28,6 ± 4 

Melatonina (+) 29,8 ± 2,8 ICB-32  

Cortisona (+) 

% 

28,2 ± 3,3 

Hormônio (-) 29,8 ± 5,3 

Melatonina (+) 28,6 ± 5,6 ICB-ADO  

Cortisona (+) 

% 

28,2 ± 4,3 

Hormônio (-) 49,6 ± 13,1 

Melatonina (+) 51,2 ± 7,1  MN 

Cortisona (+) 

% 

49,4 ± 6,5 

Hormônio (-) 30,4 ± 1,14 ab 

Melatonina (+) 39 ± 4,3 a PMN 

Cortisona (+) 

% 

27,4 ± 2,7b 

* Indica diferenças significativas em relação às outras cepas e letras iguais indicam diferenças 

entre grupos (p<0,05). 

Presença de hormônio (+) e ausência de hormônio (-) 

Incubação em PBS por uma hora a 37º C. 
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Figura 10: Superóxido dismutase (SOD) liberada durante interações entre 

leucócitos mononucleares (MN) e polimorfonucleares (PMN) com trofozoítos de 

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

Letras iguais indicam diferenças significativas entre grupos (p<0,05). 
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Figura 11: Superóxido dismutase (SOD) liberada durante as interações entre a 

cepa HM1 de E. histolytica e células sanguíneas mononucleares (MN), em 

presença e ausência de melatonina (MEL) e cortisona (COR).  

* Indica diferença significativa em relação ao controle (MN) (p<0,05). 

Letras iguais indicam diferenças entre grupos  (p<0,05). 
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Figura 12: Superóxido dismutase (SOD) liberada durante as interações entre a 

cepa ICB-32 de E. histolytica e células sanguíneas mononucleares (MN), em 

presença e ausência de melatonina (MEL) e cortisona (COR). 
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Figura 13: Superóxido dismutase (SOD) liberada durante as interações entre a 

cepa ICB-ADO de E. dispar e células sanguíneas mononucleares (MN), em 

presença e ausência de melatonina (MEL) e cortisona (COR). 

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

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

presença e ausência de melatonina (MEL) e cortisona (COR).  

* Indica diferença significativa em relação ao controle (PMN) (p<0,05). 

Letras iguais indicam diferenças entre grupos (p<0,05). 
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Figura 15: Superóxido dismutase (SOD) liberada durante as interações entre a 

cepa ICB-32 de E. histolytica e células sanguíneas polimorfonucleares (PMN), em 

presença e ausência de melatonina (MEL) e cortisona (COR).  

* Indica diferença significativa em relação ao controle (PMN) (p<0,05). 

Letras iguais indicam diferenças entre grupos  (p<0,05). 
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Figura 16: Superóxido dismutase (SOD) liberada durante as interações entre a 

cepa ICB-ADO de E. dispar e células sanguíneas polimorfonucleares (PMN), em 

presença e ausência de melatonina (MEL) e cortisona (COR).  

* Indica diferença significativa em relação ao controle (PMN) (p<0,05). 

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

CF: C. fasciculata 
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5.5. Efeito da melatonina em infecções experimentais em Hamsters 

 A administração de melatonina, por três diferentes vias de inoculação, com 

tratamento prévio de 7 dias e em doses variadas, não reduziu significativamente as 

lesões hepáticas dos animais observadas macroscopicamente, como mostrado a 

seguir. 

 Via oral – As lesões variaram de grau III e IV nos controles e nos animais 

tratados com a melatonina, não havendo diferenças entre os grupos 

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

 Via intraperitonial – Foram observadas lesões de grau III e IV, como 

esperado para a cepa, mas alguns animais que receberam melatonina 

apresentaram redução das lesões sendo observadas lesões pontuais (grau I), 

e, em alguns casos, o grau II de comprometimento hepático. Contudo estes 

resultados não foram significativos quando comparados aos controles. 

 Via subcutânea – Não foram observadas diferenças significativas na 

gravidade das lesões produzidas pela E. histolytica nos animais submetidos 

ao tratamento com melatonina veiculada em água ou etanol 70% e os 

controles. 

5.5.1 Análise histopatológica do fígado de hamsters inoculados com E. 

histolytica com e sem tratamento com melatonina. 

A figura 17 ilustra a análise histopatológica do fígado dos hamsters sem a 

presença de melatonina (A) e com a melatonina (B). Nota-se que a área de 

destruição tecidual dos animais que receberam tratamento com melatonina foi menor 
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quando comparado aos controles sem melatonina. A verificação microscópica da 

necrose dos tecidos dos animais que não receberam tratamento evidenciou que 

freqüentemente era distribuída em amplas zonas. Nos animais que receberam 

melatonina encontrou-se parte de tecido normal entremeando regiões necrosadas. O 

infiltrado inflamatório de alguns animais tratados com melatonina pareceu ser 

constituído de maior número de linfócitos e macrófagos. 
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Figura 17: Fígado de hamsters inoculados com a cepa HM1 de E. histolytica. 

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

A 

B 
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6. DISCUSSÃO 

 

A amebíase está entre as principais enfermidades parasitárias, sendo 

amplamente difundida em todo o mundo, ocasionando morbidade e mortalidade 

significativas, visto que, pode causar a disenteria amebiana e abscesso hepático. 

Globalmente a doença leva ao óbito 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 protozoário causador da doença são relevantes. O presente trabalho 

comparou, através de ensaios in vitro, duas cepas de E. histolytica e uma de E. 

dispar, quanto à capacidade de eritrofagocitose e leucofagocitose, além de avaliar 

aspectos relacionados ao estresse oxidativo que as amebas, especialmente as 

formas invasivas, estão sujeitas no organismo humano. 

Vários parâmetros são utilizados para a caracterização quanto à virulência de 

diferentes cepas de E. histolytica e para a investigação da patogenicidade de E. 

dispar, dentre eles, está a eritrofagocitose. In vivo a eritrofagocitose é característica 

de amebíase invasiva e a deficiência em realizar eritrofagocitose é considerada fator 

de avirulência (BOETTNER et al., 2005). 

Neste estudo foi possível confirmar que a cepa HM1 de E. histolytica 

apresenta grande capacidade de internalização de eritrócitos, o que corrobora com a 

forma clínica e espécie das quais as amebas foram isoladas, visto que se trata de 

uma cepa reconhecidamente virulenta, isolada de colite disentérica. Nossos 

resultados estão 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 número de 

eritrócitos internalizados foram bem mais modestos que os alcançados pela HM1. 

Estes resultados confirmam os encontrados por Gomes et al. (1997) para diferentes 

cepas de E. histolytica. 

Pouco é conhecido sobre a capacidade fagocítica de E. dispar. Pillai, 

Kobayashi e Kain (2001) mostraram que a lectina de aderência Gal/GalNac era 

menos comum na superfície de E. dispar. Pimenta, Diamond e Mirelman (2002) 

descreveram a formação de vesículas menores em E. dispar durante a ingestão de 

bactérias. 

Mitra et al. (2005) mostrou diferenças entre E. histolytica e E. dispar quanto à 

fagocitose de bactérias, descreveu alterações na morfologia, acidificação e 

degradação dos fagossomas.   

Boettner et al. (2005) procuraram determinar quais ligantes eram 

reconhecidos nos eritrócitos para que E. histolytica realizasse fagocitose e se E. 

dispar também reconhecia esses ligantes. Eles constataram que E. histolytica 

provoca mudanças nos eritrócitos antes da ingestão, incluindo exposição da 

fosfatidilserina, que é reconhecida pelas amebas. E dispar foi relativamente 

deficiente nas etapas da fagocitose, como a aderência e a internalização.  

Voigt et al. (1999) enfatizaram que a patogenicidade requer uma dinâmica do 

citoesqueleto da ameba que permita movimento, penetração nos tecidos e 

mudanças de formas dos trofozoítos. Destacaram que a miosina B está envolvida na 

fagocitose de eritrócitos humanos, pois, em sua ausência havia falhas na 

eritrofagocitose.  
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Todos esses relatos, enfatizando diferenças, juntamente com os resultados 

obtidos no presente estudo, nos levam a inferir que possivelmente ICB-ADO e ICB32 

apresentam diferenças estruturais em relação a HM1 que justifiquem a menor 

capacidade de eritrofagocitose. 

Durante a infecção por E. histolytica, as células epiteliais intestinais servem 

como sensores da infecção e iniciam uma resposta inflamatória por parte do 

hospedeiro. Linhagens de células epiteliais ativadas produzem uma variedade de 

mediadores pró-inflamatórios, como IL-1, IL-2 e COX 2 (cicloxigenase 2). Células de 

defesa do hospedeiro, especialmente, macrófagos e neutrófilos, são atraídos para o 

local de invasão (STANLEY-JR; REED, 2001). 

A fagocitose desempenha um importante papel na patogenicidade de E. 

histolytica, portanto, a habilidade de fagocitar não apenas eritrócitos, mas também 

bactérias e células humanas têm sido objetos de investigações. Diante disso, uma 

avaliação ampla da capacidade fagocítica das amebas envolve além da 

eritrofagocitose, a leucofagocitose. 

Neste trabalho, pioneiramente, buscou-se realizar uma ampla comparação 

entre cepas de E. histolytica e E. dispar quanto aos parâmetros de atividade 

fagocítica diante de leucócitos, que envolve: aderência, fagocitose, morte de células 

internalizadas e morte das amebas durante o processo. 

Os resultados encontrados referentes à leucofagocitose indicam que, de 

modo geral, a aderência e a fagocitose foram similares para MN e PMN. A cepa 

HM1 obteve maiores índices de aderência em relação a E. dispar e maiores índices 

de fagocitose que as outras cepas. A cepa HM1 também foi mais hábil em matar os 

leucócitos internalizados, especialmente MN, e morreram menos durante o processo 

de fagocitose. Isso tudo seria esperado, já que se trata de amebas altamente 
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virulentas. A relação da leucofagocitose com a virulência pôde ainda ser confirmada 

neste trabalho pelos índices significativamente mais baixos de leucofagocitose das 

cepas ICB-32 e ICB-ADO. 

A cepa ICB-32 foi isolada de assintomático e foi avirulenta quanto à 

inoculação em fígado de hamster (Silva, 1997). Os trofozoítos da cepa ICB-ADO de 

E. dispar, espécie não invasiva, quando em cultivo com C. fasciculata, não foram 

virulentos em teste in vivo e in vitro (Costa et al. 2006). 

Estudos clássicos envolvendo amebas e leucócitos, como de Jarumilinta e 

Kradolfer (1964) e Guerrant et al. (1981) demonstraram que amebas virulentas são 

letais para leucócitos.  

Salata, Pearson e Ravdin (1985) também demonstraram o poder dos 

trofozoítos de E. histolytica (HM1) em matar leucócitos PMN e MN. As amebas foram 

capazes de matar leucócitos mesmo quando proveniente de soro previamente 

imunizado. 

Guerrant et al. (1981) descreveram a interação entre E. histolytica e PMNs. 

Os estudos, in vitro e in vivo, mostraram que trofozoítos de cepas de E. histolytica 

menos virulentas eram circundadas por PMNs, fragmentados e ingeridos por PMNs. 

Em contraste, trofozoítos de cepas de amebas mais virulentas causaram perda na 

motilidade destes leucócitos, que eram fagocitados e mortos pelas mesmas. 

Um estudo mostrou que, em presença de IFN-γ, os macrófagos in vitro 

apresentavam maior capacidade de matar trofozoítos de E. histolytica (IP:0682:1). A 

atividade amebicida foi determinada após a incubação de macrófagos e trofozoítos 

por quatro horas, com posterior contagem do número de trofozoítos mortos. O 

tratamento com IFN-γ ativou macrófagos peritoniais de camundongos para matar as 
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amebas, evidenciando que, quando ativados, são significativamente mais eficazes 

(GHADIRIAN; DENIS, 1992).  

Sanchez-Guillen et al. (2002) realizaram estudo clínico mostrando que a 

amebíase invasiva tinha correlação com os níveis de IL-4, associados a um perfil de 

resposta Th2, e a resistência à invasão, nos portadores assintomáticos, relacionava-

se à resposta Th1, com altos níveis de IFN-γ. 

O papel de citocinas nas interações também foi avaliado num trabalho que 

mostrou que a resposta imune a LPPG é mediada por receptores toll-like 2 e 4. O 

balanço entre as citocinas pró-inflamatórias e antiinflamatórias produzidas por MNs 

regula as respostas imunes inatas, e, seu desequilíbrio é prejudicial para o 

hospedeiro. A LPPG, quando utilizada para desafiar os MN, estimulou a produção de 

citocinas antiinflamatórias 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 áreas de lesões 

apresentam alta concentração de neutrófilos e linfócitos. Os autores defendem a 

teoria de que a interação entre os PMNs com os trofozoítos contribui para a 

patogenicidade (DICKSON-GONZALEZ; URIBE; RODRIGUEZ-MORALES, 2008). 

No presente trabalho, considerando os tipos de leucócitos, de modo geral, os 

níveis mais altos de superóxido foram obtidos com incubações amebas-PMN. Em 

presença das cepas HM1 e ICB-32 as concentrações aumentaram, e 

surpreendentemente, isso foi ainda mais significativo para a cepa ICB-32, o que 

talvez esteja relacionado às diferenças no arsenal de substâncias desintoxicantes, 

que pode estar mais desenvolvido na virulenta HM1, ou às diferenças na capacidade 

das cepas inibirem a produção de superóxido pelos leucócitos. É importante 

destacar que a SOD foi encontrada em maior concentração nesta cepa, o que 
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justificaria um nível mais baixo de superóxido nas incubações de PMN com HM1, em 

comparação a ICB-32. Com a ICB-ADO, os níveis de O2
- foram os mais baixos 

encontrados, entretanto, ao contrário do que aconteceu com a HM1, os níveis de 

SOD também foram baixos, o que pode indicar que os leucócitos utilizaram 

mecanismos não oxidativos para destruir essas amebas, ou que, a cepa é tão 

susceptível ao O2
-  que, mesmo em níveis baixos foi destruída. Além disso, a cepa 

pode ser tão atenuada a ponto de ter limitada capacidade de produzir a SOD e foi 

morta por outros mecanismos menos lesivos aos próprios leucócitos. 

Há pouca informação na literatura quanto à dosagem de superóxido em 

interações entre amebas e leucócitos e os resultados são controversos. Lin, Keller e 

Chadee (1993) investigaram o efeito da cepa HM1 no burst oxidativo dos 

macrófagos. O tratamento de macrófagos peritoniais com proteínas solúveis de 

amebas aumentou a liberação de O2
- e de H2O2 de maneira dose dependente.  

Ghadirian e Kongshavn (1988) estudando interações de MN com duas cepas 

de E. histolytica, uma virulenta e outra não, constatou que os níveis de superóxido 

produzidos por macrófagos eram maiores em presença de ambas, especialmente 

com a cepa virulenta. 

Gandhi et al. (1987) detectaram que células PMN provenientes de pacientes 

com formas graves de amebíase apresentavam níveis altos de superóxido, o que 

não era observado em células de pacientes com formas não invasivas.  

Entretanto, Arbo et al. (1990) mostrou que a resposta oxidativa dos neutrófilos 

sofria uma redução em presença de amebas. Manrique et al. (2002) não 

encontraram aumento da produção de superóxido por células PMN em presença de 

antígenos de cepas patogênicas de E. histolytica.  
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Durante a invasão, os trofozoítos são expostos a quantidades elevadas de 

espécies reativas do oxigênio, tais como o radical superóxido. Segundo Ramos-

Martinez et al. (2008) o fenótipo de E. histolytica altamente virulento está relacionado 

a grande habilidade de reduzir o superóxido.  

E. histolytica produz SOD contendo ferro, que é induzida pelo ânion 

superóxido, levando a produção de H2O2. Além da SOD, a NADPH:flavina 

oxidoredutase (Eh34) também tem um papel antioxidante convertendo oxigênio em 

H2O2, que por sua vez pode ser eliminada pela enzima peroxiredoxina 

(BRUCHHAUS; RICHTER; TANNICH, 1998).  

Estudos mostraram que a SOD e enzima de superfície EH29 (peroxidase tiol-

dependente), que age bloqueando radicais livres, aumentam significativamente 

quando os trofozoítos são expostos a altos níveis de oxigênio, sugerindo que ambas 

estão envolvidas na sobrevivência do parasito ao estresse oxidativo (AKBAR et al., 

2004; SEN et al., 2007). 

Este trabalho mostrou a presença de superóxido e SOD mesmo quando havia 

apenas amebas, portanto nas interações amebas-leucócitos a origem desses 

elementos poderiam partir de ambos. Níveis mais altos de O2
- e SOD foram obtidos 

com HM1. Alguns trabalhos confirmaram a existência de superóxido em amebas. 

Akbar (2004) relatou presença de radicais livres em trofozoítos quando estavam em 

ambientes ricos em oxigênio. Muñoz-Sanchez et al. (1997) afirmaram que amebas 

em culturas produzem radicais livres do oxigênio com capacidade de gerar danos 

biológicos. Crisóstomo-Vazquez et al. (2002) avaliaram a relação dos radicais livres 

produzidos por E. histolytica com proteases (azocaseína e azoalbumina), sugerindo 

que os radicais livres auxiliam a ação das proteases. 
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Chen et al. (1996) mostraram que a sobrevivência do parasito em locais com 

altas concentrações de oxigênio é devido a um conjunto enzimático composto de 

SOD, catalase e peroxidase. Naquele trabalho a concentração de SOD nas amebas 

foi ainda maior que o obtido aqui, mas, isso pode estar relacionado à metodologia 

empregada (pyrogallol-NBT colorimetric assay) e ao tipo de cepa avaliada, que foi a 

patogênica 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) reforça 

o aspecto imunomodulador da melatonina. Voluntários humanos tratados com 20mg 

diárias de melatonina tiveram aumento da resposta quimiotática para PMN, mas uma 

redução 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 níveis 

mais baixos de melatonina, porém, os níveis de cortisol no soro e a capacidade 

fagocítica de macrófagos foram maiores.  

Sanchez et. al. (2008) administraram em ratos o triptofano, precursor da 

melatonina, e observou a atividade fagocítica. Os resultados mostraram aumento da 

resposta fagocítica e da desintoxicação de radicais livres como o superóxido. 

Um estudo avaliou a melatonina como imunomodulador das alterações 

histopatológicas relacionadas à esquistossomose, evidenciando que a ação 

antioxidante da melatonina é altamente protetora, quando administrada após a 

infecção por Schistosoma mansoni sendo capaz de reduzir danos no fígado e no 

baço (EL-SOKKARY et al., 2002). 

Há poucos relatos quanto às interferências da melatonina em infecções por 

protozoários. Os escassos estudos publicados avaliaram interferências em casos de 
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toxoplasmose (BALTACI et al., 2003; BALTACI et al., 2004; BALTACI et al., 2005). 

Considerando os percentuais de linfócitos CD4 e CD8, a deficiência de melatonina 

(pinealectomizados) tem influência negativa na imunidade celular de ratos com 

toxoplasmose (BALTACI et al., 2005). 

Santello et al. (2007) mostrou que a melatonina pode ser útil no tratamento da 

tripanossomíase, pois reduz a severidade da infecção experimental por 

Trypanosoma cruzi. Recentemente, também foi mostrado que a melatonina aumenta 

os níveis de citocinas pró-inflamatórias na doença de Chagas, o que constitui um 

fator de proteção (SANTELLO et al., 2008). 

Budu et al. (2007) mostrou uma perspectiva terapêutica da melatonina para o 

tratamento da malária. Eles afirmam que N(1)-acetyl-N(2)-formyl-5-

methoxykynuramine (AFMK), um produto de degradação da melatonina, tem efeito 

sincronizador para o Plasmodium chabaudi e Plasmodium falciparum, modulando o 

ciclo de vida do parasito. 

Embora a literatura tenha mostrado vários resultados promissores para uso 

da melatonina exógena, há também relatos de falta de eficácia quanto ao seu uso. 

Spreer et al. (2006) utilizando modelos in vivo de meningite bacteriana observaram 

que embora existisse uma ação antiinflamatória com a terapêutica combinada, 

constituída de antibióticos e melatonina, os danos teciduais não eram reduzidos pelo 

hormônio. E os resultados de outro estudo mostraram que níveis altos de melatonina 

podem exacerbar infecção 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 relação à E. histolytica. Os dados mostraram que a 

melatonina aumentou a taxa de aderência de leucócitos para a cepa HM1. Quanto à 

morte das amebas, HM1 e ICB-32 morreram mais quando havia melatonina nas 
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incubações. Entretanto, a adição de hormônios não foi capaz de interferir 

significativamente no poder de eritrofagocitose das amebas, o que pode ser 

indicativo de que a ação dos hormônios aconteça prioritariamente nas células de 

defesa. 

Em relação ao estresse oxidativo, observaram-se interferências hormonais, 

principalmente com a melatonina. A interação da cepa HM1 tanto com MN, quanto 

com PMN, em presença de melatonina, apresentou níveis significativamente mais 

altos de O2
-. Estes resultados sinalizam que a cepa virulenta estimule mais 

eficientemente o burst oxidativo nos leucócitos. A cortisona reduziu a concentração 

de superóxido nas incubações com PMN, mostrando uma ação imunoreguladora, 

corroborando com outros estudos também realizados com glicocorticóides (MIYATA 

et al., 1995; CABRERA, et al., 2001). 

Os níveis de SOD nas incubações entre leucócitos e cepas de E. histolytica 

em presença de melatonina foram mais altos que em sua ausência, o mesmo não 

ocorrendo para E. dispar, portanto ocorreriam diferenças entre espécies, reforçando 

a idéia de que a SOD liberada pelas amebas possa refletir um mecanismo de 

adaptação das amebas aos locais ricos em superóxido, esse mecanismo parece ser 

falho em E. dispar. 

No estudo realizado por França (2002), utilizando EPEC, a melatonina 

modulou a atividade funcional de fagócitos, foi capaz de aumentar a fagocitose, a 

atividade microbicida e a liberação de ânion superóxido. A cortisona determinou 

aumento na liberação de superóxido por leucócitos provenientes do colostro, mas 

diminuição para os do sangue. 

No presente trabalho foi possível perceber diferenças significativas tanto na 

eritrofagocitose quanto na leucofagocitose, não apenas entre espécies, mas também 
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entre as cepas. Ficou evidente que, para a virulenta HM1, a melatonina in vitro 

apresenta funções moduladoras nas interações entre essas amebas e os leucócitos 

humanos, especialmente em relação ao contato, morte das amebas e estresse 

oxidativo.  

Por outro lado, in vivo, a melatonina, um hormônio reconhecidamente 

imunomodulador, não foi capaz de deter a ação destruidora das amebas no fígado 

dos hamsters. Apesar das zonas de necroses apresentarem diferenças no que tange 

a extensão das lesões e ao infiltrado inflamatório, estas diferenças não levaram a 

redução dos danos teciduais observados macroscopicamente, sugerindo que o 

parasito apresenta eficazes mecanismos de escape do sistema imune. Por exemplo, 

há aumento da produção de SOD, neutralizando o superóxido, abrindo espaço para 

a progressão da lesão, através da liberação de amebaporos e cisteína proteinases 

pelas amebas. Além disso, elementos provenientes dos leucócitos, como o 

superóxido, em altas concentrações, poderiam contribuir também para os danos 

teciduais.  

Essa idéia da forte resistência das amebas aos elementos do sistema imune 

do hospedeiro é reforçada por vários autores. Santi-Rocca et al. (2009) relata que 

quando confrontados com células de defesa do hospedeiro, os trofozoítos tendem a 

se adaptar ao seu novo ambiente e modular as respostas, levando à sobrevivência 

parasitária mesmo quando são formados focos inflamatórios. 

Estudos mostraram que a SOD e a enzima de superfície EH29 aumentam 

significativamente quando os trofozoítos são expostos a altos níveis de oxigênio, 

sugerindo que ambas estão envolvidas na sobrevivência 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 

resistência ao óxido nítrico, interferindo na síntese desse elemento nos macrófagos 

e também catabolizando-o. Em relação aos neutrófilos, a proteína Ehserp presente 

em cepas de E. histolytica inibe a ação dessas células, reduzindo a atividade da 

catepsina G, importante elemento durante a inflamação (TANI et al., 2001; ANKRI, 

2002). Estes resultados reforçam a teoria de que as cepas mais virulentas lançariam 

mão de mecanismos eficientes em inibir a produção de radicais livres pelos 

leucócitos, além do bloqueio dos mesmos com a produção de SOD. 

Outro aspecto a ser destacado refere-se à importância da interação com a 

microbiota intestinal na virulência de E. histolytica. A resistência das amebas em 

relação às células de defesa in vivo pode também sofrer interferência de outros 

microrganismos. Tem sido proposto que um aumento da patogenicidade de E. 

histolytica pode ser ocasionado pela interação com bactérias presentes no intestino 

do hospedeiro.  

Galván-Moroyoqui et al. (2008) mostrou que a interação entre as amebas com 

bactérias enteropatogênicas provoca aumento da virulência das amebas, 

ocasionando maiores danos para as células epiteliais.  

A interação de isolados de amebas de baixa patogenicidade com uma 

variedade de bactérias gram-negativas, principalmente E. coli, que são facilmente 

ingeridas pelo amebas, provoca aumento significativo da capacidade dos trofozoítos 

de ingerir e destruir células epiteliais intestinais, secretarem substâncias citopáticas 

e causarem lesões hepáticas em hamsters (MIRELMAN et al., 1983). 

Um recente estudo in vitro mostrou aumento de patogenicidade de trofozoítos 

em cultivo xênico (PYSOVA et al., 2009), corroborando com Furst et al. (2002) e 

Costa et al. (2007), que mostraram que E. dispar apesar de ser considerada não-
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patogênica, em associação com a microbiota específica, pode produzir danos 

hepáticos em hamsters. Em cultivo xênico, trofozoítos de E. dispar além de induzir 

severas lesões hepáticas, apresentam atividade lítica para células VERO.  

Embora a amebíase seja amplamente distribuída, nos países em 

desenvolvimento as taxas de prevalência tendem a serem maiores. O investimento 

em saneamento básico geralmente está muito aquém do necessário, possibilitando a 

expansão da amebíase, através da transmissão oro-fecal. Melhorias no serviço de 

saúde pública reduziriam a doença, porém, uma falta de progresso significante nesta 

área, ocasionou uma necessidade de entender cada vez mais a biologia do parasito 

e sua patogenicidade, para desenvolver métodos mais eficazes de tratamento e 

prevenção da doença. 

Este trabalho propôs conhecer um pouco mais sobre as interações entre 

células sanguíneas e trofozoítos de E. histolytica e E. dispar, tentando esclarecer 

como esse protozoário, especializado em fagocitose, se comporta ao se deparar 

com células humanas, algumas também altamente preparadas para a fagocitose. O 

universo dessas interações está longe de ser desvendado, mas encontramos 

respostas interessantes e surgiram perspectivas para investigações 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 útil 

como adjuvante da terapia anti-amebiana. 
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7. CONCLUSÃO 

 A capacidade fagocítica das amebas é variável conforme a cepa. Em relação à 

eritrofagocitose, o percentual de amebas fagocíticas e número de eritrócitos 

fagocitados, variaram de acordo com a cepa, sendo a cepa mais virulenta (HM1) 

a de maior poder de internalizar eritrócitos. Quanto à leucofagocitose, as amebas 

HM1 tiveram maiores índices de aderência e fagocitose que as outras cepas. 

Essas amebas também foram mais hábeis em matar os leucócitos internalizados, 

especialmente MN, e morreram menos durante o processo de fagocitose. 

 Os níveis mais altos de superóxido foram com incubações de PMN, em presença 

de amebas ICB-32, sugerindo diferenças entre as cepas quanto ao arsenal de 

substâncias desintoxicantes. Ele pode estar mais desenvolvido na virulenta HM1, 

que foi a cepa onde os níveis de SOD foram os mais altos, ou às diferenças entre 

cepas com maior virulência em inibir a produção de radicais livres pelos 

leucócitos. 

 Mesmo em amebas isoladamente, havia superóxido e SOD, níveis mais altos de 

O2
- e SOD foram obtidos com HM1. 

 A melatonina interferiu nas interações entre amebas e leucócitos in vitro. Ela 

aumentou a taxa de aderência de leucócitos às amebas HM1; a morte de 

amebas das cepas HM1 e ICB-32 durante as interações com leucócitos foram 

maiores em presença de melatonina. Quanto ao estresse oxidativo, a melatonina 

também provocou alterações, havendo maior concentração de superóxido nas 

incubações de amebas HM1 tanto com MN, quanto com PMN, em presença de 

melatonina.  E os níveis de SOD, em presença de melatonina, foram altos para 

HM1 e ICB-32, especialmente com PMN. 
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 Considerando os diferentes parâmetros analisados in vitro, é possível afirmar 

que, HM1 de E. histolytica, teve características e comportamentos diferentes das 

cepas avirulentas, o que está de acordo com a forma clínica das quais essas 

amebas foram isoladas, confirmando, através de outros meios, a sua virulência. 

 Na amebíase experimental a melatonina não foi capaz de reduzir 

significativamente as lesões hepáticas dos hamsters segundo critérios 

macroscópicos. 
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9. ANEXOS 

 
ANEXO 1 – Modelo do Termo de Consentimento 

 
 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

 
 
A aluna do programa de Pós-graduação em Parasitologia da Universidade Federal 
de Minas Gerais, Aline do Carmo França Botelho, convida-lhe 
_______________________________ a participar como voluntário no projeto de 
pesquisa intitulado “Avaliação da interferência da melatonina nas interações entre 
trofozoítos de Entamoeba e células sanguíneas” O projeto objetiva avaliar in vitro as 
interações entre trofozoítos de E. histolytica e células sanguíneas, bem como, a 
capacidade dos hormônios melatonina e cortisona de modular essas interações, 
aspectos ainda cientificamente obscuros, o que torna o projeto pertinente. O 
voluntário afirma que foi esclarecido quanto aos seguintes aspectos: 
 Os objetivos da pesquisa; 
 Necessidade de colheita de amostras de sangue; 
 Recebimento de esclarecimentos à cerca dos procedimentos, desconfortos e 

riscos possíveis, resultados, benefícios e outros assuntos relacionados com a 
investigação; 

 Garantia de poder retirar o consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem 
qualquer penalização ou prejuízo. 

 Caráter confidencial da pesquisa, não sendo permitida a identificação dos 
participantes. 

 
 
 
 

Assinatura do voluntário                         Data 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Aline do Carmo França Botelho. Laboratório de Amebíase, ICB, Bloco L-4.  
Fone: 31-3499-2845; 34-88057812, Av. Antônio Carlos, 6627. CEP: 31270-901. 
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