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Resumo

Entamoeba histolytica é o protozoario causador da amebiase. Essa parasitose € a
segunda maior causadora de morte no mundo dentre as doencas parasitarias e se
apresenta nas formas intestinais e extra-intestinais. Os trofozoitos, forma invasora
da ameba possuem capacidade eritrofagocitica, ou seja, capacidade de fagocitar
eritrécitos. A atividade funcional das citocinas na fagocitose foi relatada em células
sanguineas e colostro, porém no processo de fagocitose desseparasita ndo
foielucidada. Portanto, identificar citocinas que possam modular a acao fagocitica de
trofozoitos na eritrofagocitose, € necessario para um melhor entendimento das
respostas imunoldgicas durante a amebiase. Assim, o objetivo deste trabalho foi
verificar os efeitos imunomoduladores de IFN-y e/ou IL-17 sobre a eritrofagocitose da
E. histolytica. Os métodos utilizados foram: Ensaio de viabilidade de eritrocitos e
ensaio de eritrofagocitose e em um total de 18 amostras de sangue periférico
humano de doadores voluntarios. A analise estatistica foi realizada por analise de
Variancia (ANOVA), seguido pelo método de Tukey. Observou-se aumento de
eritrofagocitose e variacdo do numero de amebas fagociticas e eritrécitos
fagocitadosde acordo com a citocina. O indice de amebas fagociticas foi maior
guando as células foram tratadas com citocinas. O maior valor foi observado no
ensaio contendo IFN-y, seguido por IFN-y + IL-17 e IL-17. O IFN-y e a combinacé&o
de IFN-y + IL-17 aumentaram o numero de eritrécitos fagocitados. Os resultados
sugerem que as citocinas desempenham um papel na patogéneseda amebiase, por
interferir na interacdo ameba e eritrocitos aumentando a eritrofagocitose, processo

considerado fator de viruléncia de cepas patogénicas de amebas.

Palavras-chave: Amebiase, Entamoeba histolytica, Imunomodulagcédo, Citocinas,

Fagocitose e Eritrocitos.



Abstract

Entamoeba histolytica is the causative protozoan of amebiasis. This disease is the
second leading cause of death worldwide among the parasitic diseases and presents
the intestinal forms and extra-intestinal. Trophozoites, invasive form of amoeba have
erythrophagocytic capacity, the capacity to phagocytic of erythrocytes. The functional
activity of cytokines in phagocytosis has been reported in blood cells and colostrum,
but in the process of phagocytosis of this parasite has not been elucidated.
Therefore, to identify cytokines which may modulate the action of phagocytic
trophozoites in erythrophagocytosis, it is necessary for a better understanding of
immune responses during amebiasis.The objective of this work was to evaluate the
immunomodulatory effects of IFN-y and / or IL-17 on erythrophagocytosis of E.
histolytica. The methods used were red cell viability assay and erythrophagocytosis
assay and a total of 18 samples of human peripheral blood from volunteer donors.
Statistical analysis was performed by analysis of variance (ANOVA) followed by
Tukey method. There was an increase of erythrophagocytosis and variation in the
number of phagocytic amoeba and phagocytosed erythrocytes in accordance with
the cytokine.The amoebae phagocytic index was higher when cells were treated with
cytokines. The highest value was observed in the assay containing IFN-y followed by
IFN-y + IL-17 and IL-17. IFN-y and the combination of IFN-y + IL-17 increased the
number of phagocytosed erythrocytes.The results suggest that cytokines play a role
in the pathogenesis of amebiasis, amoeba by interfering with the interaction with
erythrocytes increase the erythrophagocytosis, the procedure as virulence factor of

pathogenic amoebae strains.

Keywords: Amoebiasis, Entamoeba histolytica, Immunomodulation, Cytokines,

Phagocytosis and Erythrocytes.
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1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), Organizacdo Pan-Americana de
Saude (OPAS) e a Organizacdo das Nac6es Unidas para a Educacao, a Ciéncia e a
Cultura (UNESCO) em 1997 denominaram a infeccdo parasitaria causada pelo
protozoario Entamoeba histolytica,como amebiase(WHO, 1997b; FONSECA, 2013).

Essa infeccdo € considerada importante causa de morbidade e mortalidade
humana, com distribuicAo mundial e alta prevaléncia em regides tropicais,
principalmente em locais com baixas condi¢cdes socieconbmicas e deficiéncia nas
condicbes de higiene e na educacdo sanitaria, pois essas condi¢cbes contribuem
para sua proliferacdo e transmissdo. Com exce¢do da américa central e oceania
estima-se que, o maior numéro de casos de amebiase esta situado na Asia,
Antartica, Africa e Europa (WHO, 1997a; SILVA et al., 2005; XIMENES et al., 2009).
No Brasil sua prevaléncia, patogenicidade e viruléncia apresenta variacao de 5,6% a
40%, dependendo da regidao(CUNHA et al., 1991; SILVA, et al., 2005).

A forma mais comum da doenca é a infeccao assintomatica que abrange 90%
dos casos, o0s 10% restantes sdo casos sintomaticos caracterizados
fundamentalmente por diarreia e disenteria amebiana(DIAMOND & CLARK,
1993).Individuos com baixo poder aquisitivo, desnutridos e imunossuprimidos séo
normalmente mais infectados (WALSH, 1986).

Ha no entanto, pequeno percentual de doentes que desenvolvem colite
amebiana cronica, que se caracteriza pela presenca de lesBes multiplas
discretas,que variam entre erosdes superficiais no epitélio do célon e Ulceras

profundas(ESPINOSA-CANTELLANO & MARTINEZ-PALOMO, 2000; GARCIA-
ZEPEDA et al., 2007, MORTIMER & CHADEE,2010).

A Entamoeba histolytica € uma espécie de ameba que pode ser encontrada
no organismo humano e é a unica patogénica dentre todas as diferentes espécies de
amebas, por isso € a mais importante(SILVA&GOMES, 2005).Este
protozoariopertence ao filo Sarcomastigophora, classe Lobosea, género Entamoeba,
ordem Amoebida e familia Entamoebidae (WALSH, 1988; CHAVES, 2010).Esta
éspecie possui uma particularidade, se diferencia pela locomocé&o e incorporacéo de
alimentos através da emissdo de pseudopodes (CHAVES, 2010; FONSECA, 2013).



15

O protozoario apresenta quatro formas diferentes durante o seu ciclo
bioldgico, dentre elas a forma de trofozoito também conhecida como forma invasora
do parasito. Os trofozoitos desempenham todas as atividades necessarias a sua
sobrevivéncia e na sua forma patogénica, pode conter heméacias nos vacuolos
digestivos(LOHIA, 2003;STANLEY, 2003).

O processo que os trofozéitos fagocitam eritrocitos € conhecido como
eritrofagocitose (GOMES et al.,, 1997). Na forma invasiva da amebiase a
eritrofagocitose é frequente. A fagocitose inicia-se com a ligacdo da lectina
galactose/N-acetilgalctosamina (OKADA et al., 2005), em seguida para que ocorra a
degradacdo, os ameboporos e as cisteina proteinases sao recrutadas para 0s
fagossomas (QUE & REED, 2000; ANDRA et al., 2003).

De acordo com Rey (2010), a ameba patogéncia utiliza Ferro nos seus
mecanismos respiratorios, isso sugere que, a procura avida de hemacias pelo
trofozoito possa ser decorrente da sua necessidade de Ferro acima da média
normal.

Diversas células produzem peptideos denominados citocinas que podem ser
efetoras e reguladoras de resposta imuno-inflamatérias, agindo sobre varios tipos
celulares (SANTOS et al., 2005)

Determinadas citocinas possuem funcdo pro-inflamatéria, enquanto, outras
apresentam acédo anti-inflamatoria. A IL-17 e a IFN-y sdo exemplos de citocinas pro-
inflamatérias (O'GARRA, 1998; NETEAet al., 2003; OLIVEIRA, et al., 2011).No
entanto, o efeito modulador dessas citocinas ainda n&o foi mostrado na
eritrofagocitose dos trofozoitos de E. histolytica. Assim, o presente estudo teve o
objetivo de avaliar o processo de fagocitose de eritrocitos exercido pela E. histolytica
apos o estimulo de IL-17 e/ou IFN-y, buscando verificar se tais citocinas podem

inteferir na fagocitose dos trofozoitos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Amebiase

A amebiase possui distribuicdo geogréafica de ocorréncia mundial e sua maior
prevaléncia ocorre na Africa, Asia, Europa e Américas do Norte e do Sul. Estima-se
gue a doenca ocorra em uma frequéncia variavel (0,2 a 50%)dependendo do local
(Rodriguez 1985; WHOa, 1997). Ximénez et al.,(2009), ressalva que os valores de
prevaléncia da amebiase poderiam estar errados, visto que suas estimativas foram
feitas antes da caracterizacdo molecular de E. histolytica/E. dispar e também por
ndo mencionar ou considerar a E. moshkovskii, que € morfologicamente idéntica as
espécies citadas como contribuinte para os numeros de prevaléncia nas areas
endémicas. Contudo, de acordo com dados obtidos através de técnicas moleculares
as regides endémicas da amebiase estdo no subcontinente asiatico (india,
Bangladesh), Africa, paises do Pacifico Asiatico (Tailandia, Jap&o), América do Sul e
Central (México, Colémbia).

AE. histolytica infecta cerca de 500 milhdes de pessoas, onde 50 milhdes
desenvolve a amebiase invasiva.Anualmente, é responsavel por 40 a 110.000
mortes humanas no mundo e é a segunda maior causadora de morte dentre as
doencas parasitarias(WALSH, 1988; WHO, 1997b; HUSTON, 2004;CIMERMAN &
CIMERMAN, 2008; WHO, 2010; TENGKU e NORHAYATI, 2011).

Mesmo comprometendo a saude de individuos de todas as idades e classes
sociais, esse parasita atinge 4 vezes mais grupos socioecondmicos inferiores. Essa
parasitose é mais frequente nos primeiros anos de vida (GARCIA-MANZO, 1997),
havendo maior frequéncia de amebiase hepatica na faixa etaria de 30-50 anos e em
homens do que mulheres (4:1) (GAYTAN, 1987). A incidéncia da doenca é duas
vezes maior no verdo do que no inverno (GARCIA-MANZO, 1997).

No Brasil a prevaléncia da amebiase apresenta uma variagdo de 5,6% a
40,0% nas suas diferentes regides, além da variacado de patogenicidade e viruléncia
(CUNHA et al., 1991; SILVA, et al., 2005). Rey (1991) verificou que a amebiase
invasiva mostrou maior frequénciana cidade de Manuas/AM, Belém/PA, Jodo
Pessoa/PB e Porto Alegre/RS.
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As caracteristicas clinicas da amebiase variam de colonizacdo assintomética
(90%), a amebiase intestinal que pode ocasionar Ulceras e colite amebiana com
quadros nao disentéricos (90%) ou disentéricos podendo evoluir para um quadro
mais severo de disenteria amebiana aguda. Pode ocorrer o desenvolvimento de
amebiase extra intestinal invasiva, acometendo varios 6rgdos, no entanto, se
manifesta mais comumente na forma de abscessos no figado e pulmbes (WALSH,
1988; PETRI, 2000; LUCAS & UPCROFT, 2001; TENGKU & NORHAYATI, 2011;
HAQUE et al., 2003; GARCIA-ZEPEDA et al., 2007).

Ap6s a colonizagdo de trofozoitos na mucosa intestinal, os sintomas
apresentados podem ser dor abdominal, diarreia sanguinolenta ou n&o, com
presenca de muco abundante, tenesmo frequente e em alguns casos, febre. Casos
mais graves apresentam perfuracao do colon, colite fulminante, megacadlon toxico ou
ameboma, com apresentacdo de sintomas que envolvem dores abdominais
intensas, vinte ou mais episodios por dia de diarreia com sangue, febre, taquicardia,
hipotens&o e obstrucéo intestinal (XIMENEZ et al., 2009).

A amebiase extra intestinal ocorre em 10% dosindividuos infectados, onde os
trofozoitos migram até o figado pelo sistema portadesencadeando a formacédo de
abscessos hepaticos amebianos. Os abscessos hepéticos sdo as formas mais
frequentes da amebiase extra intestinal e a maior causa de morte por este
protozoario (ESPINOSA-CANTELLANO e MARTINEZ-PALOMO, 2000).Estudo
mostra que, 0s asbcessos sédo observados em adultos com idade entre 20 e 50 anos
principalmente e que os homens sdo mais propensos a desenvolver a doenca, até
15 vezes mais do que as mulheres(XIMENEZ et al., 2009).

O I6bulo hepatico direito é o mais frequentemente afetado, devido a
circulacdo do sistema porta. O lobulo esquerdo também pode ser infectado e
grandes abscessos podem levar ao comprometimento das cavidades peritoneal,
pleural ou pericardica (HUGHES & PETRI, 2000).
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2.2 Complexo E. histolytica/E. dispar

O microrganismo intestinal causador de amebiase invasiva foi reconhecido
em 1975. No entanto, esse organismo foi nomeado pela primeira vez em 1903 como
Entamoeba histolytica (DIAMOND & GRAHAM, 1993; JACKSON, 1998).

Para explicar os casos assintomaticos de amebiase, em 1925 BRUMPT
sugeriua existéncia de uma espécie morfologicamente idéntica a espécie de E.
histolytica, denominadaEntamoeba dispar. A principio ndo havia como diferencia-las,
por iSso muitos pesquisadores rejeitaram essa ideia. Tempos depois a classificacdo
das formas patogénicas e ndo patogénicas de E. histolytica foi possivel, através
depesquisa doperfil isoenzimético (zymodemes) de varios isolados(SARGEAUNT,
1982).A partir disso, pesquisadores reconsideraram a teoria de Brumpt ao
correlacionar os zymodemes com outros dados biolégicos e moleculares.Assim,em
1993 o dois organismos foram nomeados como E. histolytica e E. dispar (DIAMOND
& GRAHAM, 1993).

A E. histolyticaé o agente patogénico responsavel pela amebiase invasiva,
causador da colite amebiana e da amebiase extra intestinal. Esta espécie acomete
10% da populacdo mundial (BRAGA, 1998;CORDEIRO & MACEDO, 2007).

Com aproximadamente nove vezes mais prevaléncia a E. disparé a forma nao
patogénica,um parasito ndo invasivo do intestino humano, ou seja, € um comensal
intestinalestavel e avirulento que gera um estado assintomatico no individuo
portador (WHO, 1997b; JACKSON, 1998). De acordo com Moran (2005), este
protozoario ndo é capaz de causar nenhum sinal da doenca ou invadir mucosa
mesmo em pacientes com AIDS. Mundialmente acometem 90% dos casos
assintomaticos (ESPINOSA-CANTELLANO & MARTINEZ-PALOMO, 2000).

A confirmacdo e a aceitacdo dessas duas espécies diferentes de amebas
provocaram um grande impacto na compreensdo da amebiase e no seu manejo
clinico (JACKSON, 1998).

Apesar da E. dispar ndo ser relacionada a doenca invasiva no homem, foi
observado que os trofozoitos dessa espécie apresentaram potencial patogénico na
presenca de bactérias intestinaisem hamsters (COSTA, et al., 2006; COSTA et al.,
2007).
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No entanto, existem outras espécies de amebas que ndo sédo patogénicas,
além da E. dispar, tais como a Entamoeba hartmanni, Entamoeba coli e Entamoeba
moshkovskii (NEVES SANTOS, 2014). A Entamoeba moshkovskiitambém é
morfologicamente idéntica a E. histolytica e E. dispar, e é altamente prevalente em
alguns paises endémicos. Contudo, essa espécie ndo foi mencionada ou
considerada como contribuinte para os nimeros de prevaléncia em areas endémicas
(TENGKU e NORHAYATI, 2011).

2.3 Morfologia

A E. histolytica € um parasita extracelular que vive normalmente no limem do
intestino grosso na maior parte dos casos como comensal, ndo desencadeando
sintomas. Mas pode habitar outros tecidos na forma invasora da doenca (STANLEY,
2003; CHAVES, 2010).

Durante o ciclo biolégico o parasito apresenta quatro fases: a forma
trofozoito,pré-cisto,cisto e metacisto (SILVA E GOMES, 2005; CHAVES, 2010).

O trofozoito (forma vegetativa) é a forma invasora do parasito.Mede cerca de
10 a 60um,apresenta forma amebdide e € pleomdérfica. Possui uma parede externa
denominada ectoplasma com capacidade de se projetar formando os pseudépodes,
que sao responsaveis pela sua movimentacdo e alimentacdo (CORDEIRO &
MACEDO, 2007). O trofozoito se alimentade restos celulares, particulas liquidas por
pinocitose e fagocita pequenas bactérias(PESSOA & MARTINS, 1978; SILVA &
GOMES, 2005). Ja na endossoma € encontrado um pequeno nucleo que possui
cariossoma central e cromatina periférica uniformemente distribuida e ligada a
membrana nuclear. A cromatina foi avaliada como responsavel pela maioria da
sintese e acumulo de RNAr, equivalendo-se ao nucléolo(ALBACH, 1989). O
citoplasma possui grande quantidade de vesiculas e vacluolos de diversos
tamanhos,capazes de produzir e armazenar enzimas aptas a fagocitar e a destruir
tecidos. Essas vesiculas e vacuolos também podem conter restos celulares,
hemacias intactas ou em processo de degradacdo(CHAVEZ-MUNGUIA, 2004; De
SOUZA, 2006; CORDEIRO & MACEDO, 2007).

Os pre-cistos séo a fase intermediaria entre o trofozoito e o cisto. Sao ovais e
menores que os trofozoitos (RAVDIN, 1995; NEVES et al., 2011).
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Os cistos (forma de resisténcia) € a forma infectante do protozoario,0 seu
tamanho varia de10 a 20um de didmetro, possuem formato oval ou esférico e
apresentam de 1 a 4 nucleos de acordo com a fase de maturacdo. Apresenta parede
rigida e resistente devido a quitina e glicoproteinas presentes, permitindo ao parasito
resistir ao suco gastrico, fatores ambientais externos e a niveis usuais de cloro na
agua. O citoplasma apresenta vacuolos de glicogénio e corpos cromatdides em
formato de bastonete e ponta arredondada (CORDEIRO & MACEDO, 2007). Os
corpos cromatdides estdo envolvidos na sintese de proteinas (RAVDIN, 1995).
Conforme os cistos amadurecem, tanto 0s corpos cromatdides como 0s vacuolos
desaparecem. Os cistos maduros possuem 4 nucleos e somente eles sao
infecciosos (CORDEIRO & MACEDO, 2007; STANLEY, 2003).

Os metacistos sdo formas desenvolvidas a partir dos cistos. Sao
multinucleados e dao origem aos trofozoitos quando se dividem no intestino
delgado(NEVES et al., 2011;SILVA & GOMES, 2011).

2.4 Ciclo Biolégico

O ciclo de vida da E. histolytica € simples, monoxénico etem inicio quando o
homem se infecta ingerindo a forma cistica madura presente na agua ou alimentos
contaminados por fezes de individuos portadores da ameba, por contato fecal-oral
ou por méos contaminadas de pessoa a pessoa. Outras formas menos usuais de
transmissao incluem o sexo anal e oral e 0 uso de equipamentos de lavagem
intestinal contaminados. Os cistos maduros sofrem desencistamento no limen do
intestino delgado dando origem aos metacistos. Os metacistos por sua vez sofrem
divisdo binaria dando origem aos trofozoitos(STANLEY, 2003).

A forma trofozoitica (forma invasora) da ameba migra para o intestino grosso
onde se aderem ao muco e as células epiteliais. Podem sofrer o processo de
encistamento no lumen do célon gerando inicialmente as formas pré-cistos e depois
novos cistosque serdo eliminados junto as fezes humanas (HUSTON, 2004).

Os cistoseliminados podem sobreviver por semanas no meio
ambiente,resistindo as condi¢des desfavoraveis devido a protecdo que a sua parede

cistica confere, prosseguindo com o seu ciclo de vida, podendo assim, infectar outro
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individuo tornando-o um novo hospedeiro (TANYUSKEL&PETRI 2003; SAMIE et
al.,2012).

No meio externo, a capacidade de sobrevivéncia de trofozoitos que sé&o
eliminados em fezes diarreicas é menor, pois sdo destruidos rapidamente depois de
eliminados e quando ingeridos, ndo resistem as enzimas digestivas (CORDEIRO &
MACEDO, 2007).

Na forma n&o invasiva o0s trofozoitos continuam no lumen intestinal dos
portadores assintomaticos e sao eliminados nas fezes.Na forma invasiva o0s
trofozoitos penetram na mucosa intestinal invadindo-a, chega a corrente sanguinea
alcancando assim, outros 6rgdos como figado, pulmdo e encéfalo, provocando a
amebiase extra intestinal (ESPINOSA-CANTELLANO & MARTINEZ-PALOMO,
2000).

2.5 Patogenicidade

A E. histolyticaé capaz de sintetizar produtos amebianos que estdo envolvidos
no seu potencial virulento.Sdo eles: os amebaporos, a lectina ligante de
galactose/NAcetilgalactosamina (GAL/GALNACc), cisteina proteinases, fosfatases,
lipofosfoglicanos (LPG) e lipofosfopeptideoglicanos (LPPG). Esses produtos
induzem a destruicdo celular.

Quando ocorre interacdo deste protozoario com as células do hospedeiro, um
processo de invasao epitelial no intestino grosso € desencadeado. Devido a esse
mecanismo de invasdo, uma resposta inflamatoria é ativada, garantindo ao parasito
capacidade patogénica (MORTIMER & CHADEE, 2010).

In vivo foi verificado que a colite amebiana desenvolve-se apés os trofozoitos
de E. histolytica destruirem a barreira de muco invadindo o epitélio intestinal. Assim,
as células epitelias podem secretar citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas que
agem induzindo a migracdo de neutrdfilos e células mononucleares para o local
(SEYDEL & STANLEY, 1998; GARCIA-ZEPEDA et al., 2007; MORTIMER &
CHADEE, 2010).

A invasdo dos tecidos pelos trofozoitos é responsavel pela evolugdo da
patogénia. Inicialmente ocorre adesdo entre a ameba e a célula que sera lesada

com objetivo de utrapassar a barreira epitelial. Apés a passagem pela barreira
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epitelial, a invaséo tecidual ocorre através de movimentos ameboides e a liberacdo
de enzimas proteoliticas. A forma infectante do parasito (trofozoito) libera grandes
qguantidades de proteinas no local, que causam maior dano a célula-alvo, resultando
em uma resposta inflamatoria aguda. Ela pode ser itensificada por acdo de
fagocitos. A medida que a lesdo progride, a superficie mucosa é privada de fluxo
sanguineo, necrosando, com perfuracdo da parede intestinal e infeccdo sistémica
(LEROY et al., 2000; MIRELMAN et al., 2008;LEJEUNE et al., 2009;NEVES et al.,
2011).

Pesquisadores buscam desvendarnovos fatores que determinam a viruléncia
da E. histolytica(SANTI-ROCCA et al., 2009). Considera-se como principais fatores
de virulénciaas proteinas amebianas denominadas lectina galactose/N-
acetilgalctosamina, os ameboporos que lisam células favorecendo a resposta
inflamatoria e as cisteina proteases, secretadas pelos trofozoitos que sdo capazes
de degradar imunoglobulinas (IgA e 1gG) de mucosa intestinal (BRITO et al., 2007,
MIRELMAN et al., 2008).

Esse parasita também pode apresentar mecanismos de evasdo da resposta
imune.Durante a infeccdo, os trofozoitos fagocitam e induzem apoptose de células
do hospedeiro. Esses mecanismos parecem permitir a evasdo do parasito da
resposta imune, limitando a inflamacdo (HUSTON et al.,, 2003). Outro fato que
parece permitir sua evasdo € a capacidade que o protozoario tem de inibir a
producdo de métabolitos ativos de oxigénio em mondcitos na leucofagocitose
(FRANCA-BOTELHO et al., 2010).

2.6 Diagnostico e Tratamento

Os sinais e sintomas da amebiase sao inespecificos e podem ser confundidos
com os de outras infec¢des intestinais. A ferramenta mais utilizada em laboratérios
para o diagnostico de amebiase € a analise microscopica de cistos e/ou trofozoitos
presentes no sedimento fecal. Esta avaliagcdo ndo permite a diferenciacao entre E.
histolytica (patogénica) e espécies ndo patogénicas como E. dispar e E. moshkovskii
(HAQUE & PETRI, 2006). Existem métodos imunolégicos capazes de diferenciar as

espécies, por meio da pesquisa de anticorpos e antigenos especificos. No entanto, o
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método de escolha para o diagnéstico especifico da amebiase é a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR)(NEVES SANTOS, 2014).

Alguns testes sdo realizados com fins diagnosticos para amebiase extra
intestinal, como por exemplo, a presenca de leucocitose, o0 aumento no namero de
neutrofilos, velocidade da sedimentacéo globular e altos niveis de fosfatase alcalina,
aliados a presenca de altos niveis de anticorpos circulantes antiamebianos
(XIMENEZ et al., 2009).

Portadores de espécies de amebas ndo patogénicas ndo necessitam de
tratamento (HARI et al.,, 2013; SETO et al.,, 2012). No entanto, o diagndstico
especifico de E. histolytica € fundamental, mas para isso necessita-se do
desenvolvimento de um diagnostico laboratorial barato e especifico (NEVES
SANTOS, 2014). O amebicida utilizado mundialmente € o0 metronidazol,
medicamento de escolha na amebiase intestinal e hepatica. Quando os resultados
do tratamento ndo séo satisfatérios recomenda-se a associa¢cdo do amebicida com
antibiético.

Além do tratamento € necessario impedir a contaminacédo de alimentos e da
agua, através de medidas profilaticas, tais como; saneamento basico, educacao
sanitaria e controle das pessoas que manipulam alimentos que podem conter
amebiase assintomatica (SILVA & GOMES, 2005).

2.7 Resposta Imunoldgica para E. histolytica

Durante a infeccdo amebiana a imunidade inata e a imunidade adaptativa
colaboram para defesa do hospedeiro, apesar de seus mecanismos ndo estarem
totalmente esclarecidos (SHIBAYAMA et al., 2008).

2.7.1 Imunidade Inata

Existem evidéncias que os mecanismos da imunidade inata sdo fundamentais
na eliminacdo do parasito. Respostas celulares da imunidade inata parecem ser
suficientes para eliminar o protozéario na maioria dos infectados, através do
estimulo de resposta inflamatoria(ESPINOSA-CANTELLANO & MARTINEZ-
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PALOMO, 2000; GARCIA-ZEPEDA et al., 2007; MORTIMER & CHADEE, 2010).Ao0
induzir resposta inflamatéria em animais, os mesmos ficaram protegidos de
desenvolver amebiase invasora (SHIBAYAMA et al., 2008).

A mucosa intestinal funciona como uma barreira imunologica que impede a
invasdo de microrganismo. Promove protecdo pela agdo conjunta do epitélio
prismatico, células produtoras de muco, células apresentadoras de antigenos,
linfécitos e polimorfonucleares, da IgA e de citocinas (CARREROet al.,2007). O
muco produzido no intestino, constituido por mucinas altamente glicosiladas é a
primeira barreira contra a adeséo e invasao de parasitos.Age impedindo o acesso de
microrganismos ao epitélio e facilitando sua eliminagdo pelo fluxo intestinal. As
mucinas sdo alvos da clivagem glicosidica desencadeada pelos trofozoitos na
adesdao e invaséao do parasita (TSE &CHADEE, 1992; VARIYAM, 2007).

Logo nos primeiros dias de infeccdo, a imunidade inata medeia os principais
mecanismos de resisténcia contra infeccdo amebiana intestinal, independente de
ativacao de linfécitos (BURCHARD et al.,1993; SALATA & RAVDIN, 1986; SEYDEL
et al.,1998).

O Sistema complemento € um importante componente do sistema
imunologico inato, os seus fragmentos sao responsaveis pelo desencadeamento de
uma resposta inflamatoria local o que facilita a destruicdo e remocado de parasitas
(OYEYINKA et al., 1983; BOHSONet al., 2007). Em hospedeiros ndo imunizados as
vias alternativa e classica do sistema complemento podem desempenhar funcées no
controle e desenvolvimento da amebiase (CALDERON & SCHREIBER, 1985; REED
et al., 1986).Pesquisas mostraram que trofozoitos sdo constantemente expostos ao
complemento, levando a sua ativacéo pela via alternativa atraves das CPs (REED &
GIGLI, 1990; CAPIN et al., 1978). A ativacdo da via classica pode ocorrer pela
superficie da ameba sem participagcdo de anticorpos especificos (CALDERON &
SCHREIBER, 1985).

Em resposta a infeccdo amebiana aguda as primeiras células recrutadas sao
0s neutrofilos. As lesdes sé@o caracterizadas pela presenca de células inflamatorias
(BRACHA et al., 1999).Pesquisas realizadas em camundongos verificaram que 0s
neutrofilos apresentam importancia na amebiase intestinal, agindo na protecéo
contra o parasita e controlando a expanséo das lesdes intestinais (ASGHARPOUR

et al., 2005) e na amebiase hepatica, pois agem nos mecanismos de resisténcia a
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infeccdo e na sua auséncia a ameba é capaz de produzir danos no figado desses
animais (VELAZQUEZ et al., 1998; PEREZ-TAMAYO et al., 2006).

Apesar de estudos in vitro e in vivo ja terem demostrado que essas células
tem importancia no controle da infeccdo amebiana, os neutrofilos também estédo
associados com a destruicdo tecidual contribuindo para o avangco da doenca
(SEYDEL, et al., 1997; STENSON,et al., 2001; ZHANG, et al., 2003).A inflamacao é a
causa principal de dano tecidual (PEREZ-TAMAYO et al., 2006).

Além dos neutrdfilos, os sinais de citocinas pro-inflamatérias também
promovem a migracdo de macréfagos que apresentam funcdes na amebiase
intestinal e hepatica.Os macréfagos promovem uma linha de defesa depois da
infiltracdo macica de neutréfilos na amebiase hepatica aguda, ativam trofozéitos da
ameba patogénica e quando estimulados adequadamente podem apresentar
atividade amebicida que parece ser mediada por 6xido nitrico (NO)(GUERRANT et
al., 1981;SEYDEL et al., 2000).

In vivo ja foi demostrado aumento sobretudo de eosindfilos na amebiase
intestinal (GHOSH et al., 2000). Contudo, a funcao especifica desse tipo celular na
regulacdo da infec¢do por E. histolytica ainda esta em discusséo (LOPEZ-OSUNA et
al., 1997; VENTURA-JUAREZ et al., 2007).

Estudo realizado em pacientes com colite amebiana, evidenciou que a
imunidade inata tem importancia fundamental na resolugcdo da doenca. Essa
avaliacao foi feita apos a administracdo de altas doses de corticosterodides, potentes
inibidores de NF-kB, onde os pacientes que receberam essas doses apresentaram
doenca mais grave (STANLEY-Jr, 2003).

2.7.2 Imunidade Adaptativa

Na imunidade adaptativa tanto a imunidade humoral (mediada por anticorpos)
guanto a imunidade celular (mediada por linfécitos T) estdo envolvidas na
patogénese da amebiase (BANSAL et al., 2005).
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Imunidade Humoral

A resposta imune adaptativa ocorre principalmente com a sintese de
imunoglobulinas da classe IgA com acédo neutralizante (HAQUE, 2001; ABD ALLA,
2012). Infecgbes nas superficies mucosas tém como primeira linha de defesa
especifica a Imunoglobulina A (IgA) secretada.Na amebiase, esse anticorpo €&
produzido por uma resposta imune local desencadeada pela infecgéo intestinal porE.
histolyticae séo detectaveis na mucosa. Na amebiase sintomética e invasiva ha uma
producdo regular de anticorpos anti-ameba, j& na amebiase assintomatica os
mesmos sdo sintetizados com frequéncia variavel(CARREROet al., 2007).

Apesar da IgA aparentemente ndo conferir protecdo na amebiase intestinal
recentemente adquirida, esse anticorpo tem sido demonstrado na protecdo de
reinfeccdes ocorridas em areas endémicas (HAQUE et al., 2002).Estudo in vivo
indica que a imunidade humoral parece ndo ser muito eficaz na eliminagédo de
amebas (CAMPOS-RODRIGUES et al., 2000).

De acordo com estudos, quando os trofozoitos invadem os tecidos, uma
resposta humoral é ativada (PEREZ &KRETSCHMER, 1994; MANRIQUE, et al.,
2002). No entanto, pesquisas mostram que essa ativacdo nao possui relacdo com o
estado clinico ou com a intensidade da infeccdo (CARRERO et al., 2007), pois
ocorre producdo de anticorpos, mesmo apos a cura da doenca e esses anticorpos
persistem por anos a titulos baixos (VINAYAK et al., 1986; PEREZ; KRETSCHMER,
1994; MANRIQUE, et al., 2002).

Imunidade Celular

Existem evidéncias que a imunidade celular é fundamental para o controle da
infecgdo. In vivo apos supressao da imunidade celular, os animais apresentaram
quadro clinico grave, com invasdo tecidual (WANG et al., 1992;PEREZ
&KRETSCHMER, 1994).0 linfocitos T possuem um subtipo denominado Linfocito T
helper 1 ou Th 1, suas respostas foram avaliadas como responsaveis pelo controle
da evolugdo amebiana invasiva (KRESTSCHMER & LOPES-OSUNA, 1990). Os
linfécitos T produzem citocinas que podem ser importantes mediadores durante a
infeccdo amebiana(LOCKSLEY, 2001).
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In vitro linfécitos T CD8+ de pacientes curados de abscessos hepaticos
amebianos foram capazes de lisar amebas e para exercerem essa a¢do amebicida,
esses linfocitos necessitaram de contato célula a célula e da acdo de certas
citocinas como IFN-y (SCHAIN et al., 1992).

Em estudo feito em gerbils,Campbell & Chadee (1997) relacionam o aumento
de citocinas de linfécitos Thl, a mecanismos eficazes na cura dos abscessos
hepaticos. As células Th 1 sdo secretoras de citocinas dentre elas a IFN-y(FRUCHT
et at., 2001).Macréfagos ativadosin vitro com a estimulagdo de IFN-y, produziram
oxido nitrico (NO) e destruiram trofozoitos mais eficazmente, sugerindo a
necessidade de resposta de Th 1 para ativacdo de macréfagos(LIN & CHADEE,
1992; SALATA et al., 1985).

Respostas imunes Th2 tem sido relacionada a progresséo da colite amebiana,
enquanto que, respostas Thl parecem mediar a resolucdo da infeccdo nessa fase
da doenca. (ESPINOSA-CANTELLANO E MARTINEZ-PALOMO, 2000; GARCIA-
ZEPEDA et al., 2007; MORTIMER & CHADEE, 2010).

2.8 Citocinas (IFN-ye IL-17)

As citocinas sdo polipeptideos ou glicoproteinas extracelulares,
hidrossoluveis, que varia entre 8 e 30 kDa (Quilodalton). Essas substancias sao
produzidas por diversos tipos de células presentes no local da lesé@o e por células do
sistema imunoldgico. Liga-se a receptores especificos, ativando assim mensageiros
intracelulares que regulam a transcricdo génica. Esses mecanismos influenciam na
atividade, diferenciacdo, proliferagdo e sobrevida da célula imune. Regulam a
sintese e atividade de outras citocinas, como as pro-inflamatérias que aumentam a
resposta inflamatoria e as anti-inflamatorias que atenuam essa resposta(LIN, et al.,
2000; SOMMER & WHITE, 2010; CURFS et al.,, 1997). De acordo com o
microambiente, algumas citocinas agem como pro ou anti-inflamatérias.

Células da imunidade inata e adaptativa sintetizam IL-17, como a T CD4 (Th
17) (PECKHAM et al.,, 2014).Essa citocina é considerada proé-inflamatéria e
desencadeia a formacao de outras citocinas, IL-6 e IL-8 (quimiocina) e da molécula
de adesao presente em fibroblastos humanose atua em linfécitos T (LIN, et al., 2000;
SOMMER & WHITE, 2010; OLIVEIRA, et al., 2011).
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As células T e NK sintetizam a citocina IFN-y respondendo a estimulos
inflamatoérios e imunes variados (BILLIAU & MATTHYS, 2001).Essa é a principal
citocina produzida por células Thl, estimuladas por IL-12. Sua producdo é
fundamental para que a resposta imune contra patégenos seja eficiente (FRUCHTet
at., 2001).Praticamente todas as células expressdo receptores para IFN-y, desse
modo, agem em muitos 6rgéos e tecidos do corpo.

InfeccBes intracelulares dependem de resposta imune mediada por células,
onde o IFN-y é um dos principais moduladores (DORMAN & HOLLAND, 2000).A
acado dessa citocina € fundamental na modulacdo da resposta inflamatoria, pois
defeitos associados aos mecanismos de atuacdo do IFN-ycausam grandes danos na
resisténcia contra infeccbes virais e bacterianas (BILLIAU, 2006).E é ativando
macréfagos e células endoteliais, estimulando secrecdo de quimicionas, citocinas
quimiotéaticas e outros mediadores inflamatérios que o IFN-yinterfere na modulacdo
da resposta inflamatoria. Aumentam ainda, a atividade de células apresentadoras de
antigenos e o reconhecimento destes por linfécitos T. Aciona também a transcricao
de genes participantes da atividade antiviral, apoptose, processamento de antigeno,
expressdo de MHC eo desenvolvimento de células Thl. Agem em macréfagos
induzindo-os a destruir e/ou limitar o crescimento bacteriano(DORMAN & HOLLAND,
2000).

Em testes in vivo e in vitro esta citocina demonstrou participar ativamente na
migracdo de leucdcitos dentre eles, os neutréfilos principalmente. In vivo, mostrou
ser capaz de recrutar neutréfilos para o local da inflamacéo, apds ativagcdo do
endotélio (ROUSSEL et al., 2010).

Assim como o papel dos leucdcitos e dos anticorpos, o papel desempenhado
pelas citocinas também nédo esta completamente esclarecido, na protecao contra a
amebiase e no desenvolvimento das lesbes amebianas (JARILLO-LUNA et al.,
2002). A fungédo das citocinas no processo de fagocitose dos trofozoitos da E.
histolytica ndo foi elucidado, portanto, identificar citocinas que possam modular a
eritrofagocitose, pode ser necessario para melhor entendermos as respostas imunes

ocorridas durante a amebiase.
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2.9 Eritrofagocitose

7

Eritrofagocitose é o termo dado a capacidade de fagocitose de eritrocitos
desempenhada pelos trofozoitos de E. histolytica (Figura 1).

A capacidade de fagocitose dos trofozoitos desempenha papel importante na
patogenicidade e na viruléncia da E. histolytica. A eritrofagocitose in vivo é
caracteristica da amebiase invasiva, ja a deficiéncia deste mecanismo é considerada
fator de aviruléncia (BOETTNER et al., 2005).

Em estudo comparativo de eritrofagocitose entre um isolado patogénico e
outro ndo patogénico de E. histolytica, observaram que o isolado patogénico
fagocitou maior nimero de eritrécitos do que o nao patogénico, sugerindo que o
processo de fagocitose pode ser usado como marcador de linhagens invasivas da
espécie causadora de amebiase (TRISSL, 1978a; TRISSL, 1978b).

A fagocitose esta envolvida nos mecanismos de agressdo da E.
histolytica,pois foi verificado que clones de trofozoitos com baixa taxa de
eritrofagocitose foram incapazes de formar abcessos hepatico em hamster. Contudo,
ao reativar a viruléncia através de sucessivas passagens pelo figado de hamster
jovens, os trofozéitos readquiriram simultaneamente a capacidade de causar
abscessos hepaticos e taxa elevada de eritrofagocitose (Orozco et al., 1983).

Ao verificar a existéncia de ligantes presentes nos eritrocitos que eram
reconhecidos pelos trofozoitos necessarios para a realizacdo da fagocitose,
pesquisadores observaram que a E. histolytica antes da ingestdo provocava
mudancas nos eritrocitos, como a exposicao da fosfatidilserina (BOETNNER et al.,
2005).

A eritrofagocitose é um parametro que avalia a capacidade de fagocitose dos
trofozoitos apartir do numero de amebas fagociticas e numero médio de eritrécitos
fagocitados pelo parasito (TRISSL, 1978a; TRISSL, 1978b). Assim, essa técnica é
uma das principais formas para se realizar a caracterizagdo de cepas de E.
histolytica e E. dispar quanto a sua viruléncia e patogenicidade (GOMES et al.,
1997).
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Figura 1. Trofozoitos de E. histolytica com eritr6citos ingeridos. Fonte:
http://emedicine.medscape.com/article/212029-overview.

Imunomodulador como o horménio melatonina ao ser avaliadona interacdo de
amebas com eritrécitos ndo interferiude maneira significativa na eritrofagocitose
(FRANCA-BOTELHO, 2009).
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3 JUSTIFICATIVA

A amebiase, infeccdo desencadeada pela Entamoeba histolytica € a
protozoonose mais grave que atinge o intestino humano. Possui distribuicdo mundial
€ a segunda causa parasitaria lider de morte no mundo (RAVDIN, 1995; HUGHES &
PETRI, 2000; STANLEY, 2003; PINILLA et al., 2008).

Estima-se quemundialmente,50 milhdes de pessoas estejam infectadas pela
ameba patogénica, onde 40 a 110.000individuos morrem anualmente devido a
amebiase invasora(WHOb, 1997; TENGKU & NORHAYATI, 2011; NEVES
SANTOS, 2014).

Os trofozoitos de E. histolyticapossuem capacidade de fagocitar
eritrocitos,fato importante,para sua patogenicidade e viruléncia (BOETNNER et al.,
2005).Mesmo assim, ndo esta totalmente explicado, o papel e as consequéncias
deste processo durante a infecgcdo (OROZCO et al., 1983; BOETTNER et al., 2008).

Emboraessa parasitose seja tema de discussdo a anos, a maioria dos
estudos desenvolvidos busca esclareceros mecanismos de lesdo tecidual
observados em pacientes infectados. Sendo pouco conhecido na amebiase, as
interacdes das amebas patogénicas com mediadores imunoldgicos, como citocinas
e a viabilidade dos eritrocitos frente a essas proteinas imunomoduladoras.

Opapel de citocinas na fagocitose ja foi relatado em células sanguineas e
colostro, porém na eritrofagocitose dos trofozoitos ndo esta claro(FRANCA-
BOTELHO et al., 2006; FRANCA et al., 2011; FRANCA et al., 2012; MORAES et al.,
2015).Neste contexto, ndo se conhece qualquer acdo das citocinas IFN-y e/ou IL-17.

Portanto, identificar a atividade funcional dessas citocinas na interacao
ameba-eritrocito é importante paramelhor compreendermos as respostas

imunoldgicas durante a amebiase.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Verificar os efeitos imunomoduladores das citocinas IFN-ye/ou IL-17 sobre a

eritrofagocitose da Entamoeba histolytica.

4.2 Objetivos especificos

eVerificar a viabilidade dos eritrécitosna presenca das citocinas IFN-ye/ou IL-
17,

eAvaliar a eritrofagocitose da E. histolyticana presenca de IFN-ye/ou IL-17;
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Obtencdo de amostras de sangue periférico humano

Foram coletadas 18 amostras de aproximadamente 8 ml de sangue periférico
em tubos contendo EDTA e processadas imediatamente. As amostras utilizadas
neste estudo foram de doadores clinicamente sadios, do sexo masculino de idade
entre 18 a 35 anos. Todos os doadores receberam orientagdes em relagéo aos fins
de que a coleta destina-se para um trabalho cientifico e assinaram o termo de
consentimento esclarecido (TCLE) (Anexo 2), segundo aprovacdo pelo Comité de

Etica do Campus Araguaia- UFMT(Anexo 1).

5.2 Parasitos

Foram realizadas subculturas de E. histolytica Cepa HM-1 assegurando sua
viabilidade e crescimento. As culturas foram gentilmente cedidas pelo laboratério de
Amebiase da UFMG/MG. Os parasitos foram mantidos no Laboratério de
Imunomodulacdo da UFMT, garantindo a sua utilizacdo em fase exponencial de

crescimento.

5.3 Modulagéo das amebas e eritrocitos pelas citocinas

A modulacdo das amebas e das células por citocinas foram realizadas de
acordo com protocolo especifico, desenvolvido em estudos anteriores pelo nosso
grupo, onde foram empregados diferentes agentes imunomoduladores, entre eles,
horménios, plantas com potencial terapéutico e anticorpos (HONORIO-FRANCA et
al., 1997; HONORIO-FRANCA et al.,, 2001; FRANCA-BOTELHO et al., 2006;
FRANCA et al., 2009; FRANCA et al., 2010; FRANCA et al., 2011; FRANCA-
BOTELHO et al.,, 2011; SCHERER et al., 2011). Assim, de acordo com este
protocolo de modulacao os trofozoitos (1x10° cels/ml) e eritrocitos (1x108 células/ml)
foram pré-incubados com as citocinas (100 ng/ml) (FRANCA, 2002; FAGUNDES et
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al., 2013), por 120 minutos a 37 °C. Em seguidaforam realizados os ensaios de
viabilidade e eritrofagocitose.

5.4 Ensaio de Viabilidade de Eritrécitos

Foram misturadas as suspensdes de eritrocitos (1x10° células/ml) com as
citocinas (100 ng/ml), seguido de incubacdo em banho-maria a 37° C por 120
minutos. Apoés este processo as células foram coradas com 200ul de acridina orange
por 2 minutos, em seguida foi ressuspendida com PBS, seguida de duas lavagens.
Com o sedimento obtido foram confeccionadas laminas e a contagem foi feita em
microscoépio de fluorescéncia. Foram contadas 100 células por lamina, a coloracao
permite determinar a morte das hemacias apés a exposicdo. Os resultados foram

obtidos pela analise em microscopio de fluorescéncia.

5.5 Ensaio de Eritrofagocitose

Os trofozoitos foram ajustados para 1x10° ml em PBS, 0,4 ml. Esta
suspensdo interagiu com 1x10® ml de eritrécitos (relacdo de 1:100 ameba e
eritrécito) e citocinas (100 ng/ml).O tempo desta interagcdo foil20 minutos. Os
resultados foram demonstrados em porcentagem das amebas fagociticas e do
namero de eritrocitos fagocitados pelas amebas, contando-se 100 amebas por
lamina (GOMES et al., 1997).

5.6 Grupo controle

As suspensdes de trofozoitos e hemacias previamente ajustadas foram
associadas e pré-incubadas a 37°C. ApOs 120 minutos desta interacdo foi
estabelecida uma porcentagem de amebas fagociticas e do numero de eritrocitos

fagocitados pelo protozoario, contando 100 amebas por lamina.
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5.7 Aspectos éticos

O estudo foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa do Campus Araguaia
da Universidade Federal de Mato Grosso. As consideracdes éticas foram baseadas
no uso do material biologico para fins cientificos, com sigilo da identidade do doador,
livre de coacédo ou conflito de interesses da instituicdo ou de pessoas envolvidas no
projeto. Os doadores foram previamente informados e o material foi coletado sob
expresso consentimento em formulario especifico (Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, conforme resolucéo 196/96 do Conselho Nacional de ética em Pesquisa
(CONEP).

5.8 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados pelo método de comparacdo de médias, Analise
de Variancia (ANOVA), seguido pelo método de Tukey, sendo considerado

significativo quando o valor de p foi menor que 0,05 (p< 0,05).



36

6 RESULTADOS

A andlise dos dados se dispbe sob forma de figuras, apresentadas na sequéncia

abaixo:
» Viabilidade de eritrocitos.
» Eritrofagocitose
° indice de amebas fagociticas.

° Eritrécitos fagocitados.
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A figura 2mostra o percentual da viabilidade de eritrocitos tratados com trés
grupos diferentes de citocinas, 1I-17 (90%), IFN-y (88%) e II-17 + IFN-y (92%). O
controle (90%) foi realizado apenas com células sem a presenca de

citocinas,(p>0,05).
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controle IL-17 IFN-y IL-17 e IFN-y

Eritrécitos

Figura 2. Viabilidade de eritrocitos tratados por citocinas (IL-17, IFN-y e IL-17 + IFN-y).

Ao verificar a porcentagem de eritrécitos obtidos pela leitura da viabilidade
celular, as hemacias apresentaram-se viaveis mesmo ap0s exposi¢ao as citocinas,
mostrando assim, que esses imunomuduladores néo interferem de maneira
significante na sua viabilidade em relacdo ao controle do ensaio.
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A eritrofagocitose foi averiguada, logo ap6s aanalise de viabilidade das
hemécias.Como mostra a figura 3,verificamos inicialmente a porcentagemde
trofozoitos de E. histolyticaquerealizaram fagocitose deeritrocitos apds exposi¢ao as
citocinas. Observou-se que todas as citocinas foram capazes de elevar o numero
dessas amebas em relacdo aogrupo controle (13%). O indice mais elevado foi
observado nolFN-y (95%), seguido por IL-17 + IFN-y (92%) e IL-17 (80%).
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Figura 3. indice de amebas fagociticas tratadas com citocinas (IL-17, IFN-y e IL-17 + IFN-y)
na presenca de E. histolytica p<0,05.

* indica diferencas entre o grupo controle (sem citocinas) e 0s grupos estimulados com
citocinas.

+ indica diferenca estatisticaentre o grupo estimulado com IFN-y, comparado com 0 grupo
tratado com IL-17.
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O numero de eritrdcitos fagocitados pelos trofozoitos foi o segundo parametro
avaliado na eritrofagocitose, conforme mostra a figura 4.0bserva-se 0 grupo controle
(n=3)e os grupos contendo citocinas, onde houve aumento desse valor. Nos ensaios
das citocinas, a II-17 (n=8) e o IFN-y (n=8) apresentaram valores iguais e maiores,
seguidas pelo grupo IL-17 + IFN-y (n=7). Foi utilizado eritrécitos e trofozoitos de E.

histolytica para formar o grupo controle.

14 -

nlr

controle IL-17 IFN-y IL-17 + IFN-y

Eritrécitos Fagocitados

Eritrécitos - E. histolytica

Figura 4. Eritrocitos fagocitados pelas amebas tratadas por IL-17, IFN-y e IL-17 +
IFN-y. p<0,05.

* indica diferenca entre o grupo controle (sem citocinas) e os grupos tratados com
IFN-y e IL-17 + IFN-y.
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7 DISCUSSAO

Mundialmente a amebiase representa um importante risco asaude, depois da
malaria € a principal causa de morte por parasita. O quadro infeccioso é
normalmente assintomatico restrito ao trato gastrointestinal, mas alguns individuos
podem apresentar doenca invasiva intestinal ou extra-intestinal, com quadros
comuns de abscesso hepéatico(HUGHES & PETRI, 2000; CORDEIRO & MACEDO,
2007; PINILLA et al., 2008).

O sistema imunolégico é fundamental na mediacdo das interacbes entre o
hospedeiro e os microrganismos presentes no ambiente intestinal (IZCUE et al.,
2009).0s trofozoitos das amebas quando confrontados pelas defesas imunes se
adaptam ao novo ambiente e modulam as respostas imunes, levando a sua
sobrevivéncia e a formacéo de focos inflamatérios. Os efeitos citopatogénicos e a
inflamacdo podem ser causados pelos produtos provenientes do parasita e/ou das
células do sistema imune (SANTI-ROCCA et al., 2009).

A infeccado comegca com o0 desenvolvimento de  processo
inflamatorioacarretando no recrutamento de células como eosinoéfilos, macréfagos,
neutroéfilos e linfécitos (OLIVOS-GARCIAet al., 2004).A ameba patogénica provoca
destruicdo do tecido infectado através da secrecdo de proteinases, morte por
contato de células-alvo e fagocitose de eritrécitos (SANTOS &SOARES, 2008).

Na amebiase invasiva ja foi demonstrado, que as amebas fagocitam tanto
células saudaveis como células mortas por apoptose (HUSTON, 2003). Afagocitose
de eritrécitos é uma caracteristica frequente da doenca e se correlaciona com a
capacidade patogénica e virulenta do parasita (BOETTNER et al., 2005).

A eritrogagocitose é um método capaz de indentificar a infecgéo invasiva de
E. histolytica por microscopia (GONZALEZ-RUIZ et al., 1994). Contudo, mesmo
sendo considerado um fator determinante de viruléncia, ndo € bem esclarecido o
papel que esse processo tem na patologia(OROZCO et al., 1983)e ainda sabe-se
pouco, do por que células sdo ingeridas por este parasita e qual a consequéncia
disso no desenvolvimento da doenca. No entanto, esse processo é tdo importante
que profissionais da saude usam a presenca de eritrOcitos ingeridos pelos
trofozoitos, para identificar e diferenciar as amebas patogénicas das amebas
comensais do intestino (BOETTNER et al., 2008).
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Ao avaliar a capacidade fagocitaria de cepas de Entamoeba foi verificado que
a viruléncia de E. histolyticaesta relacionada com sua atividade fagocitica, pois a
cepa virulenta apresentou maior atividade fagocitaria eritrofagocitica e
leucofagocitica (FRANCA-BOTELHO, 2010).

As citocinas parecem ter importdncia na amebiase,mas ainda é escasso 0
conhecimento sobre seus efeitos em infeccbes parasitarias. Ao avaliar olFN-y foi
verificado que, na presenca dessa citocina, as amebas fagocitaram um numero
menor de células MN e as células MN tratadas com tal citocina apresentou maior
indice amebicida e de apoptose e aumentou a liberacdo de célcio intracelular. Por
apresentar aumento da morte de amebas durante a leucofagocitose e ativar células
MN contra E. histolytica, sugere-se que, a IFN-ypossa modular a atividade funcional
de células MN e exercer papel importante no controle de infecgcbes amebianas
(MORAES, 2015).

Foi verificado que o IFN-yatua normalmente na migracéo de neutrofilos para o
local inflamado, apés ativacao endotelial (ROUSSEL et al., 2010) e em mondcitos e
macrofagos que sdo fagécitos com atividade microbicida (PACHECO-YEPEZ et al.,
2010).

In vitro ou in vivo, a estimulacdo de citocinas pré-inflamatérias desempenha
papel na regulacdo da inflamacédo apés a infeccdo por E. histolytica. Respostas
dependentes Thl-IFN-you o aumento dessa citocina podem fornecer protecao(GUO
et al.,, 2011), pois é capaz de ativar macrofagos para manter o parasita sobre
controle e evitar sua propagacdo. Ja& sua diminuicAo pode aumentar a
suscetibilidade a infecgdo amebiana(BANSAL, 2005).

A IL-17, produzida principalmente por células Thl7 induz a produgdo de
outras citocinas, promove o inicio e/ou mantém respostas inflamatoériase exibe papel
na protecdo contra doencas infecciosas, permitindo que o organismo elimine
agentes patogénicos(JOVANOVIC, 1998; BAI, 2009).

Estudos tém relatado a migracédo de células Th1l7 para a mucosa do colon
(WANG et al., 2009)e o aumento da expressao de IL-17A em modelos murinos de
colite amebiana, correlacionando esses eventos com prote¢cédo contra a colite (GUO
et al., 2008b;ROJAS-LOPEZ et al., 2012).

Ao avaliarem a vacinacdo em camundongos para a espécie de ameba

patogénica foi observado que, tanto o IFN-y como a IL-17 foram essenciais para a
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protecdo e que a IL-17 desempenhou um papel de cooperacdo com o IFN-y (GUO,
2011), sugerindo uma interacdo entre as células Thl e Th17 (LIN, 2009;SHI, 2010).
O aumento da expressdo de IFN-y e IL-17 foi associado ao desenvolvimento de
resposta inflamatéria cronicaem camundongos (ROJAS-LOPEZ, 2012).No entanto,
estas citocinas possuem propriedades fisiolégicas mal definidas e oseu exato papel
na amebiase néo esta elucidado.

Pesquisas mostraram que, portadores assintomaticos apresentaram niveis
elevados de IFN-y (Thl), ja os portadores de amebiase aguda tinham niveis
elevados de IL-4, citocina do perfil Th2 (SANCHEZ-GUILLEN, et al., 2002). Assim, a
resposta equilibrada de citocinas Thl de protecdo e Th2 considerada prejudicial,
pode ser fundamental para a resolugcdo da infec¢cdo, na colite amebiana cronica
(HOUPT et al., 2002;GUO et al., 2008a).Sugere-se que respostas desreguladas de
Thl, Th2 e Th1l7 possam ser capazes de induzir colite em modelos murinos (IZCUE
et al., 2009).

Diante disso, devemos considerar que, a evolucdo da amebiase depende
também da resposta imune do hospedeiro, visto que, as células do sistema
imunologico contribuem para o controle da infecdo amebiana, mas também podem
contribuir para o dano tecidual(STANLEY, 2003;SANTI-ROCCA et al., 2009).

O IFN-y, a IL-17 e sua combinacdo possuem efeitos imunomoduladores, mas
pouco se sabe sobre suas influéncias em infec¢cdes por protozoarios, como a
Entamoeba histolytica.Menos ainda se conheceseus efeitos na fagocitose de
eritrocitos que este parasita realiza durante a infecgdo.Considerando a importancia
gue esse processorepresenta para E. histolytica, investigou-se o papel dessas
citocinas.

Neste estudo, as citocinas IFN-y, IL-17 elFN-y+IL-17 estimularam maior
atividade fagocitaria eritrofagocitica desta espéciein vitro, sugerindo um possivel
papelna patogénese da infeccdo amebiana, que podelevar a uma reacao
inflamatoria e resultar em dano celular e tecidual, pois a fagocitose de eritrcitos é

considerada fator de viruléncia de cepas patogénicas de amebas.
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8 Consideracgdes Finais

v A eritrofagocitose foi maior nos ensaios contendo citocinas.

v O percentual de amebas fagociticas e o nimero de eritrocitos fagocitados,

variam de acordo com o grupo de citocina.

v" O indice de amebas fagociticas foi maior quando as células foram tratadas com
citocinas. O maior valor foi observado no ensaio contendo IFN-y, seguido por IFN-y +
IL-17 e IL-17.

v" Quanto ao numero de eritrécitos fagocitados, o IFN-ye a combinacéo de IFN-y +

IL-17 aumentaram essa taxa.

v'  Esses dados sugerem que as citocinas interferem nas interacdes entre amebas

e eritrécitos in vitro.

v' As citocinas IFN-y, IL-17 e a combinacdo de IFN-y + IL-17 aumentam a
eritrofagocitose dos trofozoitos da cepa in vitro e parece ter um papel na patogénese

da amebiase.
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Anexo 1 — Parecer do comité de ética

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
MATO GROSSO - CAMPUS DO ¥
ARAGUAIA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
'ADOS DO PROJETO DE PESQUISA
itulo da Pesquis#: IMUQOMODULAQTXO POR CITOCINAS DE CELULAS SANGUINEAS NA PRESENCA
DE E. histolytica.
‘esquisador: Lucelia Campelo de Albuguerque Moraes
\rea Tematica:
'ersao: 1
TAAE: 24220614.9.0000.5587
astituigdo Proponente: Universidade Federal de Mato Grosso
*atrocinador Principal: Universidade Federal de Mato Grosso/ UFMT

JADOS DO PARECER

Jumero do Parecer: 684.260
Jata da Relatoria: 21/03/2014

Apresentagao do Préjeto:

A Amebiase é considerada a segunda maior causa de mortes no mundo. dentre as doencgas parasitarias,
Jcasionando cerca de 40 a 100 mil obitos

sor ano (WALSH, 1988). Essa doenca foi descoberta e descrita por Losch em 1875, relatada desde os
.empos mais remotos de individuos que

apresentaram diarreias com material esbranquigado com sangue associado a ictericia e ulceragoes
ntestinais (RAVDIN, 1095). A amebiase tem

difusdo mundial, & cosmopolita, ocorre principalmente em regides de clima trépxcal e representa risco a
saude humana nos paises em

desenvolvimento, isso se justifica pela precariedade de condigoes sanitarias desses paises. (VERONENSIS,
1997. SANTOS e SOARES, 2008.

COURA, 2008). Dessa forma este projeto tem como objetive estudar a imunomodulacaoc das citocinas na
presenca de E. histelytica em fagocitos do

sangue humano

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario.

Enderego: Rod MT100 Km 3.5-ICBS

Bairro: Campus do Araguaia CEP: 78.696-000
UF: MT Municipio: PONTAL DO ARAGUAIA
Telefone:  (66)3402-1121 E-mail: marlyaugusta@yahoo.com.br
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Anexo 2 -Termo de Consentimento Livre e esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO-UFMT
Campus Universitario do Araguaia — CUA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo condidado para participar, como voluntario, da pesquisa “Atividade
Imunomoduladora de IFN-y e IL-17 sobre a funcéo eritrofagocitica de Entamoeba histolytica”.
ApOs ser esclarecido sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine
ao final deste documento, que esta em duas vias, uma delas é sua e a outra é do pesquisador
responsavel. Em caso de recusa vocé ndo tera nenhum prejuizo em sua relagdo com o pesquisador
ou com a instituicdo que recebe assisténcia. Em caso de divida vocé pode procurar o Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Jalio Miiller — UFMT — pelo telefone (65) 36157254. O
objetivo deste estudo é avaliar o comportamento do protozoario frente aos eritrocitos
modulados por citocinas. Os riscos relacionados com sua participacdo na pesquisa sdo minimos,
devido & pequena quantidade de material a ser colhido, com técnica adequada por profissionais
devidamente habilitados e com materiais descartaveis.

Os dados pessoais referentes a pesquisa serdo confidenciais e garantimos o sigilo de sua
participacdo durante toda pesquisa. Inclusive na divulgagdo da mesma. Os dados ndo serdo
divulgados de forma a possibilitar sua identificac@o. Vocé recebera uma copia desse termo onde tem
0 nome, telefone e endereco do pesquisador responsavel, para que vocé possa localiza-lo a
qualquer tempo. Kelen Monik Gomes da Silva, Biomédica, n° cel. 92233350, e-mail:
kelenmonikbiomed@gmail.com ou Prof. Eduardo Luzia Franca UFMT/Barra do Garcas, email:
dr.eduardo.franca@gmail.com.

Considerando os dados acima, CONFIRMO estar sendo informado por escrito e verbalmente
dos objetivos desta pesquisa e em caso de divulgagéo por fotoe/ouvideo AUTORIZO a publicagéo.

Eu (nome do  PAartiCIDANIE) oottt
idade........... SEXO:.iiiiiiiieeeeeeeiiieieiens Naturalidade:........ccccooeovivieeieieeeeerees portador (a) do documento
RG N declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha
participacdo na pesquisa e concordo em participar.

Assinatura do participante

Assinatura do pesquisador principal
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