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RESUMO

Entamoeba histolytica € um protozoario entérico patogénico e constitui uma das
principais causas de morbimortalidade em paises subdesenvolvidos, configurando
um grave problema de saude publica. Esse parasito € o agente etiologico da
amebiase intestinal, cuja manifestagao clinica mais frequente é a colite, podendo
evoluir para formas extraintestinais, como o abscesso hepatico amebiano. O
tratamento convencional baseia-se no uso do metronidazol (MTZ); entretanto,
relatos clinicos tém apontado falhas terapéuticas e persisténcia da infecgdo mesmo
apos a intervencdo farmacoldgica, o que evidencia a necessidade urgente de novas
abordagens terapéuticas. Neste estudo, investigamos o potencial da bactéria
Escherichia coli Nissle como probidtico e alternativa terapéutica no combate a
amebiase intestinal. Inicialmente, realizamos ensaios in vitro, 0s quais
demonstraram que E. coli Nissle é capaz de induzir alteragdes morfolégicas nos
trofozoitos e inibir seu crescimento. Esse efeito inibitdrio tornou-se mais pronunciado
apo6s 18 horas de incubagdo com a concentracdo de 10° UFC/mL, sendo mediado
principalmente pela produgao de espécies reativas de oxigénio (ROS), em especial o
peréxido de hidrogénio (H,O,). Na etapa seguinte, conduzimos experimentos in vivo
utilizando gerbils como modelo experimental de infecgdo por E. histolytica. A analise
histopatoldgica revelou que a infecgdo provocou intenso infiltrado inflamatério na
mucosa cecal. No entanto, no grupo infectado e tratado com E. coli Nissle,
observou-se uma reducado significativa do infiltrado inflamatério, bem como
regeneragao parcial da arquitetura tecidual. Por sua vez, os animais que receberam
apenas o probidtico apresentaram mucosa cecal com caracteristicas morfoldgicas
semelhantes as do grupo controle ndo infectado, sem evidéncias de alteragbes
significativas. A analise morfométrica da produ¢cdo de muco indicou que a infecgao
por E. histolytica induziu um aumento na secre¢ao de muco. Em contrapartida, o
grupo tratado com E. coli Nissle exibiu redugéo na produg¢do de muco, sugerindo que
a presenca da bactéria interfere na resposta mucosa associada a infeccdo. O grupo
que recebeu apenas o probidtico ndo apresentou diferenga significativa na produgéo
de muco em relagdo ao controle. Coletivamente, os resultados obtidos nos estudos
in vitro e in vivo demonstram que E. coli Nissle possui potencial terapéutico
promissor como agente probidtico adjuvante no tratamento da amebiase causada
por E. histolytica.

Palavras-Chave: Entamoeba histolytica, Escherichia coli Nissle, Probiotico,

Amebiase.



ABSTRACT

Entamoeba histolytica is a pathogenic enteric protozoan and represents one of the
leading causes of morbidity and mortality in developing countries, constituting a
serious public health concern. This parasite is the etiological agent of amebiasis,
whose most common clinical manifestation is colitis, which may progress to
extraintestinal forms such as amebic liver abscess. Conventional treatment relies on
the use of metronidazole (MTZ); however, clinical reports have documented
therapeutic failures and persistence of infection even after pharmacological
intervention, highlighting the urgent need for novel therapeutic approaches. In this
study, we investigated the potential of the bacterium Escherichia coli Nissle as a
probiotic and therapeutic alternative for combating intestinal amebiasis. Initially, we
performed in vitro assays, which demonstrated that E. coli Nissle is capable of
inducing morphological alterations in trophozoites and inhibiting their growth. This
inhibitory effect became more pronounced after 18 hours of incubation with a
concentration of 10° CFU/mL, being primarily mediated by the production of reactive
oxygen species (ROS), particularly hydrogen peroxide (H,O,). Subsequently, we
conducted in vivo experiments using gerbils as an experimental model of E.
histolytica infection. Histopathological analysis revealed that infection triggered a
marked inflammatory infiltrate in the cecal mucosa. However, in the group infected
and treated with E. coli Nissle, a significant reduction in inflammatory infiltration was
observed, along with partial regeneration of tissue architecture. Conversely, animals
that received only the probiotic displayed cecal mucosa with morphological features
comparable to the uninfected control group, without evidence of significant
alterations. Morphometric analysis of mucus production indicated that E. histolytica
infection induced an increase in mucus secretion. In contrast, the group treated with
E. coli Nissle exhibited a reduction in mucus production, suggesting that the
presence of the bacterium modulates the mucosal response associated with
infection. Meanwhile, the group that received only the probiotic showed no significant
difference in mucus production compared with the control. Collectively, the results
obtained from both in vitro and in vivo studies demonstrate that E. coli Nissle holds
promising therapeutic potential as an adjuvant probiotic agent in the treatment of
amebiasis caused by E. histolytica.

Keywords: Entamoeba histolytica, Escherichia coli Nissle, Probiotic, Amebiasis.
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1. INTRODUGAO

1.1. Amebiase

Trofozoitos amebianos foram descritos pela primeira no ano de 1875 por
Friedrich Losch (1875, citado por Jackson, 1998), o qual descreveu o caso de um
jovem agricultor internado em sua clinica, que apresentava disenteria cronica. Losch
identificou uma grande quantidade de amebas nas fezes do paciente e concluiu que
elas eram responsaveis pela doenga, inicialmente nomeando o organismo de
Amoeba coli. Posteriormente, Schaudinn (1903, citado por Clark, 1998), ao observar
sua notavel capacidade de lise celular, renomeou-o como Entamoeba histolytica
(GORMAN; CHADEE, 2019).

E. histolytica € um protozoario eucariético unicelular, anaerdbico, pertencente
ao género Entamoeba e a familia Entamoebidae, sendo o agente etiolégico da
amebiase. Ha diversas espécies de Entamoeba que colonizam a microbiota
intestinal humana, porém nao sao consideradas patogénicas. Entre elas estao
Entamoeba coli, Entamoeba hartmanni, Entamoeba polecki, Entamoeba chattoni,
Dientamoeba fragilis, lodamoeba butschli e Endolimax nana (DUDLOVA et al.,
2018; SARD et al., 2011).

A amebiase pode ser assintomatica ou manifestar-se por infecgdes graves,
como colite amebiana e abscesso hepatico amebiano, sendo este ultimo a forma
mais comum de amebiase extra-intestinal. Em paises em desenvolvimento, a
diarreia permanece como a terceira principal causa de morte em criangas menores
de cinco anos (LOZANO et al., 2012), e a amebiase esta entre as 15 principais
causas (SHIRLEY et al., 2018). Tanto a colite amebiana quanto o abscesso hepatico
amebiano sado condi¢gdes potencialmente letais se ndo forem diagnosticadas e
tratadas de forma adequada. Estima-se que o abscesso hepatico amebiano ocorra
em cerca de 2% a 5% dos casos sintomaticos de amebiase (ARELLANO-AGUILAR
et al., 2017), sendo considerado um indicador importante da gravidade da doencga

em uma determinada regiao.
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A amebiase apresenta distribuigdo mundial, mas € mais prevalente em paises
em desenvolvimento, especialmente em locais com infraestrutura inadequada para
tratamento de agua e uso de agua contaminada para irrigagao de alimentos. Apesar
de ser uma infecgdo predominantemente humana, foram registrados casos em
macacos, caes e porcos, embora esses animais nado desempenhem papel
significativo no ciclo epidemiolégico da doenga (FRADI et al., 2017). O homem
permanece como o principal mantenedor e disseminador da infecgcdo (CARRERO et
al., 2020).

No Brasil, a prevaléncia e as manifestagcbes da amebiase variam
consideravelmente entre as regides. Nas regides Sul e Sudeste, a prevaléncia de E.
histolytica/dispar varia entre 2,5% e 11%; Na Regido Amazoénica, chega a 19%;
enquanto nas demais regides € de aproximadamente 10%. Em Manaus, a taxa de
infeccdo no grupo analisado é de cerca de 21,5%, e em Belém, 25,2% (SILVA et al.,
2005). Um estudo entre 2015-2021 apontou 9.508 internagdes por amebiase no
SUS, com taxa de mortalidade de 1,15 %. Apesar da reducao de 71,5 % no numero
de internagdes, a mortalidade subiu 71,3 %. A regido Norte apresentou a maior taxa
de internagao (21,37 por 100.000 hab.), enquanto o Sudeste teve a menor (0,76). A
mortalidade foi maior entre mulheres (1,36 %) e idosos, especialmente acima de 80
anos, com taxa de 7,84 %. (DE CORDOVA; MELO, 2022).

Globalmente, ocorrem pelo menos 50 milhdes de casos de infecgéo invasiva
por E. histolytica anualmente, resultando em aproximadamente 100.000 mortes
(XIMENEZ et al., 2009; SETSHEDI; THOMSON, 2019). A prevaléncia varia entre
10% e 50% em todo o mundo, embora se acredite que esses numeros sejam
subestimados, uma vez que infecgcbdes assintomaticas podem ser causadas tanto por
E. dispar quanto por E. histolytica.

Na década de 1980, Entamoeba dispar foi reconhecida como espécie distinta
de E. histolytica. Essa aceitagdo visou explicar o grande numero de individuos
assintomaticos em casos de amebiase, algo que desafiava a compreensdo da
doenca até entdo. Apesar de serem morfologicamente idénticas ao microscépio,
estudos tém demonstrado que E. dispar difere de E. histolytica em aspectos cruciais,
principalmente no que diz respeito as moléculas associadas a viruléncia como por
exemplo E. histolytica tem maior numero e expressao de genes de cisteina
proteases ajudando na lise tecidual (COSTA et al., 2010; KONIG et al., 2021). Os
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genes que codificam essas moléculas podem estar ausentes, sofrer modificagdes ou
apresentar menor amplificagdo na variante menos virulenta (E. dispar), o que explica
sua incapacidade de causar infecgdes invasivas de forma semelhante a E. histolytica
(FERNANDES et al., 2014; FREITAS et al., 2009).

Essa distingdo trouxe implicagdes importantes, tanto para a epidemiologia
quanto para o tratamento da amebiase. Com a identificagdo de E. dispar como
espécie nao patogénica, tornou-se evidente que ndo se pode estimar com preciséo a
prevaléncia de E. histolytica sem técnicas de diagndstico molecular especificas.
Além disso, a abordagem terapéutica foi impactada, especialmente em casos
assintomaticos. Nesses casos, o tratamento com imidazdlicos, como o metronidazol,
nao é recomendado, uma vez que esses farmacos sdo menos eficazes para
erradicar organismos no lumen intestinal.

A infeccao assintomatica por E. histolytica requer o uso exclusivo de agentes
luminais, devido a preocupagao com o risco de progressado para a forma ativa da
doenca e aos potenciais consequéncias para a saude publica. Embora o
metronidazol seja amplamente utilizado, ele n&o deve ser administrado isoladamente
em infecgdes assintomaticas, pois apresenta falhas na erradicagdo completa dos
parasitas no lumen intestinal (NELSON, 2018). A Paromomicina € considerada a
primeira escolha para erradicar cistos em infecgado assintomatica (SHIRLEY et al.,
2018). Por outro lado, em infec¢des sintomaticas, especialmente aquelas em que o
parasita invade a mucosa e submucosa intestinal, os imidazodlicos, como o
metronidazol, continuam sendo a primeira linha de tratamento devido a sua ampla
distribuicdo nos tecidos e eficacia na eliminagao das amebas.

Apesar de sua eficacia, os imidazdlicos, incluindo o metronidazol, apresentam
limitacbes associadas a seus efeitos adversos, que podem levar a interrupcao
precoce do tratamento. Esse cenario € preocupante, pois a descontinuacdo da
terapia pode resultar na persisténcia da infecgdo, agravamento do quadro clinico e
potencial desenvolvimento de resisténcia medicamentosa.

Nos casos mais graves de amebiase, como a forma invasiva, o tratamento
exige uma abordagem combinada, utilizando metronidazol ou tinidazol em
associagao com um agente luminal, como o furoato de diloxanida, paromomicina ou
diiodo-hidroxiquina. Essa estratégia € necessaria porque os imidazdlicos

isoladamente nao eliminam a colonizacao intestinal em até 50% dos pacientes, o
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que os deixa suscetiveis a recidivas meses apés o término do tratamento (HAMANO,
2017). Assim, a combinagdo terapéutica ndo apenas aumenta a eficacia do
tratamento, mas também reduz o risco de complicagcbes futuras e de falha
terapéutica.

Portanto, a diferenciagdo entre E. histolytica e E. dispar nao € apenas uma
questao de classificagdo taxondmica, mas um avango crucial que molda a forma
como entendemos, diagnosticamos e tratamos a amebiase, garantindo maior

precisdo na abordagem clinica e melhores desfechos para os pacientes.

1.2.Ciclo de vida e morfologia de Entamoeba histolytica

O ciclo de vida de E. histolytica é relativamente simples, apresentando dois
estagios principais: o cisto dormente e o trofozoito, que corresponde a forma
vegetativa ativa (Figura 1). Os cistos maduros representam a forma infecciosa do
parasita e sdo eliminados juntos as fezes. Eles sdo altamente resistentes as
condicbes ambientais, permitindo sua sobrevivéncia fora do corpo humano e
facilitando a transmissao fecal-oral. Apds a ingestdo de alimentos ou agua
contaminados com cistos maduros, estes chegam ao trato gastrointestinal, onde
sofrem desencistamento no ambiente do intestino delgado, liberando trofozoitos
(FAUST; GUILLEN, 2012).

Os trofozoitos sdo a forma ativa e invasiva do parasita, responsaveis pelos
danos teciduais associados a amebiase. Eles colonizam o intestino grosso, onde
podem permanecer livres na luz intestinal ou aderir a mucosa, promovendo
inflamacéo local e, em casos mais graves, invasado tecidual. Ocasionalmente, os
trofozoitos sao eliminados em fezes diarreicas, mas, diferentemente dos cistos, eles
nao sobrevivem por longos periodos fora do hospedeiro. A capacidade de
diferenciacao entre os estagios de cisto e trofozoito é fundamental para o sucesso
do ciclo de vida do parasita e para sua disseminacao no ambiente, o que contribui
para a perpetuacdo da amebiase em regides com condi¢gdes sanitarias inadequadas
(NAGARAJA; ANKRI, 2019).

Apos serem ingeridos por meio de alimentos ou agua contaminados com
fezes contendo cistos infecciosos de E. histolytica, estes atravessam o ambiente
hostil do estbmago e chegam ao ileo terminal, onde ocorre o desencistamento.

Nesse processo, os cistos liberam trofozoitos, que, amadurecidos, colonizam o
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intestino grosso. No célon, os trofozoitos aderem as mucinas presentes na barreira
epitelial e alimentam-se de bactérias da microbiota intestinal, desempenhando
inicialmente um papel comensal (HUSTON; HAQUE; PETRI, 1999; FAUST,
GUILLEN, 2012).
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Figura 1. Ciclo de vida do parasito E. histolytica. Os Cistos e trofozoitos séo eliminados nas fezes
(1). Os cistos sdo normalmente encontrados nas fezes formadas, enquanto os trofozoitos s&o
normalmente encontrados nas fezes diarreicas. A infecgdo por Entamoeba histolytica (e E.dispar )
ocorre através da ingestdo de cistos maduros (2) de alimentos, agua ou maos contaminadas com
fezes. Também pode ocorrer exposi¢do a cistos infecciosos e trofozoitos na matéria fecal durante o
contato sexual. O desencistamento (3) ocorre no intestino delgado e nos trofozoitos (4) séo liberados,
que migram para o intestino grosso. Os trofozoitos podem permanecer confinados ao liumen intestinal
(A: infeccdo ndo invasiva) e os individuos continuam a eliminar cistos nas fezes (portadores
assintomaticos). Os trofozoitos podem invadir a mucosa intestinal (B: doencga intestinal) ou vasos
sanguineos, atingindo locais extraintestinais como figado, cérebro e pulmbes (C: doenca
extraintestinal). Os trofozoitos se multiplicam por fissdo binaria e produzem cistos (5), e ambos os
estagios sao eliminados nas fezes (1). Os cistos podem sobreviver de dias a semanas no ambiente
externo e permanecer infecciosos no ambiente devido a protegdo conferida por suas paredes. Os
trofozoitos eliminados nas fezes sdo rapidamente destruidos uma vez fora do corpo e, se ingeridos,
nao sobreviveriam a exposigdo ao ambiente gastrico.

Fonte: https://www.cdc.gov/dpdx/amebiasis/index.html
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No entanto, sob determinadas condicdes, esses trofozoitos tornam-se
invasivos, passando a degradar a barreira mucosa e epitelial. Esse comportamento
resulta na destruicdo de células hospedeiras, superproducdo de muco e ativacéo de
uma resposta inflamatoria que culmina em disenteria. Durante essa fase, as
populagcdes de trofozoitos podem alcangar densidades elevadas e formar
agregados. Esse agrupamento de parasitas € associado ao inicio do processo de
encistamento, marcando a transi¢do do crescimento exponencial para a formacgao de
cistos (SCHAAP; SCHILDE, 2018).

Em casos mais graves, os trofozoitos podem atravessar a barreira intestinal e
acessar a corrente sanguinea, alcangando a veia porta e migrando para o figado,
onde podem formar abscessos hepaticos, a principal manifestagdo extraintestinal da
doenca. Em situagdes raras, os trofozoitos podem disseminar-se para outros 6rgaos,
como pulmdes e cérebro, especialmente em pacientes imunocomprometidos,
resultando em infecgbes potencialmente fatais (CARRERO et al., 2020).

Diferentemente de muitos outros parasitas, E. histolytica ndo depende de
vetores para sua transmissao. O ciclo de vida do parasita € perpetuado por meio da
disseminagao fecal-oral, que os cistos sdao excretados nas fezes e podem
contaminar alimentos, agua e superficies. Adicionalmente, a transmissao por contato
direto, como praticas orogenitais e oroanais, também foi relatada, principalmente
entre individuos com higiene inadequada e em populagbes especificas, como
homens que fazem sexo com homens (Figura 2) (HUNG et al., 2008).

No ciclo de vida de E. histolytica, o parasita assume diferentes formas:
trofozoitos, pré-cistos, cistos, metacistos e trofozoitos metacisticos. O trofozoito,
com dimensdes variando de 10 a 60 ym, possui citoplasma granular e um nucleo
esférico, caracterizado por cromatina agregada na membrana nuclear e um
cariossomo centralizado. Essa € a forma ativa do parasita, que se movimenta,
alimenta e se divide. As amebas sao organismos anaerobios obrigatorios,
desprovidos de mitocéndrias (SHIRLEY et al., 2018).
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Figura 2. Infecgdo extraintestinal por Entamoeba histolytica, destacando o mecanismo de interagao
Gal/GalNAc na invasdo da mucosa. A infeccdo normalmente € iniciada pela ingestdo de agua
contaminada com fezes ou alimentos contendo cistos de E. histolytica. A forma cistica infecciosa do
parasita sobrevive a passagem pelo estdémago e intestino delgado. O desencistamento ocorre no
lumen intestinal, onde se formam trofozoitos mdveis e potencialmente invasivos. Na maioria das
infecgdes, os trofozoitos agregam-se na camada de mucina intestinal e formam novos cistos,
resultando em infecgédo autolimitada e assintomatica. Em alguns casos, entretanto, a adesao e a lise
do epitélio colénico, mediada pela galactose e N-acetil-D-galactosamina (Gal/GalNAc) — lectina
especifica, inicia a invasdo do colon por trofozoitos. Os neutréfilos que respondem a invasao
contribuem para o dano celular no local da invasdo. Uma vez que o epitélio intestinal é invadido, pode
ocorrer disseminacao extraintestinal para o peritdnio, figado e outros locais. Os fatores que controlam
a invasao, em oposi¢cao ao encistamento, provavelmente incluem o “quorum sensing” do parasita
sinalizado pela lectina especifica de Gal/GalNAc, interagdes de amebas com a microbiota bacteriana
do intestino e respostas imunes inatas e adquiridas do hospedeiro.

Fonte: Haque et al., 2003.
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A atividade patogénica dos trofozoitos € evidente em sua capacidade de
fagocitar hemacias, comportamento exclusivo das amebas patogénicas. As formas
ndo patogénicas limitam-se a consumir bactérias da microbiota e outros
componentes do conteudo intestinal. Quando presentes em fezes diarreicas frescas,
os trofozoitos exibem movimento ativo, deslocando-se por meio de pseuddpodes,
projecdes digitiformes do ectoplasma que direcionam o citoplasma e impulsionam o
corpo celular na diregcdo do movimento (SHIRLEY et al., 2018).

Essa dindmica complexa entre as formas comensais e invasivas do parasita,
bem como sua capacidade de adaptagcdo ao ambiente intestinal e de sobrevivéncia
fora do hospedeiro, € fundamental para a disseminagdao e manutencao do ciclo de
vida de E. histolytica.

O encistamento de E. histolytica € um processo adaptativo essencial para sua
sobrevivéncia fora do hospedeiro e continuidade do ciclo de vida. Esse processo
ocorre predominantemente no ambiente complexo do cdélon humano, onde os
trofozoitos se proliferam ativamente. Durante o encistamento, destacam-se quatro
caracteristicas principais: aquisicdo de uma forma esférica, resisténcia a
detergentes, acumulo de quitina na parede celular e tetranucleagédo. Esses eventos
ocorrem simultaneamente as condi¢gées que promovem a proliferacao de trofozoitos
no célon (GUILLEN, 2022).

Inicialmente, os trofozoitos passam por modificagdes estruturais e funcionais
para se transformar em pré-cistos. Estes apresentam corpos cromatdéides, colegdes
de ribossomos em forma de charuto, e vacuolos alimentares ricos em glicogénio. A
medida que o processo de encistamento avanga, essas estruturas sao
progressivamente eliminadas, e a célula encolhe, dando origem ao cisto maduro.
Durante a maturacéo, o nucleo do cisto realiza duas divisdes mitdticas, resultando
em uma forma tetranucleada (SHIRLEY et al., 2018; GUILLEN, 2022).

Os cistos maduros de E. histolytica apresentam forma redonda, medindo
aproximadamente 10—-15 ym de didametro, e sao envoltos por uma parede quitinosa
que confere resisténcia a condicdes adversas, como a acidez gastrica.
Internamente, os cistos contém quatro nucleos, depdsitos de glicogénio e corpos
cromatodides, os quais desempenham fungdes essenciais no ciclo de vida do

parasita. Esses cistos sao eliminados nas fezes, podendo sobreviver no ambiente
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externo por longos periodos, o que facilita sua transmissao fecal-oral (STANLEY,
2003).

Microscopicamente, os cistos exibem caracteristicas distintas. Quando
observados em preparagbes simples ao microscopio Optico, aparecem como
pequenas esferas hialinas ou levemente amareladas, com uma parede delgada e
refringente. Em preparagcdes com coloragdes especificas, como hematoxilina férrica,
observa-se um contorno duplo bem delineado, que auxilia na identificagdo dessa
estrutura.

Esse processo de encistamento desempenha um papel crucial na
perpetuacdo do ciclo de vida do parasita, garantindo sua sobrevivéncia em
ambientes hostis e permitindo que ele resista as condigdes do trato gastrointestinal
do novo hospedeiro. Além disso, a robustez dos cistos e sua capacidade de
transmissao sao fatores determinantes para a disseminacdo da amebiase,

especialmente em regides com condi¢des sanitarias inadequadas.

1.3.Mecanismos de patogenicidade e viruléncia de Entamoeba histolytica

Quando E. histolytica infecta um individuo saudavel com a barreira intestinal
integra, as amebas inicialmente se instalam na camada externa de muco, sem
atingir diretamente o epitélio intestinal. Esse muco desempenha um papel crucial na
manutencdo do equilibrio entre o microbioma intestinal e potenciais patdgenos,
agindo como uma barreira fisica e funcional. Essa camada € um ambiente dindmico
onde microorganismos competem por locais de ligacdo, desempenhando uma
funcao protetora essencial contra infecgbes (PELASEYED et al., 2014; SPERANDIO
etal., 2015).

A adesao inicial de E. histolytica a camada de muco é mediada por uma
lectina de superficie, especifica para oligossacarideos de galactose (Gal) e N-acetil-
D-galactosamina (GalNAc), que se ligam as mucinas, componentes estruturais do
muco (Figura 3) (GUZMAN-TELLEZ et al., 2019; BIRCHENOUGH et al., 2015).
Durante a infeccao inicial, observa-se o espessamento da camada mucosa, que
representa uma resposta protetora do hospedeiro para impedir que o patdégeno
alcance o epitélio. Contudo, as amebas produzem glicosidases e proteinases que
degradam a mucina, expondo as células epiteliais intestinais (LIDELL et al., 2006;
MONCADA et al., 2005). Na auséncia dessa camada de protecdo, a lectina
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Gal/GalNAc da ameba liga-se diretamente as células epiteliais intestinais (IECs),

desencadeando o inicio da infecgao invasiva.
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Figura 3. Adesao do trofozoito Entamoeba histolytica a membrana plasmatica da célula hospedeira
através de lectina Gal/GalNAc. (A) As lectinas dos protozoarios s&o glicoproteinas com alto nivel de
especificidade de associacdo a carboidratos. Essa ligagdo permite o reconhecimento da célula
hospedeira e a adesao do microrganismo a superficie da célula-alvo. (B) Quando a ligagéo da lectina
é estabelecida do patdgeno a célula-alvo, diversos mecanismos de patogenicidade dos
microrganismos sao acionados, levando a danos importantes ao tecido. (C) A interagcéo das lectinas
microbianas com a superficie celular ativa uma resposta imune na tentativa de eliminar o parasito.

Fonte: https://doi.org/10.2217/fmb-2019-0275
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A progressao da doenga esta associada a uma série de eventos patologicos,
como a perda de mucina, destruicdo das células epiteliais, infiltragdo de neutrdfilos e
rompimento das jun¢des intercelulares. Esses danos resultam em comprometimento
do transporte idGnico intestinal, o que contribui para a ocorréncia de diarreia. Estudos
demonstram que em modelos de camundongos deficientes em mucina, E. histolytica
liga-se diretamente as células epiteliais, causando maior lesao, ruptura da barreira
epitelial e indugao de respostas pro-inflamatorias (KISSOON-SINGH et al., 2013). A
progressdo para estagios avangados pode resultar em ulceras caracteristicas em
forma de frasco, contendo trofozoitos e células inflamatdrias. A partir dessas ulceras,
os trofozoitos podem invadir vasos sanguineos sanguinea, frequentemente
disseminando-se para o figado e causando abscessos hepaticos (HAQUE et al.,
2003).

A viruléncia de um determinado isolado depende das propriedades intrinsecas
dos trofozoitos, das condi¢cbes de crescimento e do sistema de teste utilizado para
avaliar sua patogenicidade in vivo ou in vitro. A viruléncia tem sido estudada
principalmente cultivando E. histolytica patogénica em meio axénico de Diamond e
testando a capacidade das amebas de induzir abscessos quando injetadas
diretamente no figado de hamsters recém-nascidos ou de um a dois meses de idade
(GITLER; MIRELMAN, 1986). Sob essas condi¢des, as amebas possuem de baixa a
moderadamente viruléncia. As amebas podem apresentar viruléncia aumentada que,
em passagem previa pelo hospedeiro animal, pode ser bastante significativa. Assim,
o termo altamente virulento é reservado para amebas que foram recentemente
isoladas do hospedeiro ou que foram mantidas em condicdes que preservam a
viruléncia original. Um modelo animal que se aproxime mais das condigbes de
crescimento e infectividade no intestino e uma metodologia para obtencgéo de cistos
de E. histolytica dissipariam grande parte da incerteza dos atuais estudos (GITLER;
MIRELMAN, 1986).

Por muitos anos foi sugerido que as amebas patogénicas usam trés fatores
de viruléncia principais; lectina Gal/GalNAc, amebaporo e cisteina proteases, que
estdo envolvidas na adesdo, imunoevasao, colonizacdo e invasdo, muitas vezes
responsaveis por causar as lesdes (RAMOS-MARTINEZ, 2009; IRMER et al., 2009;
GONZALEZ et al., 2008). A fim de se estabelecer e sobreviver no ambiente

intestinal, as amebas s&o capazes de realizar varias atividades bioldgicas celulares
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diferentes. Essas atividades que foram determinadas em nivel experimental incluem:
adesao, efeitos citopaticos, atividade citotdxica, indugdo de apoptose,
eritrofagocitose, atividade hemolitica, lise celular, morte celular dependente de
contato, digestéo intracelular de células, resisténcia ao complemento e producao de
lesdes experimentais em animais no intestino grosso ou no figado (FRADE et al.,
2017; BAXT et al., 2010; BILLER et al., 2009; MIRELMAN et al., 2008).

Fatores ambientais e caracteristicas do hospedeiro, como o estado
nutricional, o microbioma intestinal e a resposta imunoldgica, também influenciam
diretamente a viruléncia amebiana e os desfechos clinicos. Variaveis como
resisténcia genética ou suscetibilidade a infeccdo desempenham papéis importantes
na progressao da doenga (LEJEUNE et al., 2009). Mudangas nas condigdes de
cultivo in vitro ou passagem pelo hospedeiro animal podem alterar significativamente
os fatores de viruléncia e a patogenicidade da ameba (MENDOZA-MACIAS et al.,
2009).

Por fim, ao enfrentar os mecanismos de defesa inespecificos do hospedeiro,
E. histolytica adapta-se a condi¢bes adversas, como o estresse oxidativo e a
disponibilidade variavel de nutrientes. Sua alta plasticidade metabdlica e capacidade
de resisténcia as espécies reativas de oxigénio garantem sua sobrevivéncia. Assim,
a combinacado de determinantes de viruléncia e estratégias adaptativas oferece ao
parasita uma vantagem significativa, frequentemente em detrimento do hospedeiro,
promovendo o desenvolvimento da doenca (LORENZI et al., 2010; OLIVOS-GARCIA
et al., 2009).

1.4. Aspectos imunolégicos de Entamoeba histolytica

Apo6s o contato inicial com a ameba e a subsequente invasdo do epitélio
intestinal, o hospedeiro ativa uma série de respostas imunes para se defender contra
o parasita. Essas respostas envolvem a ativagao de diferentes células do sistema
imunolégico, como macrofagos, neutrdfilos e linfécitos, além da liberacdo de
citocinas inflamatérias, com o objetivo de reconhecer e eliminar E. histolytica (Figura
4). No entanto, a ameba desenvolveu diversos mecanismos de evasdo imunoldgica,
que lhe permitem resistir a essas respostas do hospedeiro e continuar sua

sobrevivéncia e patogénese. Esses mecanismos sado fundamentais para que o
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parasita consiga persistir no organismo, mesmo diante da defesa imunolégica do

hospedeiro.

1.4.1. Resposta Imune Inata

Inicialmente, quando as amebas invasoras entram em contato com o
organismo, elas enfrentam as defesas imunes inatas do hospedeiro. No estémago, o
acido gastrico € um agente antimicrobiano eficaz, mas os cistos de E. histolytica s&o
notavelmente resistentes a ele. No intestino, uma espessa camada de muco protege
as células epiteliais intestinais. As mucinas, especialmente a MUC2, formam um gel
protetor que reveste o epitélio intestinal. Trofozoitos de E. histolytica conseguem
degradar essas mucinas por meio de cisteina proteinases, facilitando sua
penetracado no epitélio (LI et al., 2021). Esse processo representa um dos primeiros
eventos de evasao do sistema de barreira mucosa.

As células NKT, especialmente as células T invariantes (iNKT), ligam-se a
glicolipideos do parasita via moléculas CD1d e produzem IFN-y. Também exercem
citotoxicidade contra células infectadas e ajudam a regular a inflamagcdo em
abscessos hepaticos (LOTTER et al.,, 2009; ADB et al., 2010). Além disso, E.
histolytica utiliza mecanismos de evasdao como a degradagdo de anticorpos e
citocinas, a inibicdo de IL-12 e IL-18 e a indugdo de IL-10 por Treg, dificultando a
resposta protetora do hospedeiro (LOTTER et al., 2009).

Entretanto, uma vez que as amebas alcangam o epitélio, as células epiteliais
do intestino tém a capacidade de detectar a lectina Gal/GalNAc da ameba através
dos receptores Toll-like (TLR)-2 e TLR-4 (MOONAH et al., 2013; GALVAN-
MOROYOQUI et al., 2011). O envolvimento desses TLRs resulta na ativagao de NF-
KB, o que desencadeia a producdo de diversas citocinas inflamatérias, como
interleucinas (IL)-1B, IL-6, IL-8, IL-12, interferon-gama (IFN-y) e fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a). Essas citocinas, por sua vez, promovem a inflamagédo e
regulam as fung¢des das células imunes do hospedeiro, intensificando a resposta
imunoldgica contra o parasita (GUO et al., 2007; SHARMA et al., 2008).
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Figura 4. Mecanismos de acédo utilizados pelo trofozoito de Entamoeba histolytica para evaséo do
sistema imune. A camada epitelial € coberta por uma pelicula de muco bicamada. A camada externa
de muco contém microbiota comensal e IgA soluvel. A camada de muco, combinada com a microbiota
comensal e a IgA, atua como a primeira linha de defesa contra a infeccdo amebiana. A ameba pode
destruir a camada de muco usando cisteina proteases e se ligar as células epiteliais pela lectina de
superficie Gal/GalNAc. Uma vez ligadas, as amebas podem danificar a camada epitelial e iniciar uma
resposta inflamatéria robusta como a producéo de interleucina IL-13, IL-6, IL-8, interferon gama (IFN-
y) e fator de necrose tumoral (TNF-a). A citocina TNF-a de cor vermelha induz a progressao da
doencga. Citocinas e quimiocinas inflamatérias recrutam células imunes, incluindo neutréfilos e
macréfagos. Ao liberar espécies reativas de oxigénio (ERO), 6xido nitrico (NO) e citocinas
inflamatdrias, os neutréfilos e macréfagos tentam eliminar os trofozoitos de Entamoeba histolytica. As
células do tufo intestinal sdo conhecidas por serem a principal fonte de IL-25. A infeccdo amebiana
pode reduzir a produgao de IL-25. O tratamento com IL-25 recombinante exégena pode proteger por
meio da indu¢do de uma resposta imune do T helper do tipo 2 seguida de secregéo de eosindfilos. A
exposicdo a infecgdo primaria pode induzir a produgédo de IgA no muco, especifico para a ameba
(pelas células B), IFN-y e IL-17A (pelas células T CD4 *e CD8 *), na tentativa de proteger contra
infeccdes amebianas subsequentes.

Fonte: https://doi.org/10.1016/j.pt.2020.09.015
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Durante a invasao dos tecidos pelos trofozoitos de E. histolytica, observa-se
uma forte reacao inflamatdria tanto no intestino quanto em outros érgaos, como o
figado. Os neutrdfilos, que s&o os leucécitos mais abundantes no sangue, migram
rapidamente para os locais de infeccdo e desempenham uma série de funcdes
antimicrobianas. Entre essas fungbes estdo a fagocitose, a degranulagdo, a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a formacdo de NETs
(armadilhas extracelulares de neutrofilos). A presenca de neutréfilos ao redor das
amebas sugere que esses leucodcitos desempenham um papel ativo na tentativa de
controlar a infeccdo amebiana (ROSALES; URIBE-QUEROL, 2017; CAMPOS-
RODRIGUEZ et al., 2016; MAYADAS et al., 2014; NAUSEEF; BORREGAARD,
2014; RAMOS-MARTINEZ et al., 2009).

Um dos principais mecanismos de defesa dos neutrofilos contra patégenos &
o sistema mieloperoxidase (MPO), que produz moléculas altamente oxidativas, como
0 acido hipocloroso. A MPO pode se ligar a superficie das amebas, promovendo
alteracdes que levam a morte do parasita. Trofozoitos de E. histolytica também
induzem a liberagdo de NETs, que capturam os parasitas e reduzem sua motilidade
(DIAZ-GODINEZ; CARRERO, 2019; CAMPOS-RODRIGUEZ et al., 2018).

Além dos neutrdéfilos, os macréfagos desempenham um papel central ao
reconhecer E. histolytica por TLR-2 e TLR-4 e produzir citocinas inflamatérias (IL-1,
IL-6, IL-12). Macrofagos ativados tentam inibir os trofozoitos das amebas por meio
da liberacdo de oxido nitrico (ON), cuja produgdo depende da acdo do IFN-y. No
entanto, as amebas liberam fatores que inibem a produgcdo de ON e expressam
arginase para desviar o substrato L-arginina, reduzindo a agdo do oxido nitrico
(MORTIMER; CHADEE, 2010; RAMOS et al., 2007).

1.4.2. Resposta Imune Adaptativa

Os linfocitos T e B sao cruciais na tentativa de conter a infecgédo e regular a
inflamacao. A subpopulacdo Th1 é a principal responsavel pela protecdo, por meio
da producdo de IFN-y, que ativa macréfagos. Os linfécitos Th2 favorecem a
producao de anticorpos, mas sao menos eficazes na eliminacdo do parasita. Os
linfocitos T reguladores (Treg) suprimem a atividade Th1, podendo ser explorados
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pela ameba para evadir o sistema imune (NAKADA-TSUKUI; NOZAKI, 2016;
BEGUM et al., 2015).

A resposta imune humoral desempenha um papel relevante como a segunda
linha de defesa contra E. histolytica. No contexto do sistema imunologico intestinal,
as imunoglobulinas da mucosa representam o principal mecanismo de protecao.
Durante a infecgdo, individuos expostos a E. histolytica podem desenvolver
anticorpos especificos da classe IgG. No entanto, esses anticorpos, apesar de
serem detectaveis, frequentemente ndo sao eficazes na prevencdo de amebiase
invasiva ou de infecgdes recorrentes. A eficacia dessa resposta parece depender da
subclasse especifica de IgG gerada em resposta ao parasita, indicando que nem
todas as subclasses exercem func¢des protetoras (MARIE; WILLIAM, 2014).

Em contraste, a imunoglobulina A (IgA), predominante no lumen intestinal,
apresenta uma fungao protetora mais robusta contra a colonizagao por trofozoitos.
Estudos demonstram que anticorpos IgA especificos contra a lectina Gal/GalNAc
sdo capazes de reduzir significativamente a colonizacdo das amebas no célon
(HAQUE et al., 2006). Evidéncias adicionais foram observadas em pacientes que se
recuperaram de abscessos hepaticos amebianos (AHA), nos quais um aumento nos
niveis de anticorpos IgA anti-Gal/GalNAc foi associado a eliminagdao de infeccoes
subsequentes (ABD-ALLA et al., 2006; RAVDIN et al., 2003).

Apesar da relevancia da IgA na protegdo contra E. histolytica, o parasita
dispde de mecanismos que interferem na resposta imune humoral, destacando-se
as cisteina proteinases. Essas enzimas secretadas pelas amebas degradam IgA e
IgG, comprometendo sua eficacia (GARCIA-NIETO et al., 2008).

1.5.Tratamento da amebiase

A amebiase ¢é tratada com medicamentos amebicidas, cuja escolha depende
da gravidade e extensdo da infecgdo. Esses farmacos atuam em dois niveis
principais: no nivel luminal, onde agem no lumen intestinal para tratar casos de colite
amebiana nao disentérica, e no nivel sistémico, onde sdo absorvidos pelo sangue e
exercem efeito nos tecidos. Alguns medicamentos possuem agao tanto no lumen
quanto nos tecidos e na amebiase extraintestinal, ampliando sua aplicacdo

terapéutica. Diversos farmacos sdo empregados no manejo da amebiase, incluindo
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teclozan, paromomicina, iodoquinol, metronidazol e tinidazol (MARTINEZ-CASTILLO
et al., 2018). Uma lista detalhada com informagdes sobre os medicamentos,
utilizados para tratar a amebiase intestinal esta detalhada no apéndice 1.

Historicamente, a emetina foi o primeiro composto a demonstrar atividade
amebicida, em 1912, mas seu uso é atualmente limitado devido a alta toxicidade
(UPCROFT; UPCROFT, 2001). Nos anos 1950, a introdugdo de farmacos
nitroheterociclicos marcou um avango significativo no tratamento de infecgdes
causadas por protozoarios e bactérias (BUSATTI et al., 2006). Entre esses
medicamentos, o metronidazol (MTZ) se consolidou como a principal escolha
terapéutica no tratamento da amebiase.

A descoberta do MTZ ocorreu de forma indireta, quando pesquisadores da
empresa Rhoéne-Poulenc, na Franca, buscavam desenvolver um farmaco eficaz
contra a tricomoniase, causada por Trichomonas vaginalis. Durante os testes,
observou-se que o metronidazol também apresentava atividade contra protozoarios
anaerobios como E. histolytica e Giardia lamblia, o que expandiu rapidamente seu
uso clinico (PETRI et al., 2005).

Embora o metronidazol seja amplamente utilizado e considerado seguro, ele
pode causar efeitos colaterais como nausea, dor abdominal, gosto metalico, diarreia,
entre outros. Casos raros, porém, graves, de neurotoxicidade, incluindo neuropatia
Optica, neuropatia periférica e encefalopatia, também foram relatados, embora os
mecanismos envolvidos ndo estejam completamente esclarecidos (CERUELOS et
al., 2019). Esses efeitos colaterais sdo causas frequentes de interrupcédo do
tratamento, o que pode levar ao agravamento da doencga, a continuidade da
transmissao e ao aumento da resisténcia do parasita.

Diante dessas limitacbes, a busca por alternativas terapéuticas com maior
seguranga, eficacia e menor potencial para efeitos adversos e resisténcia se torna
crucial. Nesse contexto, os probidticos surgem como uma alternativa promissora,

com potencial aplicagéo curativa ou profilatica no manejo da amebiase.
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1.6.Probiéticos e microbiota intestinal

Ha mais de um século, Elie Metchnikoff propds que as bactérias do acido
latico poderiam trazer beneficios a saude, promovendo maior longevidade. Ele
sugeriu que a "autointoxicagao intestinal" e o envelhecimento associado poderiam
ser prevenidos ao modificar a microbiota intestinal, substituindo micrébios
proteoliticos por bactérias benéficas. Em suas investigagdes, Metchnikoff
desenvolveu uma dieta baseada em leite fermentado com uma bactéria que ele
denominou "bacilo bulgaro" (CREMON et al., 2018).

De forma complementar, Henry Tissier foi pioneiro na aplicagao terapéutica
de bactérias bifidas para tratar disturbios intestinais. Ele acreditava que essas
bactérias tinham a capacidade de desalojar microrganismos putrefativos,
frequentemente associados a problemas gastrointestinais, ao mesmo tempo em que
se estabeleciam como organismos predominantes no intestino (apud MISHRA;
ACHARYA, 2021). O género Bifidobacterium, composto por mais de 50 espécies e
diversas subespécies, expande-se anualmente com novas descobertas (HIDALGO-
CANTABRANA et al., 2018). Os beneficios proporcionados por Bifidobacterium
resultam de uma interacdo dindmica entre essas bactérias, a microbiota intestinal e
o hospedeiro humano (RUIZ et al., 2014). Cada espécie apresenta efeitos
imunologicos distintos, destacando-se B. bifidum pela sua capacidade de expandir a
resposta reguladora das células T, uma caracteristica relevante em doencgas
inflamatdrias crénicas (LOPEZ et al., 2012).

Os probioticos sédo definidos como microrganismos vivos que conferem
beneficios a saude do hospedeiro quando administrados em quantidades
adequadas. Eles tém demonstrado eficacia em condicdes como sindrome do
intestino irritavel, doencas inflamatdrias intestinais, prevencdo de diarreias
infecciosas e inibigdo de enterocolite necrosante (SANDERS et al., 2013). Para
serem considerados eficazes, probidticos devem atender a critérios especificos,
incluindo: sobrevivéncia ao trato digestivo superior; resisténcia a acidos e sais
biliares; seguranga para consumo humano; capacidade de produzir substancias
antimicrobianas como bacteriocinas; adesao ao revestimento intestinal; colonizacao
do intestino; e beneficios claros ao hospedeiro (MONTALBAN-ARQUES et al., 2015;
SARAO et al., 2017).
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O corpo humano pode ser considerado um superorganismo, funcionando em
harmonia com trilnGes de bactérias simbidticas e células eucarioticas. Estudos como
o Projeto do Microbioma Humano e do Metagenoma do Trato Intestinal Humano
revolucionaram a compreensao das interacdes hospedeiro-microbio. A microbiota
humana é composta por 10 a 100 trilhdes de microrganismos, incluindo bactérias,
virus, protozoarios e fungos, sendo as bactérias predominantes, com uma densidade
de 10" a 10" células/ml (MARCHESI et al., 2016; LLOYD-PRICE et al., 2019). O
microbioma, que representa o conjunto de genes da microbiota, é 150 vezes maior
que o genoma humano (BACKHED et al., 2015).

No intestino humano, a microbiota € majoritariamente formada por bactérias
dos filos Firmicutes e Bacteroidetes, que representam mais de 90% da populagao
total. Alteracdes na proporgao Firmicutes/Bacteroidetes estao associadas a disbiose,
frequentemente observada em doencas inflamatérias intestinais (STOJANOV, 2020).
A microbiota desempenha fungdes, protetoras, estruturais, metabdlicas e
neurologicas no corpo humano. No ambiente protetor, a camada de muco intestinal,
composta por glicoproteinas de mucina, atua como barreira contra a fixagdo de
micrébios no epitélio, além de facilitar o transporte do conteudo luminal sem danificar
o revestimento intestinal (JOHANSSON et al, 2008). Algumas bactérias
patogénicas, como Helicobacter pylori, possuem estratégias para atravessar essa
barreira, incluindo a producado de urease para alterar o pH e diminuir a viscosidade
do muco, facilitando sua entrada (CELLI et al., 2009).

Estruturalmente, a microbiota € indispensavel para a manuteng¢ao da barreira
intestinal, reforcando as juncdes entre as células epiteliais e estimulando a produgao
de muco, o que protege contra a invasdo de patdégenos e previne inflamagdes
cronicas. Ela também influencia o desenvolvimento e a maturagdo do sistema
imunoldgico, promovendo a tolerancia imunoldgica e regulando as respostas contra
agentes externos, o que é vital para prevenir doencas autoimunes e infecgoes.
Metabolicamente, a microbiota desempenha um papel crucial na digestao e
absorcao de nutrientes, fermentando fibras alimentares para produzir acidos graxos
de cadeia curta (SCFAs), como butirato, propionato e acetato, que fornecem energia
as ceélulas intestinais e regulam processos como o metabolismo glicémico e lipidico.
Além disso, ela contribui para a sintese de vitaminas, como a vitamina K e algumas

do complexo B, fundamentais para a saude sistémica. No campo neuroldgico, a
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microbiota conecta o intestino ao sistema nervoso central (SNC) por meio do eixo
intestino-cérebro, uma rede bidirecional que envolve sinalizagdo neural (como pelo
nervo vago), imunologica e enddcrina. Metabdlitos bacterianos e neurotransmissores
produzidos pela microbiota, como serotonina e GABA, influenciam o
desenvolvimento cerebral, a neurogénese e a regulacdo de emogdes e
comportamentos. Alteragdes na microbiota (disbiose) tém sido associadas a
doencgas neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson, além de transtornos
psiquiatricos, incluindo ansiedade e depressdo (KASARELLO, CUDNOCH-
JEDRZEJEWSKA; CZARZASTA, 2023; SCHACHTLE; ROSSHART, 2021; RUTSCH,
KANTSJO; RONCHI, 2020).

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) representam outro componente
essencial da defesa intestinal. Secretados por células epiteliais como enterdcitos,
células caliciformes e de Paneth, os PAMs restringem a proximidade de comensais e
patdgenos com o epitélio. Incluem moléculas como defensinas, catelicidinas e
lectinas do tipo C, que atuam destruindo membranas microbianas ou atacando a
parede celular bacteriana (PUTSEP et al., 2000).

Adicionalmente, a imunoglobulina A secretora (IgA) desempenha um papel
crucial na protecdo do epitélio intestinal contra toxinas e microrganismos
patogénicos. A IgA promove tolerancia imunologica e neutraliza toxinas e patogenos
ao aprisiona-los no muco, bloqueando o acesso ao epitélio e facilitando sua
eliminacdo por movimentos peristalticos e mecanismos mucociliares
(MACPHERSON; UGR et al., 2004). Esses processos refletem a complexidade e a
eficacia das interagdes entre microbiota e sistema imunolégico na manutencao da

saude intestinal.
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1.7.Mecanismos de agao dos probiéticos

Os probidticos apresentam diversos mecanismos de agdo que conferem
potenciais beneficios ao trato gastrointestinal, conforme demonstrado por Sherman;
Ossa; Johnson-Henry (2009). Ao colonizarem transitoriamente o intestino, esses
microrganismos contribuem para corrigir a disbiose, um desequilibrio na microbiota
intestinal que pode estar associado ao desenvolvimento de doencgas. Segundo
Tamboli et al. (2004), a teoria da disbiose sugere que um rompimento no equilibrio
entre espécies protetoras e nocivas de bactérias intestinais pode levar a inflamagao
crobnica do intestino. Esse desequilibrio também pode ser influenciado pela
resisténcia a colonizacédo, definida como a capacidade de certas bactérias em
interagir com células epiteliais para impedir a adesao de patdégenos entéricos aos
receptores epiteliais.

Os probidticos colonizadores podem exercer efeitos antimicrobianos diretos
ao produzirem substancias como bacteriocinas, que inibem o crescimento e a
viruléncia de patogenos. Aléem disso, algumas cepas probidticas tém a capacidade
de estimular a liberagdo de defensinas — peptideos antibacterianos secretados por
células de Paneth — fortalecendo a defesa imunoldgica local. Probioticos produtores
de acido latico, como as espécies Lactobacillus e Bifidobacterium, também reduzem
o pH luminal intestinal, criando um ambiente desfavoravel para o desenvolvimento
de patogenos. Adicionalmente, algumas cepas interferem na detec¢cdo de quérum,
um mecanismo usado por bactérias para coordenar comportamentos como a
expressao de fatores de viruléncia (ASAD; OPAL, 2008).

A interagao dos probidticos com o sistema imunoldgico € complexa e dificil de
generalizar, pois as respostas podem variar dependendo da cepa, do hospedeiro e
do método de administracdo. Uma mesma cepa pode estimular a atividade
antimicrobiana por meio da resposta Th1, bem como aumentar a resposta anti-
inflamatoéria Th2 ou a atividade imunorregulatéria, dependendo do contexto (IRVINE
et al., 2010; BISANZ et al., 2014; YANG et al., 2014). Por exemplo, Lactobacillus
rhamnosus GG possui multiplos mecanismos para interagir com o hospedeiro, que,
por sua vez, pode responder de varias maneiras a essas interagbes (SEGERS;
LEBEER, 2014).
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Os efeitos dos probidticos estendem-se a diferentes aspectos do ambiente
intestinal, como a sintese do muco, o fortalecimento da barreira epitelial e a
regulacdo do sistema imunoldgico da mucosa (Figura 5). Esses microrganismos
influenciam diversos tipos celulares envolvidos nas respostas imunes inata e
adaptativa, incluindo células epiteliais, células dendriticas, mondcitos/macrofagos,

células B, células T (particularmente células T reguladoras) e células NK.
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Figura 5. Mecanismos de agdo das bactérias probidticas. Lactobacillus pode (i) estimular células T
reguladoras (Treg) a produzir TGF-B, interleucina-10 (IL-10) e IL-8, (ii) aumentar os niveis de IL-6
secretada de forma dependente do receptor Toll-like (TLR-2), induzindo assim a expanséo clonal de
todas as células B produtoras de IgA, ao mesmo tempo que estimula a expressédo do receptor de
manose de macréfagos CD206, (iii) inibir a expressao dos genes Janus quinase (JAK) e fator nuclear
kappa (NF-kB), (iv) aumentar a liberagdo de IL-12p70 e IL-4, (v) reduzir a expressdo de TLR e
aumentar as expressdes de CD40 e CD80, (vi) degradar a proteina 10 induzivel por IFN-y da
quimiocina pro-inflamatéria (IP-10), (vii) aumentar a expressdo de TLR-9, que (viii) favorecem a
expressdo da proteina receptora semelhante ao dominio oligomérico de ligacdo a nucleotideos 3
(NLRP3), da cisteina proteinase-1 (Caspase-1) e da IL-18. Lacticaseibacillus e Limocaseibacillus
podem induzir a expressdo de B-defensinas 2 e 4 e IL-8. Estudos distintos relataram dados
conflitantes sobre a expressao de TLR. Bifidobacterium pode (i) inibir a expressao dos genes JAK e
NF-kB, (ii) favorecer a superexpressao de IL-10 e TGF-B, enquanto, ao mesmo tempo, estimula a
producao de IgAs, (iii) favorecer a diferenciagao de células Treg, (iv) aumentar o total de linfocitos T
auxiliares (CD4+) e ativados (CD25+) e células NK, (v) reduzir a expressdo de CD19 em células B,
(vi) induzir a produgdo de proteina quimiotatica de mondécitos 1 (MCP-1) e TNF-a através da
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estimulacao de TLR-9, e (vii) aumentar o niumero de células T reguladoras Foxp3(+) e a liberacao de
CCL20, CCL22, CXCL10 e CXCL11. Escherichia coli pode induzir a expressdo de TLR-5 e TNF-q,
bem como aumentar o numero de células CD4+. Bacteroidales estimula a liberagdo de IL-6,
acompanhada pela expressdo de mucina-2 e claudina-1. Lactobacillus, Lacticaseibacillus,
Limocaseibacillus, Bifidobacterium e Streptococcus podem favorecer a liberacdo de TNF-q, IL-6 e IL-
1B8. Streptococcus pode induzir expansado clonal de células B estimuladas a liberar IgAs. Seta
tracejada: dados conflitantes foram relatados sobre o efeito de lactobacilos no aumento do numero de
células T CD4+.

Fonte: https://doi.org/10.3390/cells12010184

Os probidticos influenciam o muco intestinal principalmente ao fortalecer a
funcao de barreira da mucosa e modular sua composicdo. Esses microrganismos,
como Lactobacillus e Bifidobacterium, tém o potencial de melhorar a produgao e as
propriedades protetoras da camada de muco. Eles competem com patdégenos por
locais de adesao nas células epiteliais, impedindo sua fixagcdo e reduzindo a
inflamacao local. Além disso, os probidticos podem estimular a secregcdo de
mucinas, que sao componentes essenciais do muco, protegendo a integridade do
epitélio intestinal contra danos e toxinas (DONGARRA, et al., 2013).

Um mecanismo adicional é a producdo de metabdlitos, como acidos graxos
de cadeia curta (AGCC), que promovem o ambiente necessario para a proliferagcao
de células epiteliais e melhoram a homeostase intestinal. Esses AGCC também
ajudam a reduzir a permeabilidade intestinal ao reforgar as juncdes celulares,
minimizando o risco de endotoxinas e patdégenos translocarem para a circulagao
sistémica. Estudos indicam que essa regulacdo contribui para a reducédo de
marcadores inflamatorios, como TNF-a e IL-6, beneficiando a saude intestinal de
maneira ampla (MARKOWIAK-KOPEC; SLIZEWSKA, 2017; THANANIMIT, et al.,
2022).

Os efeitos dos probioticos sobre o muco intestinal estdo intrinsecamente
relacionados a sua capacidade de modular a resposta imunolégica. Os mecanismos
de imunomodulacdo promovidos por essas cepas microbianas incluem,
principalmente, a ativacdo de macrofagos por meio de vias de sinalizagéao
especificas, o estimulo a diferenciagdo e ativagao de células produtoras de IgA e
neutrofilos, bem como a inducdo da produgao periférica de imunoglobulinas e de

muco. Adicionalmente, os probidticos exercem efeito anti-inflamatorio por meio da
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inibicao da liberagao de citocinas pro-inflamatérias e da indugao de citocinas anti-
inflamatadrias, como a interleucina-10 (IL-10).

Esses efeitos resultam na ampliagdo da resposta imune de mucosa, com
destaque para o aumento da produgéo de IgA secretéria, conferindo maior prote¢cao
epitelial. Em conjunto, esses mecanismos sustentam o uso de probidticos como uma
estratégia terapéutica promissora no tratamento de doencgas inflamatérias intestinais
e de outras condigdes associadas ao comprometimento da integridade da barreira
mucosa (ZHENG, et al., 2023).

1.8. Escherichia coli Nissle

A cepa Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) constitui o componente ativo da
preparagao farmacéutica Mutaflor®, um medicamento microbiano licenciado para
uso em medicina humana na Alemanha e em outros paises europeus. Desde 1917,
este produto tem sido tradicionalmente utilizado no tratamento de diversas doencas
e disfuncgdes intestinais (NISSLE, 1925; SCHULTZ, 2008). A histéria do Mutaflor®
remonta ao inicio do século XX, quando o médico e bacteriologista Alfred Nissle, de
Freiburg, Alemanha, iniciou estudos sobre cepas intestinais humanas de E. coli que
apresentavam atividade inibitéria contra patégenos como Salmonella, Shigella e
outras enterobactérias virulentas.

Durante a Primeira Guerra Mundial, Nissle isolou a cepa EcN a partir das fezes
de um soldado que, ao contrario de seus companheiros, ndo desenvolveu diarreia
infecciosa enquanto estava na peninsula balcanica, uma regido conhecida na época
pela alta contaminagao por enteropatdgenos. Nissle presumiu que essa resisténcia
se devia a presencga de uma cepa intestinal de E. coli altamente antagonistica que
atuava como barreira protetora contra infec¢des diarreicas (NISSLE, 1918; NISSLE,
1925). Essa observagao foi a base para a proposta de uso terapéutico de cepas
antagonisticas de E. coli para o controle de enteropatologias.

Sorologicamente, EcN pertence ao grupo E. coli O6 e ao sorotipo O6:K5. Trata-
se de uma enterobactéria Gram-negativa tipica, que contém lipopolissacarideo
(LPS) como componente estrutural de sua membrana externa. O antigeno de
superficie O6, parte externa do LPS, apresenta caracteristicas especificas que
contribuem para a funcionalidade da cepa (BLUM et al., 1995;). Além disso, EcN
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forma uma capsula extracelular do sorotipo K5, uma caracteristica rara observada
em apenas 1% dos isolados de E. coli. A sintese dessa capsula é codificada por loci
génicos no DNA cromossdmico, identificados por meio de sondas especificas para
os genes da capsula K5 (OTT et al., 1991).

Outra peculiaridade da cepa é sua elevada motilidade, conferida pelos flagelos
do sorotipo H1. Essa estrutura ndo apenas auxilia no deslocamento ativo através da
camada de muco intestinal, mas também desempenha papel crucial no metabolismo
aerobico, facilitando o acesso a fontes de oxigénio préximas a mucosa intestinal.
Adicionalmente, os flagelos desempenham fungdes sensoriais e interagem
diretamente com o epitélio intestinal, atuando como sensores bacterianos de
umidade e mediadores no crosstalk bacteriano-epitelial (WOLF, 1997).

Essas propriedades tornam a EcN uma cepa unica, amplamente estudada e
utilizada como ferramenta terapéutica no tratamento de disturbios intestinais, sendo
um exemplo classico de como a microbiota pode ser modulada para promover a

saude intestinal.

1.8.1. Eficacia e segurancga de Escherichia coli Nissle

Bactérias probidticas desempenham um papel fundamental na manutencao
de mecanismos antimicrobianos frente a patdogenos recém-chegados ou
estabelecidos, utilizando estratégias diversas como a produgdo de bacteriocinas,
reducdo do ATP intracelular, aumento da permeabilidade da membrana,
sensibilizacdo das membranas bacterianas a acao litica, comprometimento da
motilidade flagelar e bloqueio da internalizagdo bacteriana (TREBICHAVSKY et al.,
2010). Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) destaca-se por sua capacidade de
produzir duas microcinas e por operar pelo menos seis sistemas distintos de
captacao de ferro, conferindo-lhe vantagens competitivas contra outros patégenos
intestinais (GROBE et al., 2006).

Recentemente, estudos demonstraram que a flagelina da EcN apresenta
propriedades simbidticas notaveis em condi¢gdes inflamatdrias, como a colite
induzida por sulfato de sodio e dextrano. Essa propriedade deve-se a uma regiao
hipervaridvel mais longa na flagelina da ECN em comparagdo com outras cepas de

E. coli. Essa estrutura especifica ativa de forma mais robusta o receptor Toll-like 5
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(TLR5), promovendo uma resposta imune mediada por interleucina-22 (IL-22),
crucial na regeneracao do epitélio intestinal e na manutengdo da homeostase
(STEIMLE et al., 2019).

Além disso, a EcN mostrou-se um imunoestimulante mais potente do que o
probidtico gram-positivo Lactobacillus rhamnosus GG em estimular respostas
imunolégicas mucosas e sistémicas, especialmente pela indugao de altos niveis de
IgA. Essa resposta aumenta a troca de classe de anticorpos, especialmente contra
patbgenos como o rotavirus, evidenciando seu papel na protecdo e na
imunomodulagao (KANDASAMY et al., 2017).

A seguranca e a eficacia da EcN como probidtico tém sido amplamente
estudadas. Um estudo de Krammer et al. (2006), analisou seu uso em 3.807
pacientes para tratar mais de 20 condi¢des clinicas, sendo que 3.511 desses
pacientes apresentavam queixas gastrointestinais. Entre eles, 1.067 sofriam de
diarreia crbénica recorrente (728 casos) ou diarreia prolongada (339 casos), 415
tinham doencas inflamatérias intestinais crbénicas, 679 apresentavam sindrome do
intestino irritavel, e 253 relatavam constipagéo crbnica. A eficacia global foi avaliada
como boa ou muito boa por 81,4% dos terapeutas. Observou-se melhora na
frequéncia e consisténcia das evacuacgdes, além de redugdo nos sintomas de
meteorismo e dor abdominal.

Outro estudo conduzido por HENKER et al. (2007) investigou a eficacia e
seguranga de uma suspensdo de EcN em bebés e criangas pequenas com diarreia
aguda. O estudo incluiu 113 criancas entre 2 e 47 meses. A analise revelou que o
tempo médio para o inicio da resposta ao tratamento foi significativamente mais
curto no grupo que recebeu a solugéo de EcN (2,5 dias) em comparagao ao grupo
placebo (4,8 dias). Concluiu-se que a EcN é um probidtico seguro e bem tolerado
em criangas, evidenciando sua aplicabilidade em pediatria para o manejo de
doencgas intestinais agudas.

Esses resultados reforcam o potencial terapéutico da EcN em diversas
condigbes gastrointestinais, consolidando-a como uma ferramenta valiosa na

modulagao da microbiota e no suporte a saude intestinal.
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2. JUSTIFICATIVA

O uso de probidticos tem se mostrado promissor no manejo de diversas
infecgdes, devido a sua capacidade de contribuir para a restauragdo da microbiota
intestinal, frequentemente comprometida durante processos infecciosos. Além disso,
0s probidticos dispdbem de mecanismos de acado variados contra patdgenos,
incluindo a producédo de substancias antimicrobianas, o bloqueio da adesado de
microrganismos patogénicos ao epitélio intestinal e a modulacdo do sistema
imunoldgico do hospedeiro.

No caso da amebiase, embora os tratamentos farmacolégicos atualmente
disponiveis sejam, em geral, eficazes, ha relatos de resisténcia em algumas
situagdes clinicas. Essa resisténcia ocorre quando o parasita E. histolytica néo é
completamente eliminado pelo medicamento, mesmo apds a administracdo de um
regime terapéutico adequado. Além disso, os efeitos colaterais associados aos
tratamentos convencionais podem impactar a adesao dos pacientes, resultando em
abandono terapéutico e aumento do risco de complicagdes.

Apesar do potencial terapéutico dos probiédticos em doencas intestinais, ainda
sdo escassos os estudos que avaliam sua eficacia no manejo da infeccéo por E.
histolytica e muitas duvidas em relacéo a eficacia e como usar os parabidticos ainda
precisam ser esclarecidas. Nosso grupo tem dedicado avaliar o efeito de possiveis
candidatos a probidticos para o tratamento da amebiase. Acreditamos que os
probidticos podem oferecer uma abordagem alternativa ou complementar para o
tratamento da amebiase.

Entre as bactérias caracterizadas como probidticos, destaca a cepa
Escherichia coli Nissle 1917 (EcN), amplamente reconhecida por sua seguranga e
eficacia no manejo de desordens intestinais. Esta cepa possui propriedades
antimicrobianas e imunomoduladoras robustas, além de ser bem tolerada por
diferentes faixas etarias, o que reforga sua indicacdo em um contexto terapéutico
inovador para a amebiase. Acreditamos que o uso da EcN pode oferecer um
beneficio significativo na reducao da carga parasitaria, na minimizagao dos sintomas
clinicos e na restauracdo da homeostase intestinal, contribuindo para avangos no

manejo desta importante parasitose.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral
e Avaliar os efeitos in vitro e in vivo da bactéria Escherichia coli Nissle sobre

trofozoitos de Entamoeba histolytica.

3.2. Especificos

Padronizar o cultivo in vitro de Escherichia coli Nissle associada a trofozoitos
de E. histolytica;

Avaliar a atividade amebicida da Escherichia coli Nissle in vitro;

Avaliar a intensidade da inflamacédo da mucosa cecal nos gerbils infectados
com E. histolytica e tratados ou ndo com Escherichia coli Nissle;

Avaliar qualitativamente e quantitativamente a produgdo de muco no ceco de
gerbils infectados com E. histolytica e tratados ou ndo com Escherichia coli
Nissle;

Avaliar a permeabilidade intestinal no ceco de gerbils infectados com E.
histolytica e tratados ou ndo com Escherichia coli Nissle;

Avaliar a expressao de IL-4, IL-5, IL-10, INF-Y, TNF-alpha na mucosa cecal
de gerbils infectados com E. histolytica e tratados ndao com Escherichia coli

Nissle.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Cepa de Entamoeba histolytica e manutengao do parasito

A cepa axénica EGG de E. histolytica usada neste estudo foi isolada no
Laboratério de Amebiase e Parasitose Intestinal do Departamento de Parasitologia
do ICB-UFMG, de um paciente apresentando colite disentérica com sorologia,
zimodema e PCR positiva para E. histolytica (Gomes et al, 1999; Martinez et al,
1996).

Os trofozoitos foram cultivados em tubos de vidro (Pyrex®; 16x125mm)
contendo 13 mL de meio YI-S-32 (CLARK; DIAMOND, 2002) e incubados em estufa
a 37° C. As culturas foram observadas em microscoépio invertido, avaliando seu
crescimento, viabilidade e aderéncia a parede do tubo. Antes do repique, os tubos
que possuiam bom crescimento foram mantidos no gelo por 12 minutos e invertidos
varias vezes para facilitar o desprendimento dos parasitos. Apds a inversido dos
tubos, um volume de aproximadamente 0,5mL da suspensao foi transferido para um
novo tubo contendo meio de cultura fresco. Apds o repique, os tubos foram mantidos
em estufa bacteriologica a 37°C. Os repiques foram feitos entre 48 e 72 horas para

garantir a utilizagdo dos parasitos sempre em fase exponencial de crescimento.

4.2. Cepa de Escherichia coli Nissle

O probidtico EcN (Mutaflor; Ardeypharm) foi adquirido como produto
farmacéutico disponivel no Canada. EcN foi isolado do produto e crescimento em
caldo de infusdo cérebro-coracao (Acumedia, Neogen) sob condi¢gdes aerdbicas por
um periodo de 24 horas a 37 °C. Os repiques foram realizados a cada 24 horas

garantindo assim sua utilizagao sempre em fase log de crescimento.
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4.3. Associagao in vitro parasito vs EcN

Para avaliar a associacdo de Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) a cultura
amebiana, inicialmente foram realizados testes de viabilidade e crescimento da
bactéria no meio TYI-S-33, tradicionalmente utilizado para o cultivo da cepa EGGa
de Entamoeba histolytica. O meio TYI-S-33 € composto por extrato de levedo,
fosfato dissddico (Na,HPO,), fosfato monopotassico (KH,PO,), cloreto de sddio
(NaCl), glicose, L-cisteina (aminoacido), acido ascorbico, citrato férrico, soro bovino
e agua destilada (DIAMOND et al., 1978). Por se tratar de um meio nutricionalmente
enriquecido e contendo glicose como fonte de carbono, a EcN demonstrou boa
adaptacao e capacidade de colonizagdo, mantendo-se viavel a 37 °C em estufa, sem
a necessidade de suplementacdes adicionais ou ajustes na formulagao do meio.

Paralelamente, foi realizada uma avaliacdo preliminar do crescimento de E.
histolytica em placas de 96 pogos, com o objetivo de determinar as propor¢des
ideais de meio para garantir a estabilidade do cultivo. Foram testadas diferentes
combinagdes de volumes de meio TYI-S-33 (190 ul, 160 ul e 140 ul, 120ul) com
volumes complementares contendo trofozoitos de E. histolytica (110 pl, 140 pl, 160
Ml e 180 pl respectivamente). Apds a distribuigdo, as placas foram mantidas em
estufa a 37 °C e o crescimento do parasito foi monitorado e comparado entre as
diferentes proporgoes testadas. A combinacao de 200 uL de meio com 100 pL de do
volume com E. histolytica foi a que apresentou melhor desempenho, mantendo
crescimento estavel e boa viabilidade celular mesmo apoés 24 horas de incubagao.

Estabelecido o protocolo de cultivo em placas, utilizou-se uma concentragéo
de 2,5 x 10° trofozoitos/mL de E. histolytica, os quais foram previamente distribuidos
nos pocos das placas de 96 pocos. Apds uma hora de incubacdo a 37 °C para
garantir a adesao celular, o sobrenadante foi cuidadosamente descartado, e os
pocos foram tratados com o probidtico E. coli Nissle em concentragbes variando
entre 10° e 102 UFC/mL, com volume final de 300 pl. As placas foram entdo
reincubadas a 37 °C por periodos de 6, 12 e 18 horas. Ao final de cada periodo, a
viabilidade das células parasitarias foi determinada por contagem direta em
hemocitdmetro, utilizando a coloragdo com azul de tripano, que permite discriminar

células viaveis (exclusao do corante) de células mortas (coradas).
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4.3.1. Avaliagao da permeabilidade intestinal

Tradicionalmente, a permeabilidade intestinal é investigada in vivo por
medidas da concentragdo urinaria ou sanguinea de substancias administradas
oralmente  (BJARNASON et al, 1995). O 99mTc-DTPA  (Acido
dietilenotriaminopentacético marcado com 99mTecnécio) € uma macromolécula que
raramente atravessa a barreira intestinal. Entretanto, quando a permeabilidade
intestinal estd aumentada devido a lesdo da mucosa, a presengca de DTPA na
corrente sanguinea pode ser detectada (JORGENSEN et al., 2006).

Assim, os animais receberam por gavagem 0,1 mL de solu¢do de 99mTc-
DTPA contendo 18,5 MBq de atividade. O padrao de dose, que corresponde a uma
aliquota de igual volume de 99mTc-DTPA oferecido aos animais foi utilizado para
corregao do decaimento radioativo do 99mTc e teve a radioatividade determinada
simultaneamente aos demais tubos. Quatro horas apos a gavagem, 500 pL do
sangue foi coletado da veia cava inferior para contagem da radioatividade em
contador de radiagao gama (Perkinelmer Wallac, 1480 Wizard 3). A permeabilidade
intestinal foi calculada com a seguinte formula: % dose = (cpm no sangue /cpm do

padrao) x100 onde cpm representa contagens por minuto.

4.3.2. Analise morfométrica dos trofozoitos

Para a analise morfométrica do tamanho dos trofozoitos, foi considerada a
area ocupada, uma vez que trofozoitos vivos poderiam assumir a forma ameboide.
As amostras foram analisadas a fresco, tanto do grupo controle apés o tratamento
com o probidtico. Imagens de 15 trofozoitos vivos e 15 trofozoitos mortos foram
capturadas usando uma microcamera (QColor3 Olympus America inc), sob uma
objetiva de 40x para digitalizagdo. A area ocupada por cada trofozoito foi medida
usando o software QuPath versao 0.5.1 (https://qupath.github.io, acessado em 19 de
fevereiro de 2025).
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4.3.3. Avaliagao da producao de EROs pela EcN associada com E. histolytica

Para avaliarmos a producdo intracelular de espécie reativa de oxigénio
(EROs), superoxido e peroxido de hidrogénio, foram utilizadas sondas intracelulares
fluorescentes. Apds os tratamentos, as células foram lavadas com PBS e
carregadas com as sondas fluorescentes intracelulares para o superoxido
(dihydroethidium, DHE, 5 uM; Invitrogen, USA) e H202 (dihydrodichloro-fluorescein
diacetate, H2-DCF-DA 5uM; Invitrogen, USA) por 30 minutos e sonda DAPI por 5
minutos para marcagao do nucleo, no escuro e posteriormente foram lavadas com
PBS. Em seguida, as células foram fixadas com paraformaldeido 4% para serem
digitalizadas em microscépio de fluorescéncia nos comprimentos 490/530nm de
emissao/excitagao para as sondas H2-DCF-DA e 510/580nm para a sonda DHE,
para posterior analise de aquisi¢cao de fluorescéncia.

Para fluorescéncia, os trofozoitos de E. histolytica foram distribuidos em uma
placa de 24 pocos na concentragédo de 2,5 x 10° em cada poco. Antes de distribuir
as amebas nos po¢os uma laminula redonda de 13 mm foi colocada em cada poco.
Em seguida, a placa foi incubada por 1h a 37 °C para garantir a fixagcdo das amebas
na placa. Apés a incubagdo, o sobrenadante foi descartado e as bactérias
probidticas foram diluidas em série em meio TYI-S-33 estéril. Nos pogos contendo E.
histolytica foi adicionado 270 ul do meio TYI-S-33 e 30 pl das células probidticas. O
volume de cultura final de 300 pl continha de 102 —10° UFC. A placa foi incubada
novamente com as concentracdes e periodos diferentes de 6h, 12h, 18h e 24h a 37
°C sob condigbes anaerdbicas. Nenhum antibiético foi usado durante o experimento
de associacdo no meio. Por fim, com o auxilio de uma pinga, as laminulas foram
retiradas da placa e fixadas na lamina para analise de fluorescéncia.

As imagens foram obtidas por meio da objetiva de 20x de microscopio de
fluorescéncia Axiovision 3.1 (Zeiss, Hallbergmoos, Alemanha). As células
imunorreativas foram identificadas pela coloragcado do citoplasma e nucleos. Fotos de
campos contendo 5 a 10 células foram digitalizadas para cada tratamento

experimental em dois canais fluorescentes: verde e vermelho.
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4.4. Experimento in vivo

Neste estudo foram utilizados 28 gerbils macho e fémeas, com idade
aproximada entre 6 e 8 semanas. Os animais foram distribuidos em 4 grupos,
compostos por 7 animais cada (Tabela 2), mantidos em gaiolas coletivas, sob
temperatura controlada de 23 °C, com um ciclo de 12 horas de luz, administrado
agua filtrada e ragao balanceada por "ad libitum". Todos os gerbils foram submetidos
a tratamento prévio com lvermectina a 1% (lvomec, Merial do Brasil, Campinas,
Brasil) para eliminar qualquer parasito indesejado. Apds a desparasitagéo, os gerbils
passaram por um periodo de quarentena de 15 dias. Ao término desse periodo, foi
realizado um exame parasitolégico de fezes para confirmar a auséncia de parasitas
intestinais. Apds essa etapa, os experimentos foram iniciados. A distribuicdo dos
grupos experimentais e os procedimentos realizados, bem como time-points, estéo

detalhados na tabela 1.

Tabela 1. Grupos de gerbils e procedimentos experimentais.

Grupos Procedimentos
experimentais
CT Gerbil n&o infectados e n&o tratados com o probidtico e
laparomizados apoés 7 dias.
Prob Gerbil gavados com 200 pl de E. coli Nissle durante 7 dias.
Infec Gerbil infectados com E. histolytica e ndo tratados com

probiético durante 7 dias.

Trat Gerbil infectados com E. histolytica e tratado com o probiotico
por 7 dias.
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4.4.1. Inoculacao de E. histolytica

Previamente, os animais foram anestesiados com xilazina a 2% (10 mg/kg) e
cetamina a 5% (200 mg/kg). Em seguida, foi realizada uma laparotomia mediana
sagital de aproximadamente um centimetro para exposi¢céo do ceco. Na porgéo final
do ceco, com o auxilio de uma seringa e agulha, foram inoculados 1x10° trofozoitos
diluidos em Phosphate Buffered Saline (PBS) 1x em cada animal dos grupos
experimentais Infec e Trat. O volume total do inéculo em cada animal foi de 100pl.
Os gerbils pertencentes aos grupos probiético e controle foram submetidos aos

mesmos procedimentos; no entanto, foram inoculados apenas 100ul de PBS 1x.

4.4.2. Eutanasia, coleta de material

Para a eutanasia e posterior coleta do ceco os animais foram submetidos a
uma injecao intraperitoneal com sobredosagem da associagdo dos anestésicos
Ketamina 5% (200mg/kg) e Xilazina 2% (10mg/kg). Confirmado a auséncia estimulo
muscular, realizamos a abertura da cavidade peritoneal através de incisdo mediana
para coleta do material. Os cecos dos ratos foram abertos longitudinalmente,
lavados com PBS pH 7,2, colocados em uma superficie plana e enrolados em uma
espiral com a mucosa voltada para dentro de modo a formar rolos (swiss rolls ou
rocambole).

Os rolos foram entdo amarrados com linhas, com leve pressao. Em seguida
foram fixados em formol tamponado 10% pH 7,2 por 5 dias, com adaptacdes
segundo Arantes & Nogueira (1997). Apdés o periodo de fixagao no formol, foram
obtidos de cada ceco, 5 fragmentos que foram desidratados em diluicdes alcéolicas
crescentes, diafanizados em xilol, infiltrados e incluidos em parafina. Foram obtidos
cortes com 4 ym de espessura para coloragdo com hematoxilina e eosina (HE) e
confeccionadas laminas para analises histopatolégicas e descricdo das lesdes
quanto a intensidade inflamataria.

Ap6s a eutanasia, as carcagas foram imediatamente acondicionadas em
sacos de lixo branco, identificados como lixo biolégico infectante e refrigerados a -
20°C em Freezer do Departamento de Patologia Geral do ICB/UFMG,
exclusivamente utilizado para o armazenamento temporario das carcacgas.

Posteriormente, os sacos foram coletados como lixo bioldgico infectante pelo servigo
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de limpeza do ICB, direcionados para o abrigo externo especifico e recolhidos pela

empresa terceirizada para incineragao.

4.4.3. Analises histopatolégicas

Foram fixadas duas secbes do ceco de cada animal, sendo os cortes
histolégicos com 4-5 ym de espessura, corados com Hematoxilina e Eosina (HE) e
Periodic Acid-reactive Schiff (PAS). As laminas coradas em HE foram avaliadas com
intuito de identificar e classificar as lesdes e infiltrado inflamatério no ceco seguido
de analises qualitativas e semi-quantitativa. As laminas foram visualizadas por meio
da objetiva de 10x e 20x no microscopio Axiolab (Carl Zeiss, Germany) e
digitalizadas por meio da microcamera (Qcolor 3, Olympus America Inc). As laminas
foram examinadas, e a intensidade do infiltrado foi classificada de forma
semiquantitativa, conforme a seguinte escala:

0 — Sem infiltrado: auséncia de células inflamatorias na regido analisada.

1 — Infiltrado discreto: presenca dispersa de células inflamatdrias, distribuidas
de forma isolada ou em pequenos grupos.

2 — Infiltrado moderado: presenca de numero intermediario de células
inflamatdrias, formando agrupamentos visiveis, porém sem ocupar completamente a
area tecidual.

3 — Infiltrado intenso: grande acumulo de células inflamatérias, ocupando a
maior parte da area observada e, por vezes, desorganizando a arquitetura tecidual.

Para o calculo da area de producdo de mucinas (um?2) foram utilizados os
cortes histolégicos corados com PAS. As laminas foram visualizadas com objetiva de
20x e 40x em microscopio Axiolab para a digitalizagdo aleatéria de imagens
intestinais, conforme descrito anteriormente. O imageamento microscoépico, a
segmentacado de imagens, o processamento digital e a definicdo das condicbes de

morfometria foram realizados em concordancia com Caliari (1997).
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4.4.4. Extracao de RNA

Para extracdo de RNA, amostras do ceco, mantidas em RNA later, foram
homogeneizadas em RNA STAT-60 (1 mL para cada 50-100 mg de tecido)
utilizando um homogeneizador de vidro-Teflon ou Polytron. O volume da amostra
nao excedeu 10% do volume de RNA STAT-60 utilizado na homogeneizagédo. Apds
esse processo, 0 homogeneizado foi mantido por 5 minutos em temperatura
ambiente para permitir a dissociagao completa dos complexos de nucleoproteinas.
Em seguida, foram adicionados 200 uL de cloroférmio por mL de RNA STAT-60. As
amostras foram tampadas e agitadas vigorosamente por 15 segundos,
permanecendo depois em repouso a temperatura ambiente por 3 minutos.

A separacao das fases foi realizada por centrifugacédo a 12.000 x g por 15
minutos a 4 °C, resultando na formacgado de trés fases: uma fase inferior (fenol
vermelho), a interfase e a fase aquosa superior (incolor). O RNA ficou retido
exclusivamente na fase aquosa, enquanto o DNA e as proteinas permaneceram na
interfase e na fase organica. O cloroférmio utilizado ndo continha alcool isoamilico
nem outros aditivos. A centrifugacao para separagdo de fases foi conduzida em
temperatura controlada (4-10 °C), pois temperaturas elevadas podem resultar na
contaminagao da fase aquosa com residuos de DNA, o que comprometeria analises
subsequentes como PCR, embora o RNA ainda pudesse ser utilizado em técnicas
como Northern blot.

A fase aquosa foi cuidadosamente transferida para um novo tubo, enquanto a
interfase e a fase organica foram armazenadas a 4 °C para posterior isolamento de
DNA e proteinas. A precipitacdo do RNA foi realizada com adigdo de isopropanol
(500 pL por mL de RNA STAT-60 utilizado na homogeneizagao), seguida por
incubagdo em temperatura ambiente por 5 a 10 minutos e centrifugagdo a 12.000 x
g por 8 minutos a uma temperatura entre 4 e 25 °C. O RNA precipitado, geralmente
invisivel antes da centrifugagdo, formou um pellet branco semelhante a um gel,
localizado na lateral e no fundo do tubo.

Apds a remogado do sobrenadante, o pellet de RNA foi lavado com etanol a
75%, seguido de centrifugagéo a 7.500 x g por 5 minutos a 4-25 °C. Utilizou-se pelo
menos 1 mL de etanol por mL de RNA STAT-60 empregado na homogeneizagao

inicial. Caso o pellet apresentasse tendéncia a flutuar ou aderir as paredes do tubo,
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foi realizada uma centrifugagao adicional a 12.000 x g. O procedimento de lavagem
foi repetido uma vez.

Finalizada a lavagem, o etanol foi removido, e o pellet de RNA foi seco ao ar
por 3 a 5 minutos, evitando-se a secagem completa para preservar sua solubilidade.
O RNA nao foi seco por centrifugacao a vacuo. A solubilizagao foi realizada em 30
ML de agua livre de RNAse (tratada com dietilpirocarbonato — DEPC), por meio da
passagem da solugao através de uma ponteira de pipeta e incubagéo a 55-60 °C por
10 a 15 minutos.

A quantificacdo do RNA foi realizada por espectrometria utilizando o

equipamento  NanoDrop™ 2000c (NanoDrop Thermo Fisher Scientific,

spectrophotometers), determinando a raz&o de absorbancia em 260 a 280 nm.

4.4.4.1. Amplificagcao do cDNA

A quantidade de 10ug de RNA total foi usada em reagdes de transcricao
reversa para produgdo de cDNA usando-se o kit Bio-Rad, seguindo recomendacdes
do fabricante. Para isso foi utilizado iScript™ reverse transcription supermix for RT-
gPCR (Bio-Rad Laboratories, Inc. Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA). Na
reacdo de RT-qPCR foram utilizados 1,5 uyL de RNA para cada reagao e por

amostra. O RNA total foi armazenado a -80° C e o cDNA armazenado a -20° C.

4.4.4.2. Andlise de reagao em cadeia (RT-qPCR)

O cDNA (2 puL) obtido foi usado para a quantificacdo da expressao das
citocinas usando-se o kit SYBR Green PCR Master Mix 2x Bio-Rad. O gene
endégeno  constitutivo  utilizado foi o GAPDH (Gliceraldeido-3-fostato-
desidrogenase). Os pares de iniciadores (forward e reverse) foram utilizados na
concentragcédo de 10x cada, ou seja, 10 pL de primer + 90 pL de agua livre de RNase.
A selecao dos iniciadores garantiu a amplificacao especifica dos alvos determinados
que amplificaram amplicons que variaram de 71 a 122 pares de bases por reacao
em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT- gqPCR), usando o sistema
SYBR Green - SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad

Laboratories, Hercules, CA, EUA), de acordo com as instrugdes do fabricante. As
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sequéncias dos primers, bem como as eficiéncias de reagdo sdo demonstradas na
Tabela 2.

Tabela 2. Condi¢oées padronizadas de RT-qPCR para quantificagao relativa da
expressao génica das citocinas obtidas em amostras do ceco de gerbils
infectados com E. histolytica e tratados ou nao com Escherichia coli Nissle.

Gene alvo Forward: 5’ — 3’ Reverse: 5’ — 3’
GAPDH CTGGCATGGCCTTCCGAG CAGGTTTCTGCAGTCGGC
IL-4 GCAACGAAGAACACCACAGA GGATGCAGGGTACTGATGCT
IL-5 TACTGACAAGCAACGAGACAGTG CAGTATGTCTAGCCCCTGAAAGA
IL-10 CATGGGTCTTGGGAAGAG AATGAAGTGGTTGGAGAATG
TNF-alfa GCATGGACCTCAGGGACAACCAG GGCTGACGGTGTGCGTGAGGA
IFN-gama CAAGCGATTGAGAAGAGCATAA GCTCATGAACCCATCCTATTTC

4.5. Analise estatistica

Para os dados do experimento in vitro foi realizada a ANOVA two-way para as
comparacgdes entre os tratamentos (diferentes concentragdes de E. coli Nissle) e os
tempos (6h, 12h e 18h). O teste post hoc de Tukey, para comparag¢des multiplas, foi
empregado para a identificagdo das diferengas especificas na viabilidade em cada
tempo de contagem (p <0,05).

Os dados do experimento in vivo foram submetidos ao teste de Grubbs para
detecgdo de outliers e Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade das
variaveis. As comparacoes entre os tratamentos nos animais infectados e nos
animais nao infectados foram feitas utilizando o teste ANOVA two-way. Foi
considerado um nivel de significAncia de 5%. Todos os testes e analises foram

realizados no software Prisma 9.0 (GraphPad Prism Software, San Diego, USA).
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5. RESULTADOS
5.1. Resultados in vitro

5.1.1. Eficacia da associagao in vitro do probiético com E. histolytica

A viabilidade de E. histolytica apds associagdo com EcN foi avaliada pela
contagem de trofozoitos viaveis utilizando um hemocitdbmetro em intervalos de 6, 12
e 18 h (Figura 6a). Apds a exposi¢cao ao probidtico, os trofozoitos mortos ou em
sofrimento, observados ao microscoépio 6ptico, apresentaram-se corados com azul
de tripano e, em geral, apresentavam formato arredondado (Figura 6b). Além disso,
eram menores em tamanho em comparacdo aos trofozoitos viaveis, conforme

confirmado pela medigdo da area ocupada por cada trofozoito (Figura 6c¢).
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Figura 6. Avaliagdo morfoldgica dos trofozoitos de Entamoeba histolytica. (a) Controle. Os trofozoitos
viaveis apresentam tamanho maior e permanecem sem coloragdo pelo azul de tripano. (b) Em
contraste, os trofozoitos ndo viaveis apresentam formato arredondado, granularidade citoplasmatica
aumentada e coloragdo intensa pelo azul de tripano. (¢) Comparagdo da area celular do trofozoito
entre células viaveis e n&o viaveis, com diferencga significativa (p < 0,0007). Barra = 70 pm.
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O numero de trofozoitos foi quantificado e representado graficamente em
relagdo a variagdo na concentragdo de EcN (Figura 7a). A inibicdo do crescimento
de E. histolytica foi observada em todos os tempos de incubagdo e em todas as
concentragcbes de probiodticos. Esse efeito inibitério foi mais evidente apds 18 h de

associagdo a uma UFC de 10° células/mL (Figura 7b).
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* p<0,05; *** p<0,01; **** p<0,001; ¥ p<0,001 Diferencga significativa

quando comparado com grupo controle.
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Figura 7. Quantificagdo do numero de células viaveis e da porcentagem de inibigdo do crescimento
de Entamoeba histolytica. (a) Numero de células viaveis apds a associagdo do parasita E. histolytica
com o probidtico E. coli Nissle, submetido a diferentes concentra¢des (10?-10°) em varios intervalos
de tempo, em uma placa de 96 pocos. (b) Impacto dos probiéticos na inibicdo de trofozoitos de E.
histolytica em diferentes periodos e em concentragdes variaveis.

5.1.2. Producgao de Espécies Reativas de Oxigénio
A producgao de superoxido e peroxido de hidrogénio foi avaliada na co-cultura
de EcN e E. histolytica. Focamos a analise da producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) em 6 horas e 18 horas. Esses sdo os dois extremos do nosso
delineamento experimental e mostraram diferengas significativas no nuamero de
trofozoitos entre eles.
Um aumento na producao de ambos os compostos foi observado em todos os

pontos de tempo de associagao e concentragdes probidticas (Figura 8 e 9).
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Figura 8. Produgéo de ROS avaliada por fluorescéncia de DHE e DCF em trofozoitos de Entamoeba
histolytica tratados com Escherichia coli Nissle. (a) Quantificagdo da intensidade de fluorescéncia de
DHE -DA em cada grupo. (b) Imagens microscopicas de fluorescéncia da producéo intracelular de
coloracdo de DHE-DA em E. histolytica ap6s interagdo com o probidtico E. coli Nissle em diferentes
concentragdes ao longo de 6 horas e 18 horas.
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Figura 9. Producdo de ROS avaliada por fluorescéncia DCFH-DA em trofozoitos de Entamoeba
histolytica tratados com Escherichia coli Nissle. (a) Quantificagdo da intensidade de fluorescéncia
DCFH —DA em cada grupo. (b) Imagens microscoépicas de fluorescéncia da producgao intracelular de
coloragdo DCFH-DA em E. histolytica apés interagdo com o probidtico E. coli Nissle em diferentes
concentragdes ao longo de 6 horas e 18 horas.
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5.2. Resultados in vivo

5.2.1. Anadlise histopatolégica e morfometria das alteragoes presentes
no ceco

A analise histopatolégica revelou no grupo controle (Ct), mucosa com aspecto
habitual, exibindo epitélio colunar simples bem preservado, criptas definidas e
auséncia de infiltrado inflamatorio significativo, com arquitetura tecidual organizada e
sem evidéncias de edema ou degeneragéo (Figura 10A). O grupo probidtico (Prob)
manteve caracteristicas similares ao controle, com preservagao da estrutura epitelial,
embora se observasse discreto aumento na espessura da mucosa e leve
proliferacdo de células caliciformes, sem alteracbes inflamatdrias relevantes,
indicando que a administracdo isolada do probiético ndo promoveu dano tecidual
(Figura 10B).

Em contraste, o grupo infectado (Infec) exibiu marcantes alteragdes
morfoldgicas, incluindo regides com descamacao epitelial, encurtamento das criptas,
intenso infiltrado inflamatorio na 1amina prépria da mucosa, atingindo a submucosa,
edema da submucosa, além de focos de necrose e erosdao mucosa, compativeis
com lesao tecidual induzida pela infecgao por E. histolytica (Figura 10C). O grupo
tratado (Trat) apresentou as mesmas alteragdes histopatolégicas, variando de
intensidade, de discretas a moderadas em comparagado ao grupo infectado, sendo
evidente a reducdo do infiltrado inflamatério e preservagao relativa das criptas,
sugerindo efeito terapéutico do probidtico na modulacdo da resposta a infecgao

amebiana (Figura 10D).
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Figura 10. Ceco de Gerbils infectados com trofozoitos de Entamoeba. histolytica e tratados ou n&o
com Escherichia coli Nissle. A) Grupo controle;aspecto histolégico compativel com o célon normal. B)
Grupo gavado com ProbiéticoO: (*) edema da submucosa, (#) infiltrado inflamatério, barra = 100um;
C) Grupo infectado e nado tratado com o probiético: (*) endema da submucosa, (#) infiltrado
inflamatério, (setas) erosdo da mucosa cecal barra = 100um; D) Grupo infectado com Entamoeba
histolytica e tratado com o probiétco: (*) edema da submucosa, (#) infiltrado inflamatério, barra =
100um. Coloragdo Hematoxilina e Eosina.

A andlise semi-quantitativa do infiltrado inflamatério revelou diferencas
significativas entre os grupos experimentais (Figura 11). O grupo Infec apresentou
0os maiores niveis de infiltrado inflamatério, indicando intensa resposta inflamatéria
frente a infecgdo. O grupo Trat, submetido a intervengéo terapéutica, exibiu uma
reducao significativa no infiltrado inflamatério em comparagdo ao grupo Infec,
embora ainda apresentasse niveis superiores ao grupo Prob. Por fim, o grupo Prob
demonstrou os menores valores de infiltrado inflamatoério. Esses dados sugerem que
o tratamento aplicado foi capaz de atenuar, mas nao eliminar totalmente, o processo

inflamatdrio induzido pela infecgao.
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Figura 11. Analise do infiltrado inflamatério presente no ceco de Gerbils. O Grafico demonstra a
intensidade da coloragdo com hematoxilina e eosina (HE) em cortes do ceco de Meriones
unguiculatus (Gerbil) nos diferentes grupos experimentais: Ct (controle), Prob (tratado com
probiético), Infec (infectado com Entamoeba histolytica) e Trat (infectado e tratado com probidtico). O
grupo Infec apresentou alteragdes estruturais significativas na mucosa cecal, enquanto o grupo Trat
mostrou preservagao parcial das estruturas, evidenciando possivel agao terapéutica do probiotico. (*)
= p< 0,0176; (****) = p<0,0001.

5.2.2. Anadlise histopatolégica e morfométrica da area de muco

A analise histopatolégica revelou que os gerbils pertencentes ao grupo
controle (Ct), apresentava presenca de células caliciformes distribuidas
uniformemente ao longo da mucosa cecal, com criptas bem organizadas e padrao
regular de deposi¢do de mucinas, compativel com aspecto habitual da mucosa cecal
em animais saudaveis (Figura 12A). O grupo probidtico (Prob) apresentou leve
aumento da area PAS+, caracterizado por maior densidade de células caliciformes e
acumulo mais evidente de muco no lumen das criptas (Figura 12B). O grupo
infectado (Infec) exibiu aumento acentuado da area PAS+, com aumento evidente do
numero de células caliciformes, ocorrendo paralelo a perda da integridade da
mucosa, alteracdo essa consistentes com o dano epitelial induzido pela infecgao
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por E. histolytica (Figura 12C). O grupo tratado (Trat) apresentou reducédo da area
PAS+, evidenciada pela redugao do numero de células caliciformes, indicando que o

tratamento com EcN modulou a secre¢éo de muco durante a infec¢ao (Figura 12D).

Figura 12. Cortes histolégicos do ceco de Gerbils corados com PAS. A) Grupo controle; B) Grupo
tratado com Probidtico: células caliciformes abarrotadas de muco (cabeca de seta), barra =
100pm; C) Grupo infectado e ndo tratado com probidtico: células caliciformes abarrotadas de
muco (cabega de seta), barra = 100um; D) Grupo infectado com Entamoeba histolytica e tratado
com o probidtico: mostrando redugédo do nimero de células caliciformes (cabega de seta), barra =
100um. Coloragao com Acido Periédico de Schiff (PAS).
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A analise morfométrica da area PAS™ (um?) entre os grupos experimentais
revelou que o grupo Infec apresentou a maior média (118.749,06 ym?), indicando
maior produgcdo de muco associada a intenso infiltrado inflamatério. Esse resultado
foi significativo em relagdo aos grupos CT (66.231,71 ym?), Trat (85.127,90 ym?) e
Prob (85.697,90 ym?). Esses achados indicam que a presenca de EcN contribuiu
para a reducao da area de deposi¢cao de muco.

Por fim, o grupo CT (66.231,71 um?), Trat (85.127,90) e o grupo Prob
(85.697,90 pm?) n&o apresentaram variagdes significativas na area PAS+. A
comparagao entre os grupos reforgca que a infecgdo provoca um aumento expressivo
na area de muco, enquanto o tratamento testado exerce um efeito modulador sobre

essa resposta (Figura 13).
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Figura 13. Analise morfométrica da area PAS+ no ceco de Gerbils infectados e tratados ou ndo com
Escherichia coli Nissle. Grafico demonstrando a area de muco avaliada na mucosa. Ct (controle, ndo
infectado), Prob (tratado apenas com probiético), Infec (infectado com Entamoeba histolytica) e Trat
(infectado com Entamoeba. histolytica e tratado com probidtico). (*) = p<0,002; (*) = p<0,043; (*) =
nao significativo.
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5.2.3. Analise de permeabilidade intestinal

A analise da permeabilidade intestinal nos diferentes grupos experimentais ndo
revelou diferengas estatisticamente significativas. O grupo controle (CT) apresentou
0 menor valor médio de permeabilidade (0,318), considerado como referéncia da
integridade fisiolégica da mucosa intestinal. O grupo que recebeu apenas o
probiotico (Prob) apresentou valor levemente superior (0,354), seguido pelo grupo
infectado com E. histolytica (Infec), com valor de 0,347. O grupo tratado com
probidtico apds a infecgéo (Trat) apresentou o maior valor médio observado (0,374).
Apesar dessas variagdes numericas, a auséncia de significancia estatistica entre os
grupos indica que nao houve alteragdo consistente e mensuravel na permeabilidade

intestinal (Figura 14).
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Figura 14. Avaliacdo da permeabilidade intestinal em gerbils nos diferentes grupos experimentais. Os
valores representam a média dos niveis de permeabilidade intestinal (unidades arbitrarias) nos
grupos: controle (CT), probidtico sem infecgdo (Prob), infectado com Entamoeba histolytica (Infec) e
infectado tratado com probidtico (Trat). Apesar das variagdes numéricas observadas, ndo houve
diferenga estatisticamente significativa entre os grupos.
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5.2.4. Expressao de mRNA de Citocinas nos Grupos Experimentais

A quantificagdo da expressdo génica relativa de diferentes citocinas foi
realizada nos grupos experimentais. Foram analisadas as citocinas IL-4, IL-5, IL-10,
TNF-a, TGF-B e IFN-y. Os grupos nao apresentaram diferenga significativa p<0,05.

A expressao do mRNA para IL-4 apresentou-se relativamente estavel entre os
grupos experimentais (Figura 15A). O grupo Prob exibiu valores semelhantes ao
controle, indicando que o probidtico isolado ndo induziu mudangas relevantes na
transcricdo de IL-4. O grupo infectado e tratado (Trat) também apresentou
expressao semelhante aos demais grupos. O grupo infectado e nao tratado (Infec),
por sua vez, demonstrou uma tendéncia a elevacdo na média da expressao de IL-4.

A expressao relativa de IL-5 mostrou-se bastante consistente entre os grupos
(Figura 15B), nao apresentado diferengas estatisticas significativas entre eles

A expressdo de mRNA para IL-10 apresentou um padrdao mais distinto entre os
grupos (Figura 15C). Entretanto também néo foi evidenciado diferengas estatisticas
entre os grupos. O grupo controle (CT) e o grupo Prob mostraram niveis médios
similares. O grupo infectado e tratado (Trat) apresentaram tendéncia a reducéo na
meédia de expressao, sugerindo uma possivel supressdo da resposta anti-
inflamatéria mediada por IL-10 durante a infeccdo, mesmo com a intervencao
probidtica. Por outro lado, os grupos infectados e nao tratados (Infec) demonstrou
aumento na média de IL-10.

A expressao relativa de TNF-a, citocina caracteristica da resposta inflamatéria
aguda, apesar de nao ser evidenciado diferenga estatistica, foi mais elevada no
grupo infectado e nao tratado (Infec), sugerindo um aumento da inflamagéo
associada a infecgdao (Figura 15D). O grupo controle (CT) e o grupo Prob
apresentaram niveis basais semelhantes. O grupo Trat mostrou niveis
intermediarios, indicando que o tratamento com EcN pode ter atenuado parcialmente

a producéao de TNF-a.
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A expressdo de mRNA para IFN-y, apesar de nado apresentar diferengas
estatisticas significativas (Figura 15E). O grupo controle (CT) e o grupo Prob
apresentaram niveis semelhantes. O grupo infectado e tratado (Trat) demonstrou
discreta redugdo na expressdo, enquanto o grupo infectado e nao tratado (Infec)

exibiu a maior média de expressao de IFN-y.
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Figura 15. Expresséo relativa do mRNA de citocinas nos diferentes grupos experimentais: Controle
(CT), Probidtico (Prob), Infectado (Infec) e Trat. (A) IL-4: Leve aumento da expressdo nos grupos
Infec e Trat, em comparagdo ao controle. (B) IL-5: Todos os grupos apresentaram niveis
semelhantes, com ligeira elevacado no grupo Trat. (C) IL-10: Aumento expressivo da expressdo no
grupo Infec, enquanto o grupo Trat apresentou redugdo em relagdo ao grupo infectado. (D) TNF-a:
Expressao estavel entre os grupos. (E) IFN-y: Discreta elevagao nos grupos Prob e Infec, seguida de
redugdo no grupo Trat.
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6. DISCUSSAO

A amebiase, doenca causada pela E. histolytica, permanece como um
problema de saude publica relevante, principalmente em regides com condigdes
sanitarias precarias. Atualmente, o tratamento da amebiase €& baseado em
compostos derivados dos nitroimidazoéis, como o metronidazol, que atua por meio da
geracao de espécies reativas de oxigénio intracelulares que causam danos em
organelas e comprometem estruturas do parasita (MORAN et al., 2023; DUCHENE,
2014). Contudo, os efeitos colaterais desse farmaco, bem como relatos crescentes
de cepas resistentes, tém incentivado a busca por alternativas terapéuticas eficazes
e seguras. Nesse contexto, os probidticos tém se mostrado opgdes promissoras,
seja como adjuvantes terapéuticos, seja como alternativas preventivas e/ou
terapéuticas (DE OLIVEIRA et al., 2024).

Em nosso estudo, investigamos o potencial efeito amebicida direto do
probidtico Escherichia coli Nissle 1917 sobre E. histolytica. A cepa EcN é
reconhecida por sua capacidade de modular positivamente a microbiota intestinal e
reforcar a integridade da mucosa gastrointestinal, além de possuir propriedades
antimicrobianas bem estabelecidas em modelos bacterianos (SHI et al., 2023). No
entanto, sua atividade frente a protozoarios intestinais, como E. histolytica, ainda é
pouco compreendida. Nossos resultados mostraram que o EcN foi capaz de inibir
significativamente a proliferagdo dos trofozoitos de E. histolytica em todas as
concentragdes testadas (de 10?2 a 10° UFC/mL) e em todos os tempos avaliados (6
h, 12 h e 18 h). O efeito inibitério foi mais expressivo apds 18 horas de exposigéo,
particularmente na concentracdao de 10° UFC/mL, atingindo niveis de inibigao
superiores a 80%.

Esses dados estdo em concordancia com os resultados de Sarjapuram et al.
(2017), que demonstraram a capacidade de Lactobacillus casei e Enterococcus
faecium em inibir o crescimento de E. invadens, um modelo amplamente utilizado
para o estudo de E. histolytica. Os autores observaram que concentragdes mais
altas, em torno de 10° UFC/mL, promoveram até 80% de inibicdo do parasita,
corroborando a ideia de que a acao probidtica amebicida depende diretamente da

densidade celular bacteriana.
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Além da inibicdo da proliferagcdo, em nosso estudo observou-se a produgao
de EROs, com destaque para o superoxido e o peréxido de hidrogénio. Ambas as
moléculas foram detectadas em niveis elevados apds a co-incubagéo entre EcN e E.
histolytica. O aumento na producdo de superoxido foi mais elevado nas
concentragcbes de 10 UFC/mL apds 6 horas, e de 10" UFC/mL apds 18 horas. O
peréxido de hidrogénio apresentou elevado nas mesmas condi¢des iniciais (10°
UFC/mL, 6h), com nivel ainda mais acentuado significativamente e eficaz na
concentracédo de 10° UFC/mL apo6s 18 horas.

Em nosso estudo sugerimos que a producdo de EROs é dependente da
concentracado e do tempo de exposi¢cao ao probidtico. Além disso, destacamos que a
concentracdo mais eficaz do probidtico 10° UFC/m por nds observada, esta em
concordancia com as diretrizes internacionais para uso terapéutico de probiéticos
(WGO, 2023). Essa faixa de concentragdo € a mais comum em estudos clinicos e
esta associada a indugao de efeitos funcionais na microbiota e na mucosa intestinal
humana, conferindo validade pratica e translacional aos nossos dados (BAI; CIACCI
2017).

Em um estudo conduzido por Sarid et al. (2022), foi demonstrado que
Lactobacillus acidophilus € capaz de reduzir em até 50% a viabilidade de trofozoitos
de E. histolytica apés duas horas de exposicao, efeito mediado principalmente pela
liberacdo de H,0,. A adicdo de catalase ao sistema experimental aboliu
completamente a atividade amebicida, confirmando o papel essencial do peréxido de
hidrogénio nesse contexto. Este estudo também revelou, por meio de protedmica
redox, que diversas enzimas amebianas cruciais foram oxidadas em presenca do
probidtico, incluindo a Gal/GalNAc lectina e cisteina proteases, sugerindo inativagao
de fatores de viruléncia do parasita.

A capacidade dos trofozoitos de resistirem ao estresse oxidativo € limitada,
devido a auséncia de enzimas antioxidantes como catalase e glutationa redutase,
como demonstrado por Shahi e colaboradores (2016). O principal tiol intracelular da
ameba é a L-cisteina, e o sistema antioxidante se baseia em proteinas como
peroxirredoxinas e rubreritrinas. No entanto, mesmo esses mecanismos mostram-se
insuficientes frente a uma carga elevada de EROs, o que torna o parasita altamente
vulneravel a alteragdes redox severas. Nossos achados, ao demonstrar aumento de

EROs na cultura amebiana em resposta a presenga EcN, sugerem que o probidtico
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pode inibir a proliferagao e eliminar trofozoitos amebianos, atuando por mecanismo
semelhante ao do metronidazol, mas com potenciais vantagens em termos de
segurancga e auséncia de toxicidade sistémica.

Ao avaliarmos a morfologia dos trofozoitos amebianos em contato com EcN,
constatamos que estes apresentaram alteragcbes morfologicas. Os trofozoitos
apresentaram formato arredondado, vacuolizagdo citoplasmatica, reducdo de
tamanho e reducdo da granulosidade sugerindo perda do conteudo intracelular,
indicando danos morfofuncionais severos. Essas observagdes sdo compativeis com
morte celular induzida por estresse oxidativo, descrita previamente por Varet et al.
(2018), ao observarem que a exposi¢ao a certas bactérias intestinais pode alterar o
comportamento de E. histolytica frente ao estresse oxidativo. Embora o estudo tenha
sido direcionado a protecao conferida por enterobactérias, os autores também
reconheceram que algumas interagbes bacterianas podem exacerbar a resposta
oxidativa amebiana, levando a perda de viabilidade.

O potencial antimicrobiano de EcN também pode ser atribuido a outras
propriedades além da producdo de EROs. Estudos demonstraram que esse
probidtico € capaz de promover a modulagdo da barreira epitelial intestinal. Zyrek e
colaboradores (2007) demonstraram que EcN induz a redistribuicdo e expressao
aumentada de proteinas de jungcdo, como ZO-2, restaurando a integridade da
barreira intestinal em modelos de epitélio desorganizado. Esse efeito foi mediado
pela inibicdo de PKC({, uma quinase chave na sinalizagao inflamatdria intestinal.

Corroborando essa ideia, Hering et al. (2013) demonstraram que a proteina
TcpC de EcN atua na ativacdo de PKCC e ERK1/2, promovendo a expressao de
claudina-14, uma proteina de juncado estreita associada a manutengdo da
seletividade celular. N6s sugerimos que restauragdo da integridade da mucosa
intestinal por EcN, além de limitar a translocacédo de patdgenos intestinais, pode
também dificultar a adesao e invasao de E. histolytica, cujos trofozoitos dependem
de uma mucosa desorganizada para exercerem seus efeitos citopaticos.

A colite amebiana configura a perda da integridade da mucosa intestinal,
promovendo intensa resposta inflamatoéria podendo ocorrer ulceracdo da mucosa
com comprometimento da submucosa e por vezes muscular. Um dos objetivos
deste estudo, consta avaliar os efeitos da bactéria Escherichia coli Nissle na colite

amebiana. Ao realizarmos analise histopatoldgica verificamos alteragdes
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morfolégicas no ceco gerbils infectados com E. histolytica, tratados ou nao com
EcN.

A analise histopatoldgica revelou que o grupo Infectado exibiu intenso
infiltrado inflamatério na mucosa intestinal, por vezes com descamacido das
vilosidades, edema e areas sugestivas de necrose focal. Estes achados estao
alinhados com o observado por Oliveira e colaboradores (2012), que observaram
ulceracbes e erosbes na mucosa intestinal de camundongos infectados por E.
histolytica. Entretanto, em nosso estudo, quando realizado o tratamento com EcN,
foi observado lesbes menos intensas em relacdo ao grupo infectado, com
diminuicao significativa do infiltrado inflamatério.

Coletivamente nossos resultados in vivo, sugerem que a atenuacédo da leséo,
ocorre devido a acdo da E. coli Nissle, que possivelmente contribuiu com a
modulagao da resposta inflamatdria. De fato, foi descrito que a bactérias probidticas
podem competir por receptores com patdogenos intestinais, além de contribuirem
com a producao de substancias antimicrobianas e modulacdo da imunidade local,
mecanismos descritos para outras bactérias probidticas (KHALAF, 2013;
MOHAMED, 2014).

Estudos com Lactobacillus acidophilus (KHALAF, 2013) demonstraram
efeitos semelhantes, com diminuicdo do infiltrado inflamatério e aceleracdo da
reparacdo tecidual em modelos murinos de amebiase. Prado e colaboradores
(2020) também relataram que Weissella paramesenteroides WpK4 reduziu
significativamente as areas necroticas e aumentou a expressdao de CDC-47, um
marcador de proliferagao epitelial, indicando intensa regeneracdo da mucosa. Em
nosso estudo, além de verificarmos lesbes menos intensas, também observamos
frequentemente regeneragéo de enterdcitos no grupo tratado. Noés acreditamos que
E. coli Nissle atua ndo apenas como barreira competitiva ao parasito, mas
possivelmente como agente indutor de reparagéo tecidual.

No grupo probiético, ndo foram detectadas alteragdes histolégicas relevantes,
mantendo-se o padrdo morfoldégico semelhante ao do grupo controle. Em nosso
trabalho, isso indica que o probidtico ndo desencadeou resposta inflamatéria ou
dano tecidual em condicbes fisioldgicas, corroborando com dados da literatura que
enfatizam a seguranga reportada para probiéticos como B. longum (FONSECA,
2019) e L. salivarius (MOHAMMED, 2015).
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No grupo tratado, observamos reducéo da area de muco, sugerindo que a
administracdo de EcN modulou a producdo de muco e reduziu a proliferacao de
células caliciformes. Nossos resultados contrastam com os achados de Fonseca
(2019) e Prado et al. (2020), bem como com outros estudos que relataram aumento
da area de muco e/ou da expressao de MUC-2 em modelos experimentais tratados
com probioticos. Hafez (2012) demonstrou que EcN induz a expressao de diversos
genes de mucinas (MUC2, MUC3, MUC5AC e MUC5B) em células HT-29.

Em modelo murino de colite induzida por Sulfato de Dextrana Sodica (DSS),
Rodriguez-Nogales et al. (2018) relataram que EcN preveniu o dano colénico e
aumentou a expressdo de MUC-2. De forma semelhante, Ye et al. (2025)
observaram que EcN elevou o numero de células caliciformes e aumentou a
expressdo de MUC-2 em modelo de diarreia inflamatoria crénica. Considerando os
resultados obtidos, torna-se necessario investigagdes adicionais que permitam
elucidar os mecanismos pelos quais o grupo tratado apresentou reducdo na
produgao de muco.

O grupo probidtico manteve areas de marcagao PAS semelhante ao controle,
sem redugdao da camada de muco, confirmando que o probidtico sozinho nao
interfere na produgdo de muco. Corroborando com relatos de outros autores, que
evidenciaram com Saccharomyces boulardii (RIBEIRO, 2018) e Bifidobacterium
(MOHAMED, 2014) indicam que probioticos podem atuar na homeostase intestinal,
reforgando a barreira mucosa em condigdes normais e patoldgicas.

Estudos conduzidos por outros autores relatam um consenso quanto a
capacidade dos probioticos de modular a resposta imune e estrutural do intestino
durante infeccbes parasitarias. Das (2024) destacou que cepas de
Limosilactobacillus isoladas de bebidas fermentadas apresentaram potente atividade
anti-amebiana in vitro e in vivo, com efeitos benéficos na integridade do epitélio e
modulagao de citocinas proé-inflamatérias. Em nosso estudo, lesdes menos intensas
associadas a menor produ¢cdo de muco observadas no grupo tratado sugerem que
EcN pode atuar mecanismos por mecanismos distintos: competicdo com o parasito,
produgdo de substancias antimicrobianas e estimulo da imunidade celular da

barreira mucosa.
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Além disso, estudos como o de Khalaf (2013) e Mohamed (2014) reforcam a
importancia do pré-tratamento probidtico, que reduz a carga parasitaria e acelera a
resolucao das lesdes. Khalaf (2013) relatou que L. acidophilus apresentou eficiéncia
terapéutica de 68,3%, proxima a do metronidazol (67,5%), com melhora histolégica
significativa. Em nosso trabalho, embora ndo haja comparacgéo direta com farmacos
convencionais, os achados histopatolégicos demonstram uma recuperagao notavel
no grupo tratado com probidtico, sugerindo que EcN pode desempenhar papel
terapéutico similar.

Os resultados obtidos em nosso trabalho com evidéncias de que probidticos
podem ser um adjuvante promissor ao tratamento convencional da amebiase.
Considerando que a resisténcia ao metronidazol e os efeitos colaterais sdo desafios
clinicos atuais (Mohammed, 2015), a aplicagdo de cepas como EcN, reconhecida
como segura em outros contextos gastrointestinais, pode representar um avango no
manejo terapéutico.

Alguns resultados in vivo de nosso estudo ndo apresentaram diferengas
estatisticamente significativas, mas revelam tendéncias bioldgicas consistentes. A
analise da expressao génica de citocinas tais como IL-4, IL-5, IL-10, TNF-a e IFN-y,
embora sem significancia estatistica, evidencia padrdes coerentes com a literatura
sobre amebiase experimental.

A IL-4 manteve-se relativamente estavel, com leve aumento no grupo
infectado nao tratado, sugerindo uma ativagdo moderada da resposta Th2,
possivelmente associada ao reparo tecidual e modulagao da inflamacéao (Oliveira et
al., 2012; Mohamed, 2014). A IL-5 permaneceu constante, indicando auséncia de
recrutamento eosinofilico relevante nesse modelo.

A IL-10, principal citocina anti-inflamatéria, aumentou expressivamente no
grupo infectado nao tratado, padrao descrito como resposta compensatéria ao dano
tecidual (Oliveira et al., 2012; Das, 2024). No grupo tratado com Escherichia coli
Nissle 1917 (EcN), os niveis foram menores, sugerindo menor necessidade de
contra-regulagdo imunoldgica, em consonancia com a redugdo observada na

histopatologia.
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O TNF-a foi elevado no grupo infectado nao tratado, compativel com a intensa
inflamacéao local. No grupo tratado houve diminui¢do, o que sugere que EcN pode
limitar a ativacdo de vias pro-inflamatoérias, possivelmente por modulacdo da
sinalizac&o via NF-kB (Zyrek et al., 2007; Hering et al., 2013).

O IFN-y apresentou leve aumento nos grupos infectados nao tratados, padrao
esperado na ativagao da resposta Th1 frente ao protozoario. A redu¢do observada
no grupo tratado aponta para uma possivel atuagcdo de mecanismos alternativos
como produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e reforco da barreira
mucosa.

Ao analisar o conjunto desses resultados, percebe-se um padrdo de
imunomodulagao descrito para probidticos: indugdo concomitante de citocinas pro-
(IFN-y, TNF-a) e anti-inflamatdérias (IL-10), promovendo a homeostase imunologica,
exatamente o perfil observado em nosso estudo (Sheil et al., 2006; McCarthy et al.,
2003).

Estudos mais recentes fortalecem esse conceito. Ma et al. (2021)
demonstraram que Lactobacillus rhamnosus e Bifidobacterium longum atenuaram
colite e déficits cognitivos em modelo murino ao modularem as razdes IFN-y/IL-10 e
TNF-a/IL-10, reforgando que a modulagao dessas proporgdes tem impacto biolégico
significativo mesmo quando os niveis absolutos ndo variam dramaticamente.

A razao IFN-y/IL-10 pode servir como indicador funcional mais sensivel do
que os valores absolutos. Estudos clinicos mostram que probidticos que elevam
essa proporcdo aumentam significativamente a citotoxicidade de células NK.
Experimentalmente, L. acidophilus preserva a integridade epitelial mesmo na
presengca de TNF-a e IFN-y in vitro, sugerindo que EcN pode exercer efeitos
protetores na barreira intestinal independentemente de mudancas estatisticas nos
marcadores inflamatérios (Sheil et al., 2006).

Por fim, modelos murinos com deficiéncia em IL-10 comprovaram que
probidticos como Bifidobacterium infantis podem modular a expressao de IFN-y por
meio de mecanismos independentes dessa citocina reguladora — possivelmente
envolvendo GALT ou sinalizagéao local (Sheil et al., 2006), o que pode explicar o
perfil de citocinas moderado observado em nosso experimento.
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Assim, ainda que nao tenha sido verificado significancia estatistica, o padréao
de aumento de citocinas pré- (TNF-a, IFN-y) e anti-inflamatdrias (IL-10) no grupo
infectado, com redugéo parcial no grupo tratado, é coerente com a hipotese de que
EcN atua como modulador imune, mitigando inflamagcdo excessiva sem
comprometer a defesa contra E. histolytica. Esse perfil imunoldgico foi descrito para
outros probidticos em modelos de amebiase e giardiase (Khalaf, 2013; Prado et al.,
2020; Das, 2024) e pode ser um mecanismo central para a atenuagédo das lesdes

intestinais observadas.
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7. Conclusao

Os resultados in vitro deste estudo demonstram que Escherichia coli Nissle
1917 (EcN) apresenta atividade amebicida significativa contra trofozoitos de E.
histolytica, caracterizada pela reducdo da viabilidade e por alteragbes morfologicas
dos trofozoitos. Esse efeito foi mais pronunciado na concentracdo de 10° UFC/mL
apos 18 horas de incubacéo, indicando uma relagédo dependente de dose e tempo.
O aumento na produgédo de espécies reativas de oxigénio, incluindo superoxido e
peréxido de hidrogénio, sugere um novo mecanismo de acdo do EcN, que
provavelmente contribui para seus efeitos inibitérios. As alteragcbes morfolégicas
observadas, arredondamento, vacuolizagdo e redugao do tamanho, indicam danos
estruturais e funcionais induzidos pelo probidtico.

Os resultados in vivo mostram que a infecgéo por E. histolytica provoca danos
importantes a mucosa intestinal, com intenso infiltrado inflamatério, na mucosa e
submucosa. A administracdo do EcN apds a infecgdo resultou em uma tendéncia
parcial desses parametros, evidenciada pela redugdo do infiltrado inflamatdrio,
reorganizagao parcial da mucosa e modulagao da secregéo de muco.

Além disso, a analise da expressado génica das citocinas IL-4, IL-5, IL-10,
TNF-a e IFN-y revelou tendéncias de modulacéo da resposta imune, com aumento
das citocinas pro- e anti-inflamatdrias na infecgéo ndo tratada e redugéo parcial nos
animais tratados com EcN. Embora essas diferencas nao tenham sido
estatisticamente significativas, o padrao observado sugere que o probiodtico atua
equilibrando a resposta imunoldgica local, contribuindo para a atenuacdo da
inflamacao e favorecendo a recuperagdo da mucosa intestinal.

Esses achados ressaltam o potencial terapéutico do EcCN como adjuvante na
amebiase, especialmente diante das crescentes preocupag¢des com resisténcia e

efeitos colaterais dos medicamentos convencionais.
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Composto Al AHA Doses Beneficios Efeitos Colaterais Referéncias
Efeitos colaterais graves, como gosto metalico, dor de | Ansari et al., 2015;
750 mg por via Alta eficacia; boa cabega, boca seca, nausea, urticaria, prurido e urina Dingsdag; Hunter,
oral (3 vezes ao biodisponibilidade; de cor escura. Casos relatados de encefalopatia, 2018; Gelfand;
Metronidazol Sim Sim
dia) por 7 a 10 tratamento de baixo meningite asséptica, convulsdes e neuropatia. Cleveland, 2017,
dias custo. Genotoxico, mutagénico e carcinogénico em Marie; Petri Jr.,
roedores. 2013
. . L , . ) Fung; Doan, 2005;
800 mg/dia por via Mais eficaz que o Menos efeitos colaterais que o metronidazol:
o ) ) ) ) ) S Gonzales et al.,
Tinidazol Sim Sim oral (3 vezes por metronidazol; boa anorexia, ndusea, desconforto abdominal, diarreia,
) . o ) ) ) 2019; Marie;Petri
dia) durante 7 dias distribuicao vémito, fadiga e gosto metalico
Jr., 2013
Adagu et al., 2002;
~15 mg/kg o . . :
Agente antimicrobiano de Davila-Gutierrez et
diariamente em . ] ] . o )
amplo espectro; mais Dor abdominal, dispepsia, nausea, disuria, dor de al., 2002; Marie;
Nitazoxanida Sim Sim duas doses
o eficaz que o metronidazol cabeca, tontura e sonoléncia Petri Jr., 2013;
divididas por 3
gi (taxa de cura de 70-90%) Ochoa; Branco,
ias
2005
1-1,5 mg/kg/dia o o . o . ) .
. . ) ) ) Atividade amebicida Cardiotoxicidade, diarreia, ndusea, vomito, fraqueza Stanley, 2003.
Desidroemetina Sim Sim intramuscular por ]
o rapida muscular
até 5 dias
Clioquinol Sim Sim Absorcao oral ou Alta eficacia A neurite optica em individuos com intolerancia ao Mao; Schimmer,
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percutanea

iodo, causa atrofia dptica grave e irreversivel e
neuropatia periférica. Nos gatos tratados com
Clioquinol, observou-se diminuicdo da conducgéo nos
nervos periféricos em comparagdo com o controle

tratado

2008; Stanley,
2003

Alta eficacia; rapido e

A terapia de longo prazo estd relacionada com

Capparelli et al.,

Auranofin Sim Sim - o diarreia, erupgdes cutaneas, anormalidades 2016; Debnath et
econémico o o
hematolégicas e proteinuria al., 2012
Meias-vidas mais
Capsulas de 500 ] ) o o Haque et al., 2003;
. ] ] longas; bem Gastrite, ndusea, vomito, diarreia, dor de cabeca,
Ornidazol Sim Sim | mg duas vezes ao ] . Stanley, 2003;
) ) tolerado; menor tempo de leucopenia e alergia )
dia por 10 dias Sitepu et al., 1982
tratamento
30 mg/kg de peso Meias-vidas mais
] ) ] o Haque et al., 2003;
] ) ) corporal por via longas; bem Gastrite, ndusea, vomito, diarreia, dor de cabeca, .
Secnidazol Sim Sim ] . Padilla et al., 2000;
oral em dose tolerado; menor tempo de leucopenia e alergia
] Stanley, 2003
unica tratamento
Comprimidos de
] ) ) 500 mg pela . o ; o L Botero; Pérez,
Panidazol Sim Sim Baixa toxicidade Tonturas, nauseas vomitos e dor epigastrica

quarta vez ao dia
por 6 dias

1977.
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40 mg/kg de peso
corporal divididos

em duas doses

Mohammed et al.,

Praziquantel Sim Sim ) Alta eficacia Nausea vomito e tontura
por via oral e 1998.
tomadas com 4 a
6 h de intervalo
800 mg/dia apds a
Medicamento a base ) ) . o ) Carrero et
Sim Sim | refeicao trés vezes Alta eficacia Sem descrigao
de plantas Amoebex ) al.,2020.
ao dia
500 mg por dia
) ) ) . ] Cohen; Reynolds,
Cloroquina Sim Sim durante 10 Altamente efetivo Sem descrigéo 1975
semanas '
25-35 mg/kg
Bem tolerado; alta
diariamente em o Kikuchi et al.,
eficiéncia; sem
Paromomicina Sim Nao trés doses Diarréia, disturbios gastrointestinais 2013; Marie; Petri
o nefrotoxicidade; usando
divididas por 7 Jr., 2013
) durante a amamentagéo
dias
. ] ) 4,3 mg/kg em o ) Padilha et al.,
Quinfamida Sim Nao Alta eficacia (95%) Dor abdominal, nausea, dor de cabega
dose unica no dia 2012.
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) ) B 30 mg/kg em dose o o . ] Padilha et al.,
Secnidazol Sim Nao o Alta eficacia Vémitos, diarréia, dor de cabega, sabor desagradavel
unica 2000.
] Adagu et al., 2002;
) Rapidamente
500 mg por via ) ) o ) Blessmann;
Furoato de ) B absorvido; baixa Flatuléncia, menor taxa de cura em pacientes .
) . Sim Nao oral (3 vezes ao . ) . Tannich, 2002;
Diloxanida ) ) toxicidade; excelente sintomaticos . .
dia) por 10 dias ] Marie; Petri Jr.,
perfil de seguranca
2013.
) Cefaleia, nduseas, vomitos e lesdo do nervo 6ptico,
650 mg por via o o )
] ) B ] produzem neurite 6ptica em individuos com Ghaskadbi;
lodoquinol Sim Néo oral (3 vezes ao Altamente seletivo . ) . ] ] )
dia) intolerancia ao iodo, causam atrofia éptica grave e Vaidya, 1989.
ia
irreversivel e neuropatia periférica
Usado antes do
o ) ] Billet et al., 2019;
o ] ) ) B tratamento de AHA para Hepatotoxicidade e neurotoxico (retirado
Tiliquinol/Tilbroquinol | Sim Nao - Nestola et al.,

remover parasitas

restantes no intestino

comercialmente em alguns paises)

2015.

Al: Amebiase intestinal.

AHA: Amebiase hepatica amebiana.
Fonte: https://doi.org/10.1016/}.ijmm.2019.151358
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Ahbstract

Entamoeba histolytica 15 the cause of amoebiasis, a peglected tropical disease and a leading cause of mortality
worldwide. The objective of this review is to show the potential of probiotics as a treatment stratezy for amoebiasis. A
systematic search was conducted using PubMed and Google Scholar with kevwords "Entamoeba histolytica”,
"amoebiasiz”, and "probictics." The studies on probiotics for amcebiasis reatment are lLimuted, but some shown
promisimg results. Lactobacillus acidophilus reduced E. histolytica cyst excretion by 79.67% in mice, with a 68.31%
efficacy comparable to metronidazole. Bifidobacterium sp. showed T3.63% efficacy in reducing infection seventy,
higher than metronidazole (67.56%). Lacrobacilluz salivarins imhibited E. histohwica growth in vitro and provided
proteciion i vive. Lactobacillus farmenmmum and L. delbvuecki whibited E. histolytica proliferation with efficacy
rangmg from 46.42% to 97.68%, depending on the concentration. Saccharompces boulardii reduced amoebic
dysentery duwration by 25% and elimmated parasitic cysts in human stool samples. Lactobacillius casei showed a 100%0
recovery rate in rats infected with E. histobtica. These findings suggest probiotics have potenfial as therapeutic agents
for amoebiasis, but fimther ressarch 15 needad to confirm thew effectivensss in amimal models and omans.

Kevwords: Enfamoeba hiztolytica; Probiotics; Protozoa.

Reume

Entamoeba histolvtica é a cansa da amebiaze, uma doenca tropical neglizenciada e uma das principais causas de
mortabdade mumdial. O objetive desta revisio € mostrar o potencial dos prebicticos como estratézia de tratamento
para amebizse. Fot realizada vma busca sistematica no PubMed & Google Scholar com as palavras-chave "Enfamosba
hiztolytica”, "amebiaze” e "probidtices.” (s estudes sobre o uso de probisticos no tratamento da amebiase s3o
limutades, mas alzuns apresentaram resultados promassores, O Lacrobacillus acidophilus reduriu a excregio de cistos
de E histelitica T9.67% camundongos, com eficicia de 68,31%, comparivel ao metomdazol O
Bifidobacterium sp. mostron 75.63% de eficacta na redugio da gravidade da mfecgdo, supenor zo metromdazol
(67.56%). O Lactobacillus salivarius imbiu o crescimento de E histolyfica in vitro e oferecen protegio n vivo.
Lactebacillus fermentum e L delbrneckii mnibiram 2 proliferagdo de E. histelytica com eficdcia variando de 46, 42% a
97,68%, dependendo da concentragio. O Saccharompess boulardii reduzin a duragio da disenteria amebiana em 2%
e eliminou os cistos parasitarios em amostras de fezes humanas. Lacrebacillus carei apresentou wma taxa de
recuperagio de 100% em ratos mfectados por E histelytica. Ezses achados sugerem que os probiohices tém potencial
terapéutico contra infecedes por E. hisrolytica, destacando a necessidade de mais pesquisas tamto em modelos anomais
quanto em humaros para validar suz aplicacio no tratamento da amebiase.

Palavrasz-chave: Enramochba histolntica; Probidticos; Protozodio.
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Feznmen

Entamoeba histolvtica es la causa de la amwebiasis, una enfermedad tropical desatendida v una de las prncpales
causas de mortalidad 2 mivel mundial. El objetivo de esta revision es mostrar el potencial de dos probioticos como
estrategia de fratamdento para amebdase. Se realizé wna bisqueda sistematica en PubMed v Google Scholar utilizande
la= palabras clave "Entamosba histolytica”™, "zmebiaziz" v "prohiotess”. Loz estudios sobre 2] uso de probioticos para
tratar la amebiasis son hmtados, pere alzunos muestran resultados prometedores. Lactebacillus acidophilus redujo la
excrecion de qustes de E histolytica en un 79.67% en ratones, con una eficacia del 68.31%%, comparzble al
metronidazol. Bifidebacterium sp. mostd una eficacia del 75,63% en la reduccion de la gravedad de la infeccion,
superior al metromdazol (67,56%). Lactobacillus salivarin: mhibio el crecirmento de E hisiohiica m wito ¥
proporciond proteccion m vivo. Lactebacillus farmentum v L. delbrueckii mhuberon la proliferacion de E. hisrelytica
con una eficacia que waria del 46.42% al 97,68%, dependiendo de la concentracion unbizada. Saccharompcss
boulardii redujo la duracion de 1z disenteria amebiana en un 25% v eliming los quistes parasitanos en mmestras de
heces bumanas. Lactebacilluz cazei mostro una tasa de recuperacion del 100% en ratas mfectadas con E. hisiohitica.
E=tos hallazgos sugleren que los probioticos fienen un potencial terzpeéutico contra las infecciones por E. hisrolitica,
destacando la necesidad de mas mveshgaciones en modelos amimales v en humanos parz validar su uso en el
tratamuents de la amebiasis.

Palabras elave: Entamoshba histelgtica; Probotcos; Protozoano.

1. Introduction

The first lustorical account of Emtamoeba histolytica was dooumented by Fedor Losch in 1875, who observed the feces
of a rancher suffering from dvsentery. The tenm Emameeba histeltica was miroduced by Schaudmn m 1903, based on his
observations of the parasite's notzble capacity to lyse fissues. The prevalence of E. histelytica, the pathogen responsible for
amoebiasis, 15 currently difficult to determine due to the emergence of E dispar, which 15 morpholopically indishngnzhable
from E_ histohtica (Imperato, 1981).

Infections caused by E. histohtica can be asymptomatic or symptomatc. Before the recogmtion of E. dispar, 1t was
estimated that approxmmately 10% of the global populahon was mfected with E. histebitica, with around 10% of these
mdriduals expenencing imvasive symptomatic mfections (Walsh, 1986). This suggests that at least 1% of the zlobal
population may present with symptomate E. histolvica infections, leading to over 100,000 reported deaths anmually. It 15
crucizl to note that amoebiasis primanly affects mndividuals m developing countries, largely due to madequate samfation and
water treatment famlities, although immfections are also reported in ravelars viziting endemue regions (Carers et al, 20200,

The treatment of amoebizsis and other intestinal diseases vanes according to the seventy of the mfechon. However, the
wide range of side effects, coupled wath the potential for dmg resistance, has led the WHO to recommend the use of probiotics
and their metabolites to prevent mfestinal mfections caused by parasites and other mucroorganisms. In hight of this, mmmerous
studies have emerged to evaluate the efficacy of these probiohe compounds 1n freafing vanous health condihons (Cuellar-
CGuevara & Menchaca-Amedondo, 201%).

Few climcal and expenimental studies have mrvestigated the effects of different probiotic strains on amoebiasis (Sand &
Ankn, 2022). Probiotics are live mucroorgamsmes that, when admimstered m adequate amounts, confer health benefits to the
host, primanly through the modulation of ntestinal microbiota and reinforcement of momme bamers (Sanders et al., 2013).
Probiotics may play a beneficial role m the prevention and treatment of paraziie mfections, meluding amoebiazis, by
promotng the recovery of infestinal microbiota and modulating the mmflammatory response (Montalban-Arques et al., 2015;
Sarao & Avora, 2017).

Considening the scarcity of studies relating amoebiasiz and probiotics, owr objectrve was to identify, analyze, and
synthesize chmical and expermmental studies evaluating the use of probiotics as therapeutic agents m mfechons caused by
Entamoeba hiztolytica. Therefore, the central question of thiz review 15: What 15 the efficacy of probiotics as therapeutic agents
m the treatment of mfechions caused by Entamoeba hiziolytica? The analysis integrates findings on chimeal outcomes related to

the use of probiotics m amoebiass, providing a comprehensive overview of the cwrent state of research. Studies published
¥
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between 2003 and the first half of 2024 were selected through a systematic search using combinations of the kevwords
‘Entameosba histolvtica,” ‘amoehasis’ and ‘probiotics’ i the electronic databases PubMed and Google Scholar. Chimeal and
experimental articles that utlized probrotics as therapeutc agents and were published m Enghsh were meluded.

2. Methodology

Scentific Methodology 15 important for a research to have reproducibility in the best way possible (Pereira et al , 2018).
The methodology followed a systematc (Mattos, 2015; Gomes & Camunha, 2014) process ammed at ensunng the
comprehensiveness and relevance of the selected studies, as well as the standardization of data analy=is.

1.1 Inclusion criteria

Only articles publiched m Enghsh between 2003 and 2024, that imveshzated the use of proiotics as freatment mn
vive and'or in vitro expenments mvelving Entamosba histolvtica were included The search was conducted m the electrome
databases PubMed and Google Scholar, utih=ing combinations of the keywords “Emamoeba hisrolytica,” “amoebiasis,” and
“probiotics.” The research followed a systematic approach, emploving Boolean operators to ensure that the arficles addressed
the topics of mterest in an mmteprated manner.

1.2 Exclusion criteria
Fepeated or duplicate articles m different databases, hterature reviews and studies that tested probrotics m amoebas
other than Entameshba histolvtica were excluded.

1.3 Data organization

Following the mitial search the selection of studies was conducted in mulbple stages (Fizure 1), Fust, oitles and
abstracts were reviewed to 1denfify those that met the inclusion critena, The stadies that passed thas preliminary screening were
then read i thew enfivety for 2 more detailed evalustion. Subsequently, the smdies were assessed for methodolomical quabty
and ther relevance to the objectrves of the review. The evaluation entenia meluded clanty m expenimenial methods, obustness
of results, and appropniateness of staistical analv=as.

The result= were categorized based on the type of expeniment, the probeotic utihzed and the efficacy of the probiotics
reported in each study. The anabsis meluded a companson of the observed effects in the treatment of mfections caused by E.
histohytica. Addinonally, the consistency of the results across different studies was evaluated, along with the potential mpact
of vanations in the type of probiotic used.
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Fizure 1 — Flowchart of the Arficle Selechon Process Steps.

Database:

Tdentification

Ginogle scholar: Pub¥ed:
15 [IE]

Digleted articles: 01
Repeated priicles: 3

Article selected for full reading:
11

Total number of studies mcloded in the reviews;
11

Inelusion

Source: Prepared by the antors (2024).

3. Literature review
3.1 E histolyfica and Amoebiaziz

Amocebas are umcellular protozoa belonzing to the phylom Sarcodma, charactenized by the absence of a fixed shape due
to their amoeboid movemsent through pseudopods (Adl et al, 2019). These cytoplasmuc extensions allow amoebas to move and
capture food parficles, such as bacteria and other mucroorgamsms, through a process called phagocytosis. Living in vanous
aquatic and meoist envoronments, amoebas are phly adaptable orgamsmes that can swrvme in both water bodies and wet soils.
Thewr simple structure mcludes a pucleus, cytoplasm, digestive and contractle vacuoles, and they reproduce asexmally,
tvprcally through bmary fission (Samba-Louaka & Hechand 2019).

The life cycle of the parazite 15 relatively simple, presenting riself m the forms of cvsts and trophozoites. The mfection
process ocours via the fecal-oral route, without the need for a vector, where cvsts, the resistant form of the parasite elimumnated
m the host's faces, are mgested through contarmmated food or water. Upon reachmy the termminal tleum. exevstahion ocours,
releazing trophozoites info the host's mtestine, wiach then migrate to the colon, contmumeg thewr hfe cyele (Gullén, 20237

The eptdemmology of E. kistelywica'E. dispar mfections 15 characterized by a high mumber of asymptomatic cases, where

the parasite remams m equilibrium with the host, perpetusting disease transmission through the releaze of cysts m feces.
4
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However, approximately 10% of mfected mdnnduals progress to more severe forms of the dizease, including amoebic colifis,
amoeboma of the colon, and fulrmant colins, all svmptoms that fall under mfestimal amoebiasis, caused by E hiztolytica
(Moran et al |, 2023).

In certamn mstances, clmical mamfestzhons may ocour bevond the gastomtestnzl tract, promanly through
hematogenous disseminztion via the portal vein This pathway can facihitate the mugration of Emtamosba hiztelytica
trophozoites to the liver, where they can induce the formation of amoebic Iver abscesses. Additonally, these trophozoites may
reach the pulnsonary system, resulting in pulmenary amoebizasis, which can smmilardy lead to the development of abscesses. In
raver cases, E. histolytica may also affect the brain (Abasszade & Bell, 2021; Unbe-Cruercl & Fosales, 2020).

Prevention of amoebiaziz mveolves good hygiene practices, such as regular handwashing, treating water before
consumphon, and ensuring proper food preparshon. Basic samfation measwres and education on hygiene are crucial for
reducing disease mecidence, especially in wulnerable commmumbies. Although amoebiamss 15 often eazily treatable with specific
medications, 1t can be dangerons if not diapnosed and treated adequately, nghhzhiing the mportance of attention to the qualify
of water and food, particularly in at-risk areas.

3.2 Entameeba Instolyfica v: intestinal microbiota

The mteshnal microbiota performs its funchion m fouwr different environments in the human body: metzbolic, stuchmal,
protective, and neurclogical. In the protective emvironment, the mucus laver consists of mucin glycoproteins secreted by goblet
cells, forming a viscous gel-like layer on the infestinal eprthelmm. This layver serves to prevent macrobial adhesion diectly to
the epitheliim and alse finchons as a ubneant, facibitzting the transport of hmunzl contents without damaging the epithelial
Iming {Johansson et al., 2008).

The mmeus layer 15 approximately 1530 pm thick and compnises two distnet strata of sialomucins and sulfomucins
arranged alternately. The acidic sulfomucin 15 located closest to the epithelium and 15 less susceptble to degradation by
bactenial glycosidases and host proteases. Addibonally, this acidic mucm plays a enfical role mn preventng the dwect adherence
of commen=al nucroorgamsms to colonic epithehal cells (Johansson et al., 2008).

When E. hiztolytica mfects a healthy indradual with an mtact intestinal barmrer, the amoebas adhere to the owter mucus
laver, away from the epithelivm . In this context, mmeus plays a protectrve role by mamtaming a healthy balance betwreen the
microbiome and pathogens, as both are in constant competibon for bndmg stes withm the muens laver (Pelaseved ot al., 2014;
Sperandic & Sansonetnn, 2015). The adbesion of E. kiztolytica to the intestmal mmews laver 15 mediated by a surface lechn that
extubit: high affimty for galactose (Gal} and M-zcetyl-D-galactosamme (GalNAc) oligoszcchandes found in muwemn, the
primary compoenent of the muens laver (Buchenough & Hansson, 2015).

Imfizl infection by Entamosba histolytica leads to thickenmg of the mmecosal layer, likely as a defense mechanizm to
prevent the pathogen from contacting the mtestinal epithelivm Dunng the infection, amoebas produce ghveosidases and
proteases that can degrade the mmein layer, exposing the mtestinal epithelial cells (TECs) (Lidell & Hansson, 2006; Moncada &
Chadee, 2005). In the absence of mmein, the amoebic lectin Gal'GalMAc inds to Gal and GalMAc residues on the swface of
the exposed IECs. Progressive disease is characterized by mucin loss, flattening of IECs, and neutophil mfiltration.
Farthermore, secretory melecules from E histolyica dismupt tight junctions and 1on transport in the mbestine, leading fo
diarthea. In mucm-deficient mice, for example, E. histobtica directly attached to [ECs, resulting in mmcreased pathology,
bamer dimuption, and secretery and pro-inflammatery responses (Eissoon-Singh & Chadee, 2013). Amebic lesions in the
mtestinal epithelmm can progress to necrotic wleers contammng trophozoites, bactena, and mflammatory cells. From these
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ulcers, trophozoites may mwade the fissue and enter the bloodstream offen spreading to the liver and causmg amoebic brver

abscesses.

4. Results

In the synthesis of resuli=, we used narrative analyv=s (Whittemore & Enafl, 20057, which facilitates the integration and
desenptive presentabion of findings from vanous stadies, highhzhting how each contbutes to the understanding of the role of
probrotics in the treatment of amoebiasis. Frame I present the studies included in the sample orgameed by author and vear,
detailing the tvpe of probiote used m the research, the main findings, and the type of expenment conducted, whether mn vitro

or In VIVo.

Frame 1 - Efficacy of Probiotics m inhibihng Entamosba histolvtica m vive and in vitro studies.

Stady Frobiotic' Treatment Results and effectiveness (§) Type of
eIpeTiment
Mansonr-CGhanaei et T 100% reduction in parasitic cysts and 507 reduction in .
al, 2003 Saccharomyces houlard spisades of fever and abdomimal pain In humans
. .. . — Bloody diamhea resolved within 5 days in group B. 76% to .
Dimleyici ef al., 2009 Saccharomyces boulardii 4% reducfion i di o within 35 houms In humans
Savay-Erdeve et al e Rt Reduction of amosbic cysts: B.8% (Group I) and 7,5% .
2008 Saccharomycer boulards (Group II) In humans
70,67% (protection), 68,31% \ )
Khalaf, 2013 Lacmbaciiius acidophilus e mdf" w g:q“}émm:m] In vive
Rahi & Nashaat, 2013 Lacobacilius caser 80%; (zroap 1), 1002 {group X). watery diarrhea confrol In viwo
. o 75,83 %o, complete resohution on the eighth day after )
Aiohamed, 2014 Bifidobacteria sp. inoclati In vivo
Mohammedetal. Lactobarillus saffvarius More effectve inbibition than metronidazole imviro | oo
Shafeek & Furzuki Lactabaciiius fermenmm @ 46.42% (1.5 = 10F), BB.65% (1.5 = 107), 97.68% (1.5 = In vimma
016 Lactebaciiur deibruscki 107). inhibition of prowth of E. himelytica
Sabti et al, 2019 Lactebacillus acidophilus Gradual reduction of cysts in infected mice In vivo
Sarid et al, 2012 Lacmbaciiius acidophilus I0% reduction i mhmffc'f"m“' effect mediated by Invitro
Dias et al, 2024 Bacterial isolates Siznificant eliminatien of E. histofytica m mice In viwo

Source: Prepared by the suthors (2024).

5. Discussion

Expenmental mals wvelving probiotics have emerged as a growing area of research, doven by the recopmibion of the
beneficial effects of these lnve mucroorgamsms on human bealth (Mazisirelh et al, 2019; Maldonado & Perdigon, 2019:
Mazziotta & Rotondo, 2023). Probioties, such as Lactobacillus and Bifidobacterium, are commonly stodied for their ability to
enhance mmtestinal mierobiota, strengthen the pmmnne system, and prevent pastrointestinal diseases (Al-Tawzha & Meng, 2018;
Flach et al, 2018). These mals amm to evaluate the efficacy, safetv, and mecham=m= of action of probiotics under vanous
health condiftons, providing scientific evidence for thew therapeutic and preventrve use. Expenmental research on probiotics 13
essential for vabdating their clinieal effects and estabhishing appropriate usage protocols.

There are wery few studies addressmg the topic ameoehiasis and probiotics. However, m all the studies reviewed,
probiotics have been shown to be at least feasible adjuncis in the therapy of amoebiazs. It has been demonstrated that

&
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admamistenng the probiotic Lactobarcillus acidophilus for seven days prnior to exposing mace to E. hisfolytica trophozottes
sizmificantly reduced cvst excretion. Addihonally, mfected mice treated with L acidophilns showed a gradual decrease m cvst
numbers starting from the first day of treatment. The protechon conferred by the probiotic was 79.67%, whale the efficacy of
the treatment was 68.31%, compared to an efficacy of 67.56% for metronidazole (Khalaf, 2013).

In another study, L. acidophiluz was observed to gradually reduce the mmmber of E. hiztolytica trophozoties present i
the feces of mfected muce (Sabty, of al, 2019). Incubation with L. acidephilus for two hows resulted mm a 507 reduction m the
viabality of E. histolytica trophozoites. However, this amoebicidal actvity was lost i the presence of catalase, an enzyme that
degrades hydrogen peroxide (H:0:) into water and cxygen. This findimg suggests that the effect may be mediated by H:0-
produced by L. acidephilis (Sand et al, 2022).

One more study evaluated the effect of Bifidobactena m BATB'c nuce infected wath E hisrobiica. The results
mdicated that the admimstration of Bifidebacterium spp. for seven days pnor to infection demeonstrated 75.63% efficacy m
reducing cyvst elimination and the sevenity of the infection, with complete resolihon by the eighth dav post-inoculaton. The
excretion of E histolytica cvsts was sigmificantly higher in proups treated with metromidazole, which showed 67.56% efficacy
but did not eradicate the mfection until the tenth day (Mohamed, 2014).

Lactobacilluz salivarius, a probiotic bacternum present o the gastrointestnal tract with vanous therapeutic properties,
has alzo been investigated for itz antiamosbic actrvity. The supematant contammng the bactenocin from L. zalivarius was tested
both in vitro and in vive agamst E histolytica, using metrorudazole as a reference treatment. The results mdicated that the
bacteniocm from L. salivarius effectively mnhibited the growth of E. histoltica in vitro, while the supernatant provided supenor
protection m vive (Mohammed 201 5).

Stmdies mvobang Lactobacillus fevmentum and Lactobacillus delbyuecki have demonstrated that these probiohic
bactenia are effectve m mhibitng the growth of E. histolytica. The treatment, conducted at vanous concentrations of the
probiotie, proved effectrve across all tested concentrations, achieving an mmition rate of 97.68% at a concentration of 1058
cells'ml after 72 hours of meubation (Shafesk & Fuzzuk, 2016).

A randemized, double-blind chnical tnal was conducted mvohang 57 adults diagnosed with intestinal amoebiasis,
charactenzed by acute mucous dianrhea accompanied by fever and abdommal pain. Parbicipants were randomly assigned to two
groups. Group 1 recerved a combmation of metromdazole and 1odoquine] three times daly for 10 days. Group 2 recerved the
same regimen as Group 1, with the addition of lvophilized Saccharomyces boulardii, also admimistered three times daly for 10
days. Follow-up assessments were conducted at 2 and 4 weeks post-treatment. Fesults mdicated that the inclusion of the
probctic sigmficantly educed the duration of ameebic dysentery by approsamately 25% and decreased the modence of fever
and abdominal pain by nearly 30%. In terms of parasitic cysts in fecal samples, Group | demonstrated an 81.5% reduchion,
while the probiotic group achieved a complete reduction (100%%) of the parazific cyst form elmination (Mansour-Ghanae &
Shafaghn 2003).

Ancther randomwred chmical tnal myvolving 53 children salected based on chmcal symptoms (fever, bloody diambea,
and abdomminal pan) dmnded the parficipants into two groups. Group A recerved metromdazole treatment twice daly, while
Group B was treated wath both metromdazole and Saccharempess boulardii, also admaimistered twice daly. The mesults
mdicated that the resclution of bloody diamhea ocomred more rapidly m Group B. A simular trend was observed for the
cessation of diarrhea, with a shorter durahon poted in Group B compared to Group A When both symptoms were assessed
over a 48-hour period, they were sigmficantly more prevalent m Group A, After 36 bowrs, only 24% of chaldren 1in Group B
continued to expenence diarhea, compared fo 76% in Group A; addiionally, 12% of cluldren in Group B stll exhibited blood
m thewr stools, whereas this figure was 4% in Group A Cwver a five-day penod, all children in Group B were free of blood n
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their stools and did not present with trophozoites or cysts. By the end of ten days, all chuldren m both groups had fully
recovered based on the parameters evaluated mn the study (Dmleyic:, 20097

In another study, forty-five children 1 Group I recerved only oral metromidazole for 10 dayvs, while another 40 in Croup
I recerved Saccharomyces bouwlardii m addifion to the same medication. The pnmary cufcomes mvestigated included the
duration of acute and bloody diarhea, the frequency and consistency of stool, the ime tzken for symptom resolution, as well
a5 the tolerance and side effects associated wath the treatment regimens. The results mdicated that the rate of children with
amoebic cysts two weeks after the cessation of treatment was 5.8% 1 Group [ and 7.5% m Group I (Savas-Erdeve & Dhallar,
2009).

A study was conducted mvoling 45 rats suffenng from watery diarthea. All fecal samples contamed trophozoites of
Entamoeba hiziolytica. The rats were divided info three groups: the first group recerved 2 ml of Lactebacilluz caser extract
orally, the second group recerved 2 ml of L. caser suspension, and the third growp recerved 2 ml of normal saline as a posiive
confrol. The first proup exhibited an 80% recovery rate, the second gproup demomstrated a 100% recovery rate, while the
control group showed no recovery (Rah & Mashaat, 2013).

Amnocther recent study selected twenty bacterial 1solates based on ther abality to tolerate acid and bile salt. The selected
psolate was assessed for m vive safefy wing a mouse model, demonstrating sigmificant actvity in the elimination of E.
histalytica (Dras & Dam, 20240,

Despite the lmuted pumber of studies evaluating the amoebicidal activity of probiotics and thewr role in inlubiting
amoebic proliferation the findimgs highlizht the therapeutic potential of probiotics as an alternative or adjumetrve freatment for
amoebiasis. Given the scarcity of research in ths field and the proowsmg therapeutic effects of probiotics, paricularly m
mtestnal infections, this review encourages firther mvestigation mnto the use of probuotics for ameebiasis, aimmg to establish
their role in the management of thiz condinon.

6. Final Considerations

Based on the studies presented it 15 evident that different probiofic stams, such as Lactebacillus acidophilus,
Bifidobactervium, Lactobacillus salivarius, Lactebacilluz fermentum, and Lactobacillus delbrusckii, demonstrated sigmaficant
efficacy in mhubiting and controlling mfechons cansed by Entamosba histolytica. These probiotics were shown to reduce cyst
excreton, decrease the viability and prohferation of trophozcites, and m some cases, completely elimmate the mfection i both
m vive and m viiro models. The effechveness of the probiotics vaned dependmz on the shain and the sudy condrbons;
however, In many instances, thewr efficacy was comparable to or exceeded that of the standard treatment with metromdazole,
highlhighting the therapentic potential of probiotics as complementary or alternative agents m the treatment of amoebizsis.

These findings underscore the sigmficance of further mreshzating probiotics as a promusing and safe stategy for
treating E. hiztolytica infections. This 15 parbeularly immportant due to their potenfial to decrease parasitic load while
mimmizng the common side effects associated with traditonal medications. Puture research should aim to elucidate the
mechamsms by which probiotics exert ther effects, optimmze dosing regimens, and assess thewr efficacy in human subjects.
Thus will contmbute to the developoment of a broader range of therapeutic options for managmg these mfechons.

Acknowledgments
VMO and MAG are grateful to CHPq and FAPEMIG for the research grant.



101

Research, Society and Development. v. 13, n. 10, e43131047039, 2024
(CC BY 4.0) | IS5N 2525-3409 | DOI: http://dx doi.org/10.33448/15d-v13110.4 7039

Conflict of Interest
The authors declare no conflicts of mnterest.

References

Abasszade. J. H. Linde, B_, Yeaman F., Fobertson, M, & Bell 5 (2021). Amoebac colitis: A case series of a recuming s sad diagnosis. JGH Open, 530,
404407

Adl 5. M, Bass, D, Lape, C E. et al. (2019). Bevisions to the clasification. pomenclatore, and diversity of eukaryotes. Jowrnal gf Enkaryoetc
Microbicizsy, 66]1), 4-119.

AlTawaha, B_, & Meng. C. (201%). Potential benefits of Lactobacilhes plantarom as probiotc ad ifs advanfages m boman health and indostrial applications:
A review. ddv. Emiron Bial, 12, 16-27.

Birchenouzh, G. M., Johansson, M E., Guostafsson, [ K, Bergstmom, I H., & Hansson, G. (2015). New development= in goblet cell nmous secretion and
fimction Miconal mmumoiogy, 8(4), T12-719.

Camemo, J. C., Reyes-Lopez, M., Semano-Luna, T, Shibayama, M. Unzoeta, T, Leon-Sicaires, M., & de la Garza, ML (20207, Intestinal amoehiasis: 160 years
of ifs first defection and sxill remains a5 a bealth problem in developing couniries. Fusermarional Journa! of Medical Microbiology, 310(1), 151338.

Cusllar-Cuevara, F. L. Bamon-Gonziler M. P & Menchoca-Amedonds, T L. (2009). ESect of Lactobacilus posthiotics on Entamesha histobytica
tropheanites. Revistr de frvesdencian clitica, TI(5), 400-207,

Das, M, Biswas, P, & Dam, 5 (2024). Lolrson and Potential Probiotc Characterization of Lactc Acid Bacteria from an Etmic Fermented Baveraze havins
Antfibacterial Artivity azainst Homan Pathopen Entamesha histolytica. Iemaional Jowrnal of Phamacandon brvesapation, 1420

Dmleyid, E Eren, M, Yarme, Z, DOGAN, N.. & Vandenplas, Y. (2009). Clinical efficacy of Saccharonmyres boulardia and metronidazels compared to
metronidazole alons m children with acoe bloody diamhea caused by amebiasiz: a prospective, randomized, open label study. dmericam Jownal of Tropical
Adcficing amd Higiome, S0).
Flach, T, Van Der Waal M B Eardmaal A F. M Schioesser, T Buijschop, L M AT, & Claassen E. (2018). Probintic ressarch pnorities for the healthy
aduli population: A review on the bealth benefits of Lactobacillus thamnosus GG and Bifidobacteriom animalis sobspecies lacts BB-11. Cogenr Food &
Agricuinre, (1), 1452839,

Gomss, I 5. & Caminha, I O. (2014). Guia pam estodes de revisdo sistematica: e opgae metodelogica para as Ciencias do Movimento Humane.
Adforvimemre. 20 (1, 395411

Guillén, M. (2023). Pathopenicity and vinulence of Entamesha histolyfica. the agent of ameehiasis. Firubence, 14(1), 2158656,
Imperzte, B T. (1881}, A historical overview of ameshiasis. Builarin o the New York dcaderry of Medicme, 5731, 175,

Johansson, M. E., Phillipson, M., Petersson, T, Velcich, A, Holm, L, & Hansson, G. . (2008). The inner of the two Muc? mucin-dependent nmous layers in
colon is deveid of bacteria. Proceedings g the madonal academy of scievcer, 105(39), 15064-13069.

Ehalaf K I (2013) Swdy of Lactebadls acdephils as areatment and prophylaxic for Entamesba histolytica infected mice Farid Jourmal of
Pharmacentcal Research, 2(3), 1229-1237.

EKissoon-Singh, V., Maean, F., Tnsevych, E. & Chades, K (2013) Entamecba histolytica exacerbates epithelial tiphd juncion permeability and
prodnflammatery respanses in Mucd—— mice. The dmerican journai of pathology, 1582(3), 851-865.

Lidell M. E , Moncada, D. M, Chadee. K & Hmnsson, G C. (2006). Entamoeba histolytica cysteine profeases cleave the MUCI mucm in its C-terminal
domain and dizsalve the protecive colomic maois gel. Procesdmgs gf the Naoomal 4cademy of Sciences, 103024), 92089303

Magisrelli L., Amomse. A Mogra, L, Grazano, T., Cantello, B, Pane, M, & Comi, C. (201%). Probiotics may have beneficial effects in Parkinson's
disease- in vitro evidence  Frommers in meemaiogy, 10, 960,

Maldonade Galdeano, ., Cazerls, 5. [, Lermme Dhamit, T M, Velez, E & Perdizon. G. (20190 Benefidal effects of probiotic consumption on the fommme
system _dnmals gf Nurition and Metabalism, 74(2), 115124

Mamsour-Ghansei, F., Dehbashi, N, YVamiamparast, E., & Shafapghi A (2003). Efficacy of Saccharomyres boulardii with antbsotic: m aose
amoebiasis. Forkd fowrnal of pastroemerology: WG, &(E), 1832

Matos, P.C. (2015). Tipos de revisdo de literztura. Unesp, 1-9. bttps2'www fra tmesp br Home Biblioteca tipos-de-evisao-de-Hterahura pdf 6.1 3).

C., Tognon, M, Martind, F, Tomeggiani, E., & Fotondo, I, C (2023) Probsotics mechaniom of action on impwume cells and bensficial affeds oo
humnan health Cells, 12(1], 184

Mohamed, 5. T. 2014). Use of Bifidobacterium for Treatment and Protective from Enfamesha Histolytica Infection m Mice. Faermatianal Jowrnal of Schmce
ard Techmaiogy, 3(1).

Mokammed. 5., Fhalaf, . & Sulxivon, M. {2015). Lactebacillos salivarias bacteriocn and supsmatant activity against Entamocha histalvtica in vitre and in
vivo. Br J Biai Hoaith Mod 5ci Rer, 5, 10-28.



Research, Society and Development, v. 13, n. 10, 43131047039, 2024
(CCBY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOL: hitp//dx dot.org/10.33448/rsd-v13110.47039

Moocada, D, Eeller, . & Chadee K (2005). Enfamosba histolytica-secreted products deprade colonic mucn oliposacchamdes Fyfecmon amd
iy, T3, 3903793,

Mootalban-Arques, A, De Schryver, P, Bossier, P, Godkiewicz, G, Mulero, V., Gatlin I, D. M., & Galndo-Villegas, T 2015). Selective manipulation of
the gt microbicta improves impmme stanis m vensbates. Frongers in Inmemology, 6. 512,

Momn, P, Semano-Vazquez, A Bojas-Velanqez L., Goezaler, E., Perez-Tuarez, H, Hemandez E. G., ... & Ximenez, C. (2023). Amoehiasis: Advances in
diagmosis, meamment, inmmmelogy feanmes and the interction with the miestinal ecosystem. Jasermarional Journal of Mvlecular Sciences, 24(14), 11735,

Pelaseyed, T.. Bergsmom, J. H. Gustafizon, J K, Emumd A Bichenough & M., Schime A ... & Hansson, G. C. (2014). The muoos and omcins of the
goblet cells and enferocytes provide the first defense line of the pastromtestnal tract and inferac with the mume system Femmelagical reviews, 26001), B-
0.

Pereira A 5. etal. (2008). Metodologia da pesquisa cientifica. [free e-book]. Samta Maria B5. Ed UABNTETUFSM 5.1.2).

Bahi, A A, & Masheat, Z. (2013). Leaky cells and the wse of Lactobacilius cazei in the oeament of laboratory amimals infected with amoebic
dyzentery. Euplrares Jowmal of dgricuinmre Science, 5(1). 15-22.

Sabd, Z. 5., Abbas, 5. K., & Mahmood, M. . 2019). Investigation the Fole of Lactobacillus ssp. on Enfamosba bistolytica Pathopenesis Mafimm Jowmal of
Pubiic Health Recearch & Develapment, 10{10).

Samba-Louaka, A, Delafont V., Rodier, M H, Catean, E., & Héchard, Y. (2019). Free-living amosbae and squatiers in the wild: ecological and malecular
features. FEMT microbisiogy raviews, 43(4), 415434

Sanders, M. E.. Guamner, F., Goemant, B_, Holt, P. B, Quigley, E. M., Samtor, B B, ... & Mayer, E. A (2013). An update on the use md investgation of
probiotics in health and disease Gur, §2(3), T87-706.

Sarao, L. K, & Arom, M. (2017). Probiotics, prebsotics, and microencapsulaton: A review. Crigonl reviews in jfbod roience and mumrition, 37(2), 34-371.

Sarid. L. Zanditeras, E., Y T, Trebicz-Geffn, M., & Ankri S. (2022). Insighes into the mechanisms of Lacthacilios acidophilus activify azainst Enfamoeha
hiscalytica by using thiol Tedox proteomics. Ansaxidants, 11(5). 814,

Savas-Erdeve, 5., Gokay, 5. & Dallar, T. (2009). Efficacy and safety of Saccharnmyoes boulardii in amebiasis-assodated diamhea in children The Thrizsh
Journal gf Pediardcs, 51(3), 220-224

Shafesk, Z., & Fuzruki M. (201§). The effect of diferent conceniratons of the run and suck bacteria (Lactobacilins fammentom, Lactohacilins delbmeckis) in
trophazoite prowth of Enfamoeba bistolytica in vitro. Inf J Curr Microbio! Agei S, 5, 9M4-30.

Sperndio. B, Fischer, W, & Sapsonstd, P. . (20135). Mucosal physical and chemécal mnate bamiers: Lessons from microbial evasion soategies. In Seminars
in impnmaiagy, Val. 27, Mo, 2, pp. 111-118.

Umbe-Queral, E., & Rosales, C. (2000). Impmme response to the enten: paasite Entamoeha bistolytica. Physialogy, 35(4). 244-260.

Walsh. T A (1924). Problems in recognition and diagnesis of amebiasis: esdmation of the global mazmirode of merbidity and mortaliny. Reviews of igfectious
disegses, 5, 128-138.

Whittemore, ., & Enafl, E. (2005). The inesrative review: updated methodology. Journal of advanced mursing, 52(5), $46-553.

10

102



histolytica

EE:; mCroorganisms

]

Artide

Amebicidal Activity of Escherichia coli Nissle 1917 Against
Entamoeba histolytica

Vivian Moura Oliveira ', Fabricio M. 5. Oliveira 2C, Olga L. M. Moreno ?, Julia R. Fermira
Raphael E Szawka 47, Ana C. Campideli-S5antana 4, Jullia Teles !, Luciano 5. A. Capettini 3, Flaviano 5. Martins %

and Maria A. Gomes *

ehs for

updates
Academic Edston: Pramod Gopal and
Tkl Fikey Callavr oy
Rewiveds & Db 2124
Rewiseak 7 March 205
Accepind: T8 March 2005
Pulbshind: 5 Al DS
Colgtions  Momia- Ol ana, W;
Diliweira, FM S, Motono, 00 M
Fetivida, | K ; Seaeda, RE;
Campidel-Santana, 5.0 Tekes, [
Capetizni, [5A; Margns, F5; Godins,
MLA. Amecbicidal A ctiviey of
Escherice cof Missh: 1917 Agasnst
Extemncbahisidydiom Mioorgrsms
W25 1L ER Melpe Sdulang
T3 oo pnsdns 1 3040625
Copnrrght 42 2005 by e ssthors
Lo MITHPY, Bl S Beserlierel.
Thiizs @rtichs & an o @ arbicle
almatriltied unaler The berms and
rnlitioone of Ui Cfalsve Camisos
Anribubon (OC BY) biodoa:
bt crstivecodimiis sl
i s By 00

1 Department of Parasitology, Federal University of Minas Gerais, Belo Horteonte 312700901, MG, Brazil:
vivian-moura@lve cam (VM-00); juiarcdnguesfernera | 6@gmail com (LEE); jupS42 18l com (LT)

?  Trarslational '.Ij"Pe 2 hr.mm'.il}' ].a.bnrmy_, Mi.n:mbi.ulnm', [mmunnl.um' and Tm'p:ic.:] Medicine Depmnt.
Gearge Washington School of Medicine and Health Scienoes, Washingtan, DC X082, USA;
oliveirafms13@gmail com

+ Depu:h:rlmt Dt'F"Iurmal:Dlup;g. Federal 'I..':|'|.i.'||.lersil.'(l.I af Miras Geraly, Belo Horronte 31270-901, MG, Braril;
olgamorel@zmail com (0L MM} lndanocapettini@gmail com (L5.AC)

4 Department of Fhysiclogy and Biophysics, Pederal University of Minas Gerais,
Belo Horzonte 31270-901, MG, Brazil; escawka@gmaileom (RES);
mn:lnrac:m‘ptdﬂlﬁgmnﬂmm (A C-5)

5 Department of Microbiclogy, Federal Unfversity of Minas Gerais, Belo Hortronte 31270900, MG, Brasil;
faviano@idh ufmg br

*  Corespondence: magomesiich ufmg be

Abstrack Amebiasis is a globally prevalent infection that can lead to fatal outcomes
if mot adequately treated. Corwventional treatment with imidazoles often fails due o
side effects and mesistance, emphasizing the need for allemative therapies. The probiotic

Escherichia colf Nissle 1917 (EcN) has shown potential in combating intestinal pathogens.

This study aimed to evaluate the amebicidal activity of EcN invitro and its effect on
the production of reactive coygen species (ROS). Trophozoites of Entamoeba histolyticn
(25 x 108 cells/mL) were cultured in 9%6-well plates and exposed to varying concentrations
of EeN (102-10° cells/mL). Plates wem incubated at 36 *C for &, 12, and 18 h, after which
trophozoite viability was assessed. Intracellular ROS production, including superccide
and hydrogen peroedde, was measured using flnorescent probes. The highest efficacy was
observed after 18 h at a CFU concentration of 107 cells /ml. Increased ROS production at all
probiotic concentrations suggested a roke in EcN's amebicidal mechanism. Morphological
changes in trophozoites, such as rounding, vacuolization, and size reduction, weme noted
after EcM exposure, indicating growth inhibition. These findings suggest EcN induces
structural and morphological changes in E. histolytics, inhibiting its grow th in vitro, The
findings suggest the potential efficacy of EcN; however, definitive confirmation requires
data from human clinical trials.

Keywords: Entamoeba histolytica; Escherichia coli; Nissle; probiotic; reactive ooy gen species

1. Introduction

Enfamorba hustolyfice is an anaerobic eukaryotic protozoan and the etiological agent of
amebiasis. The infection is globally distributed, with a higher prevalence in deve loping
countries, particularly in regions with inadequate water treatment. There is a notable
incidence in areas whene contaminated water containing cysts, the infective form of the
parasite, is used for vegetable cultivation [1,2].
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Infection with E. histalyfica can present as symptomatic or asymptomatic [3]. The
primary site of infection is the intestine; however, the amoeba can disseminate to other
organs, resulting in ex traintestinal amebiasis, with the liver being the most common site.
[n developing countries, diarrhea remains the third leading cause of mortality in children
under five years of age [4], and amebiasis is listed among the top 15 causes of mortality [5].

Amn estimated 50 million cases of invasive E. fustolyffog infection coour annually, result-
ing in approximately 100,000 deaths. The prevalence of infection exhibits global variation,
ranging from 10% to 50% across different regions worldwide [6,7]. However, it is believed
that this percentage may be undemstimated, as asymptomatic infections can be caused by
both E. ustolytica and E. dispar, which are morphologically indistinguishable.

The treatment of choice for amebiasis is metronidazole [8). However, in up to 50% of
patients, this medication alone fails to eradicate intestinal colonization, leaving affected
individuals at a substantial risk of relapse months later. This peculiarity underscores the
necessity for research into alkemative therapeutic options that, in addition to ensuring
safety, demonstrate effective activity while minimizing adverse effects and resistance. In
this context, probiotics emerge as promising alternatives for either curative or preventive
treatment [9-11].

A well-known probiotic is Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) [12-14). EcN is a Gram-
negative enterobacterium that can colonize the intestine within a few days and persist as a
colonic microbicta for months after administration [15,156]. This interaction of EcN with the
mictobiota promotes direct antagonistic effects, such as the inhibition of the growth and
death of pathogenic bacteria and yeasts. Indirect antagonistic effects involve the inhibition
of the invasion of intestinal e pithelial cells by invasive pathogens and include signaling
with the intestinal mucosa [17]. EcN inhibited the growth of 21 bacterial isolates, including
A0%, for Psendommnas, 507, for E. coli, Enterococous, and Staphwlacocens, and 100% for Klebsiella
and Enferobacter [18]. EcM has also been shown to effectively inhibit the adhesion of the
adherent-imvasive E. coli isolated from Crohn's disease patients, supporting its use as an
adjunctive treatment for these patients [19]. There is limited research evaluating the effects
of EcN in parasitic infections. The therapeutic potential of this probiotic in amebiasis has
not yet been assessed. Themfore, the objective of our study was to expand research on
probiotics for the treatment of amebiasis by assessing the amebicidal activity of EcN in vitro
and its effect on the production of reactive ocygen species.

2. Materials and Methods
21 E histolyfion Stran

The axenic strain BEGG of E. lnstolytics used in this study was isolated in our laboratory
from a patient residing in Manaus, Amazonas, who presented with dysentery. The patient's
diagnosis was confirmed through serology, symodeme analysis, and PCR, all of which
were positive for E. fustolyfica [20].

The strain was maintained in axenic culture and grown in TYFS-33 mediom [21].
Inoculations were performed every 72-96 h, and the tubes were stored with an indination
of 30 degmees in a bacteriological oven under temperature of 37 *C.

L1 Esdheridhia coli Nissle 1917

The probiotic EcN (Mutaflor; Ardeypharm, Herdecke, Germany ) was acquired as a
pharmaceutical product available in Canada. EcN was isolated and maintained in braine
heart infusion broth under serobic conditions for 24 hat 37 *C. Subculturing was performed
every 24 h to ensure its use during the exponential grow th phase.

EcN was acclimated in TY]-5-33 medium prior to association with E. listolyfica to
ensure its viability during the assays. Colony-forming units (CFUs) were determined
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through serial dilution in TYI-5-33 medium to achieve concentrations ranging from 10% to
10* cells /mlL.. Culture viability, colony counts, and purity wem assessed via Gram staining
for quality control

2.3 In Vifro Assocdafion

Initially 40,000 E. histolytica trophozoites were distributed into a 86-well plate. The
plate was then incubated at 37 “C for 1 h to ensure adherence of the trophozoites to the
plate surface. After the incubation, the supematant was discarded. To the wells containing
E. histolytica, 270 pl. of TYEF533 medium and 30 pl. of E. coli Nissle (EcN) were added
in serial dilutions, achieving concentrations ranging from 10% to 109 cells/ ml.. The plate
was subsequently incubated with the probiotic concentrations at 37 “C for £, 12, and 18 h
Follow ing each incubation period, the viability of the amoebae was assessed by counting
using a hemocytometer and trypan blue exclusion.

The wells containing only E. fistolytica, without the addition of EcN, were considered
as controls, with 100%: viable cells. The mumber of viable trophosoites for each probiotic
concentration was quantified and compared to the control to calculate the percentage of
inhibition at different association times and concentrations.

The final inhibition percentage for each treatment was calculated using the following
formula adapted from Edington [22]: 1 (%) = [({CERC — CERT)/CERC] = 100, whene [
represents the inhibition percentage; CERC denotes the trophozoite growth of Entanoeba
histolyfica in the control; and CERT indicates the trophozoite growth of Enfamoebs hisfolyf o
in the treatment

24 Morphometric Analysiz of the Trophozoifes

For the morphometric analysis of trophozoite size, the area of each trophozoite was
measured, considering that live trophozeites could assume an amoeboid shape. Images of
15 viable trophozoites and 15 dead trophozoites were captured using a W C TK-1270/ RGB
microcamera (Tokyo, Japan) under a 40« objective for digitization. The area ocoupied
by each trophozoite was measured using CuPath softwane version 0.5.1 (https:/ / qupath.
github.io, accessed on 19 February 2025).

L5 Determination of Reactive Choypen Spedes

To assess intracellular reactive oy gen species (ROS) production, specifically super-
wxide radicals and hydrmogen peroxide, intracellular fluorescent probes were employed.
Following the treatments, the cells were washed with PBS (pH 7.2) and subsequently
incubated with fluomescent probes for superoxide |dihy droethidium, DHE, 5 pM: Invitro-
gen, Waltham, MA, USA) and hydrogen peroxide (dihydrodichlorofluomesoein diacetate,
H2DCF-DA, 5 pM; Invitrogen, USA) for 30 min. The DA FPI probe was used for nuclear
staining (for 5 min). All procedures were conducted in the dark, and cells were washed
with PBS after staining. Post-incubation, the cells were fixed with 4% paraformaldebyde
and subsequently examined using fluoresence microscopy for further analysis.

24 Fluorescence

Initially, round cover slips of 13 mm diameter were placed into each well of a 24d-well
plate. Subsequently, 200 pl. of a solution containing 40,000 trophozoites of E. histelyficn
weme distributed into each well. To ensure the adherence of the amoebae to the glass cover
slips, the plate was incubated at 37 “C for 1 b Following incubation, the supernatant
was discarded. In wells containing E. histolyfica, 270 pl. of TYEFS-33 medium and 30 pl
of probiotic bacteria, previously diluted to achieve successive dilutions ranging from 10¢
to 107 CFU, were added. The plate was incubated again at 37 “C for 6, 12, and 18 . No
antibiotics were employed during the co-cultivation experiment. Finally, the oover slips
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wene removed from the plate and mounted on slides for imaging under a fluorescence
microscope, with emission, excitation wavelengths set at 525/470 nm and 629,/ 572 nm for
H2-DCE- DA and DHE probes, respectively

After the incubation period, the plates were examined using an inverted microscope to
assess cell grow th, viability, and adherence. Images weme captured with a 20 objective ona
fluorescence microscope (Axiovision 3.1, Zeiss, Hallbergmoos, Germany ). Immunoreactive
cells were identified by their green cytoplasm and blue nuclei Photographs of fields
containing 5 to 10 cells weme taken for each experimental treatment across three fluorescent
channels—blue, green, and red.

27 Statstical Analysis

In the invitro assay, a two-way ANOVA was conducted to compame the effects of
different E. coli Nisske concentrations across different time points (6 b, 12 h, and 18 h). To
identify the specific differences in viability at each time point, Tukey's post-hoc test for
multiple comparisons was employed (p < 0.05). [ata were proessed using the statistical
software package GraphPad Prism, version 9.0,

3. Results
3.1. Effect of Probiotic EcN on E. histolytice Viahility

The viability of E. istolytics following association with EcN was assessed by count-
ing viable trophozoites using a hemocytometer at intervals of 6, 12, and 18 h. Follow ing
exposue to the probiotic, the dead or distressed trophozoites, observed under an opti-
cal microscope, appeared stained with trypan blue and generally had a rounded shape
(Figure 1a,b). Additionally, they were smaller in size compared to viable trophozoites, as
confirmed by measuring the area ccoupied by each trophozoite (Figure 1c). The number of
trophozoites was quantified and graphically represented in relation to the variation in EcM
concentration (Figume Za). Inhibition of E. histelyfios growth was observed at all incubation
times and across all probiotic concentrations. This inhibitory effect was most evident after
18 h of association at a CFU of 107 cells/ mL {Figure 2b).

3.2 ROS Produdion

The production of superoxide and hydrogen peroxide was evaluated in the co-cultune
of Ec and E. histalytica. We focused on the analysis of ROS production at & h and 18 h
These were the two extremes of our experimental design and showed significant differences
in the number of trophozoites between them.

An increase in the production of both compounds was observed across all the as-
sociated time points and probiotic concentrations. Notably, a marked enhancement in
superoxide production was detected at a concentration of 10° cells/ mL after six hours of
assodation and at 107 cells/ mL after eighteen hours (Figure 3a).
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Figuse 1. Morphological assessment of Entamoeba histolytica trophozoites. (a) Control. Viable
trophozoites exhibit a langer size and remain unstained by trypan blue. (b) In contrast, non-viable
trophozoites display a rounded shape, increased cytoplasmic granularity, and intense staining with
try pan blue. (c) Comparison of the trophoz oite cell area between viable and non-viable cells, with a
significant difference (p< 0.0007). Bar =70 pm. *** p< 0.001.
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Figure 2 (a) Number of viable cells following the association of the parasite E_ st ytics with the
probiotic E_ coli Nissk, subjected to different concentrations (10°-10%) across various time intervals, in
a 96-well plate. (b) Impact of probiotics on the inhibition of E Jugtolytics trophozoites over different
time periods and at varying concentrations. *p < 0.05; *** p < (L01; **** p < 0.001; ¥ p < 0.001 Significant
difference when compared to the control group.
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Figure 3. ROS production evaluated by DHE and DCF fluonescence. (a) Quantification of DHE-DA
fluorescence intensity in each group. (b) Fluonescence microscopic images of intracellular production
of DHE-DA staining in E. histdyfia after interaction with the probiotic E coll Nissle at different

concentrations over 6 h and 18 h. Bar = 50 um. * p < (L05; ** p < 0.002; *** p< 0.0005; **** p< 00001

Regarding hydrogen peroxide, the concentration that showed the most pronounced
reaction was also 108 cells/mL over a 6-h period, while in the 18-h period, the concentration
of 10 cells/ml. was most effective (Figure 4a).

In the fluorescence analysis, a clear morphological alteration of the trophozoites was
observed following their interaction with the probiotic The cells acquired a more rounded
shape and exhibited vacuolation, accompanied by a reduction in size. Additionally, there
was an apparent loss of the intracellular ameboid medium (Figures 3b and 4b).
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4. Discussion

The treatment of choice for amebiasis imvobves adverse effects that often kead to the
discontimuation of therapy. Additionally, the suspicion of drug resistance signals the
importance of alternative therapies in esolving the infection. Probiotics have emerged as
potentially attractive options. However, the use of probiotics has been timidly evaluated in
amebiasis. The combination of 5
of amebiasis has been reported to reduce the duration of clinical symptoms and oyst
excretion [23]. Furthermore, 5. boulardii has demonstrated effectiveness in inhibiting the
adherence of amoebae to the intestinal mucosal surface [24). Ladob
been identified as a potential probiotic for amebiasis [25,26], while Lactol

waronyces bowlardit and metronidazole for the treatment

eficus has
7 ard

Enterococcus faeonum have demonstrated in vitro activity against E. inondens [Z7]. However,
the precise mechanism of action of these probiotics remains incompletely understood. Char

aranesen ferordes

msearch group assessed the efficacy of the lactic acid bacterium Weisselln |
ispar in murine models. The bacterium

WpK in resolving the lesions induced by E
tacilitated the recovery of necrotic egions by enhancing intestinal mucosal protection
through the upregulation of MUC-2 and epithelial regeneration [28].
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EcN is a well-established probiotic with recognized benefits for intestinal homeosta-
sis [20-31]. In this context, we investigated the potential of EcN to contribute to the control
of E. histalytica infection. Chur results demonstrated a reduction in the proliteration of E.
histolytica trophozoites in the presence of EcN, suggesting an anti-amebic activity of the
probiotic. This activity was time-dependent, with maximum efficacy observed at 18 h,
mesulting in over 8% inhibition of E. lustolyfica trophozoite growth. These findings support
the therapeutic potential of EcN in the treatment of amebiasis.

In addition to the relationship between exposure time and the ability of Ec to inhibit
the growth of E. kistelytica, the quantity of probiotic cells is also crucial for the effective-
ness of its activity. Inhibition of E. imoadens growth was observed at a concentration of
10* CFU/ ml, with E. faedum demonstrating approximately 71% inhibition of the parasike's
growth, and L. coser showing approximately 50% inhibition [27].

In this study, the most effective treatment was observed at a concentrationm of
10* CFU/mL of EcN. The efficacy of a probiotic in vivo depends on the spedific strain,
but generally, the effective dosage for inducing favorable changes in the intestinal micno-
biota ranges from 10% to 107 CFU/mL [32]. Although this study was conducted in vitro,
the findings indicate that probiotic concentration plays a crucial rode in the observed effects,
aligning with dosages recommended in the in vivo studies. In vitro models are valuable
tools for investigating initial mechanisms and providing insights for future in vivo me-
search. Notably, all the concentrations of EcN #sted resulted in a reduction in E. fusfol yf ioe
proliferation, reinforcing its potential therapeutic application in amoebiasis.

When assodating EcM with E. lusfolyfics, a clear reduction in the proliferation of the
amoebas was observed. Anaerobic microorganisms possess inhemrently weak antioxidant
defenses against oodidative stress. In E. huisfolytios, ROS act as significant cytotoxic effectors,
causing protein oxidation which generally leads to the inhibition of protein synthesis [33].
Probiotics may serve as effective allies in controlling the proliferation of pathogenic mi-
croorganisms through the production of ROS.

In the assodation between EcN and E. hisfolyfioq, the production of hydrogen penoxide
and superoxide was observed. The generation of free radicals is a common proess during
interactions between microorganisms, The probiotic effect of Lactobaalius helveficns has
been attributed to its capacity to produce hydrogen peroxide [25,34].

E. histolytica trophozoites exhibited a mome rounded and vaomuolated morphology,
alomg with a reduction in size following asseciation with EcM. Additionally, a loss of
intracellular amebic content was observed. Collectively, these findings indicate that EchN
acts as a causative agent of the morphological and structural alterations observed in the
amebic cells.

Among the potential mechanisms of action identified for the microbicidal activity
of EcN are the enhancement of transepithelial mesistance [35], a beneficial effect on the
formation and stabilization of epithelial tight junctions [36], the positive regulation of zona
occludens-1 mENA expression [37], the induction of human p-defensin 2, an inducible
antimicrobial peptide synthesized by the epithelium to counteract bacterial adhesion
and invasion [38], and a protective role against pathogenic E. oolf strains that colonize the
intestines of patients with inflammatory bowel disease [19]. For the first time, the possibility
of probiotic activity of EcMN via reactive oxygen species is suggested. The production of
Iy drogen peraxide and superoxide by Ecl may represent a mechanism through which the
probiotic exerts its amebicidal activity.

5. Conclusions

The results of this study provide good evidence that the probiotic EcM inhibits the
growth of E. fustolyfica trophozeites. This inhibitory effect was accompanied by significant
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marphological changes in the trophozoites, including rounding, vacuolization, and reduc-
tion in size. A notable decrease in trophozoite numbers was observed in cultures exposed
to EcM, with the most pronounced effect ocourring at a concentration of 107 cells/ mlL
and after an 18-h incubation period, suggesting a dose- and fime-dependent relationship.
Additionally, for the first time, this study identifies the production of hydrogen penoeide
and superoxide as a novel mechanism of action for EcM, which likely contributes to its in-
hibitory effects. Together, these findings shed new light on the therapeutic potential of Ecl
in the treatment of amoebiasis and encourage further research to explome the underlying
mechanisms involved.
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Certificado do Comité de Etica em Experimentagdo Animal
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
) _ CEUA
COMISSAO DE ETICA NO US0O DE ANIMAIS
CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliagdo do potencial probidtico de Escherichia coli nissle na colite amebiana
expenmental.”, protocolo do CEUA: S0/2025 sob a responsakilidade de Maria Aparecida Gomes que emvolve a
preducdo, manutengo efou utilizagio de animais pertencentes ao file Chordata, subfilo Vertebrata (2xceto o homem)
para fing de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com oS preceitos da Lei n® 11.7%4, de & de
outubro de 2008, do Decreto n® 6.599 de 15 de julho de 2009, e com as nomas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (COMNCEA), e foi aprovado pela COMISSAD DE ETICA NO USO DE AMIMAIS
(CEUA) DA UMNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunido de 21/05/20325.

Vigéncia da AutorizagSo 21/05/2025 a 20/05/2030

Finalidade Pesquisa

*Espécie/linhagem Gerbil f Meriones unguiculatus

N? de animais 9

Pesaolldade 559 / S{semanas)

Sexo indiferente

Crigem Biotério do Departamento de Parasitologia do Instituto de
Cigéncias Biologicas ICB UFMG

*Espécie/linhagem Gerbil f Meriones unguiculatus

N® de animais 9

Pesaolldade 559 / S{semanas)

Sexo indiferente

Crigem Biotério do Departamento de Parasitologia do Instituto de
Cigéncias Biologicas ICB UFMG

*Espécie/linhagem Gerbil f Meriones unguiculatus

N? de animais 9

Pesaolldade 559 / S{semanas)

Sexo indiferente

Crigem Biotério do Departamento de Parasitologia do Instituto de
Cigéncias Biologicas ICB UFMG

*Espécie/linhagem Gerbil f Meriones unguiculatus

N? de animais 9

Pesaolldade 559 / S{semanas)

Sexo indiferente

Crigem Biotério do Departamento de Parasitologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas ICB UFMG

Dados dos animais agrupados (uso do biotério)

*Espécie/linhagem Gerbil f Meriones unguiculatus

N® de animais 36

Idade S(semanas)
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Sexo indiferante

Ongem Bictério do Departamento de Parasitologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas ICB UFMG

Congideracdes posteriores:

21052025 Aprovado no dia 21/05/2025. Validade: 21/05/2025 &
20/05/2030. Aprovagdo serd homologada na reunido de
26/05/2025

Belo Horizonte, Z2/06/2025.
Atenciosamente,

Sistemna Solicite CEUA UFMG
hitpa-ffaplicativos. ufmg.brisolicite_ceual

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antonio Caros, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa || — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516
www. ufmg. bribioeticalceua - cetea@prpg.ufmg.br
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