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Epigrafe

Tenha sempre bons pensamentos

porque os seus pensamentos se transformam em suas palavras
Tenha boas palavras

porque as suas palavras se transformam em suas acoes

Tenha boas acoes

porque as suas acoes se transformam em seus habitos.

Tenha bons habitos

porque os seus hdbitos se transformam em seus valores
Tenha bons valores

porque os seus valores se transformam no seu proprio destino.

(Mahatma Gandhi)
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Resumo

Resumo

A Giardia lamblia (G. lamblia ) é o agente causador da Giardiase, a qual € uma doenca com alta
prevaléncia no mundo, incluindo paises desenvolvidos, constituindo a parasitose mais frequente.
Por outro lado, as células fagociticas e citocinas tém funcBes importantes na doenca, mas 0S
mecanismos de interacdo entre estes componentes durante infecgdes por protozoarios ainda ndo
estdo totalmente elucidados. Desta forma o objetivo deste estudo foi analisar em sobrenadante de
culturas de células mononucleares (MN) e G. lamblia: 1) os niveis das citocinas IFN-y e TGF-f,
IL-4 e IL-17; 2) a atividade funcional de células MN tratadas por estas citocinas na presenca do
parasito. Foram coletadas amostras de sangue de 60 doadores voluntarios sadios para obtencao
das células MN. Foram avaliadas no sobrenadante de cultura de células MN e G. lamblia as
concentragbes de IFN-y, TGF-B, IL-4 e IL-17, a liberacdo de anion superdxido, fagocitose,
atividade microbicida, a apoptose e a liberacdo de calcio intracelular pelas células MN.
Observou-se que no sobrenadante de cultura de células MN e G. lamblia todas as citocinas
avaliadas foram detectadas. As células MN, independente do tipo de citocinas, na presenca de G.
lamblia aumentaram a liberacdo do anion superdxido. Os indices de fagocitose, atividade
microbicida e os indices de apoptose foram maiores quando as células MN foram tratadas pelas
citocinas. Os maiores indices microbicidas e de morte por apoptose foram observados quando as
células MN foram tratadas pelo TGF—. As citocinas IFN-y e IL-4 aumentaram a liberacdo de
calcio intracelular por parte dos fagécitos MN. Estes dados sugerem que as citocinas
desempenham um papel benéfico para o hospedeiro, por ativacdo de células MN na presenca de
G.lamblia, e que ocorre a morte da mesma durante o processso de fagocitose. A modulacdo da
atividade funcional de fagécitos MN por IFN-y, TGF-B, IL-4 e IL-17 pode ser fundamental no

controle da Giardiase.

Palavras chave: Fagocitose, Citocinas, Células Mononucleares, Giardia lamblia.



Abstract

Abstract

G. lamblia is the agent that causes the giardiasis, which is a disease with significant prevalence in
the world, including developed countries, and the most common parasitic disease. Phagocytic
cells and cytokines appear to be important in giardiasis, but the IFNIuence of these cells and
cytokines in protozoan IFNections is not totally elucidated. The aim of this study was to analyze
the supernatant of cultures of MN cells with G. lamblia to determine: 1) the levels of the
cytokines IFN-y, TGF-$, IL-4 and IL-17; 2) the functional activity of MN cells after incubation
with cytokines. Blood samples were collected from 60 volunteer donors healthy to obtain
leukocytes. The levels of IFN- y, TGF - B, IL-4 and IL-17 were quantified in cell culture
supernatants -trophozoite. The superoxide release, phagocytosis, microbicide activity, apoptosis
and intracellular calcium release were analyzed during interactions of MN phagocytes and G.
lamblia. It was observed that in culture supernatant of MN cells and G. lamblia were detected all
the cytokines evaluated. The MN cells, regardless of kind of cytokines, in the presence of G.
lamblia increased superoxide release. The phagocytosis, microbicide activity and apoptosis rates
were higher when the MN phagocytes were treated by cytokines. The highest microbicidal and
apoptosis rates were observed when the MN cells were treated by TGF-f. The cytokines IFN- y
and IL-4 increased the release of intracellular calcium by MN phagocytes. The results suggest
that cytokines play a beneficial role to the host by activation of MN cells for G. lamblia. They
also suggest that during phagocytosis is occur death of G. lamblia the modulating the functional
activity of phagocytes MN IFN-y, TGF-B, IL-4 and I1L-17 appear to be essential in controlling the
Giardiasis.

Key Words: Phagocytosis, cytokines, MN cells, Giardia lamblia.
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1.1 Giardia lamblia

G. lamblia € um dos parasitos intestinais mais comuns em seres humanos, animais
selvagens e animais domésticos. E um protozoario flagelado, do subfilo Mastigophora, que tem
como habitat as partes altas do intestino delgado do homem. Atinge principalmente criangas,
alcancando em algumas regides do Brasil, uma prevaléncia maior que 20% na populagéo
IFNantil (Astiazaran et al. 2009). Indiscutivelmente é uma das parasitoses mais frequentes em
paises em desenvolvimento (Rivera et al. 2002). Particularmente, destaca-se a elevada
prevaléncia em creches e orfanatos, uma vez que nesses ambientes € comum a transmissdo direta
de pessoa a pessoa por meios de maos contaminadas (Savioli et al. 2006).

As InfecgBes causadas por helmintos e protozoarios tém alta incidéncia, com grande
repercussdo na salde do individuo, sendo uma preocupacdo constante na satde publica (Geurden
et al. 2010). G. lamblia é o protozoario patogénico mais frequente sendo encontrada tanto em
sociedades tecnologicamente sofisticadas e industrializadas como em comunidades tradicionais
dos paises em desenvolvimento. G. lamblia foi observado pela primeira vez por Antonie Van
Leewenhoek em 1681 quando notou “animalunculos moveis” em suas proprias fezes e foi
descrito detalhadamente em 1859 por Lambl, sendo entdo denominado Cercomonas intestinalis
(Sedinova et. Al. 2003).

Atualmente a classificagdo mais aceita para Giardia spp. tem como base as caracteristicas
morfologicas e as espécies descritas sdo: G. agilis, parasito de anfibios, G. muris, roedores, G.
ardeae, parasito de péassaros, G.lamblia, esta Ultima, também denominada duodenalis ou G.

intestinalis (Apelbee et al. 2005). Sabe-se hoje que somente a G. lamblia parasita 0 homem e
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diversas espécies de mamiferos, o que indica o grande potencial zoondtico deste protozoario
(Lalle et al. 2005). Com as técnicas de biologia molecular, e consequente caracterizacdo dos
exemplares do parasito, tem-se confirmado a heterogeneidade e consequente melhor
entendimento da taxonomia e potencial zoonotico de G. lamblia (Van Keulen et al. 2002).

O microrganismo possui distribuicdo mundial e € de grande importancia epidemiolégica e
clinica por sua alta prevaléncia (Adam, 2001). G. lamblia € comumente aceito como importante
agente causador de zoonose (Ali & Hill, 2003), estimado em cerca de 2.800.000 casos por ano no
mundo (Lloyd et al. 2002). A giardiase é referida com uma enfermidade parasitaria re-emergente
devido a sua crescente e reconhecida importancia em surtos de doencas diarreicas em creches e
em epidemias transmitidas pelo consumo de agua contaminada (Read et al. 2002; Monis et al.

2003; Sulaiman et al. 2004; Hunter & Thompson, 2005).

1.2 Ciclo biologico e Morfologia

G. lamblia possui ciclo de vida de dois estagios (Figura 1). As formas IFNectantes sdo 0s
cistos que sdo excretados nas fezes e ingeridos pelo hospedeiro. A exposicdo aos acidos do
estdmago e aos sais biliares no intestino estimula a transformacéo dos cistos em trofozoito (forma
parasitaria). Os trofozoitos de G. lamblia possuem forma de péra, medindo aproximadamente 12
a 15 um x 5a9 um. O citoesqueleto inclui um corpo mediano, quatro pares de flagelos (anterior,
posterior, caudal e ventral), e um disco ventral. O trofozoito adere-se, desenvolve-se e coloniza a
superficie da mucosa do intestino delgado onde se multiplica assexuadamente por divisdo binaria
(Adam, 2001). A medida em que os trofozoitos passam através do intestino, eles se encistam e

sdo excretados nas fezes.
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O ciclo bioldgico é direto, e se inicia pela ingestdo de cistos presentes em agua ou
alimentos contaminados. Mediante exposicdo ao suco gastrico, pH acido e enzimas pancreaticas,
ocorre ruptura do cisto na regido anterior do intestino delgado (duodeno), liberando um excizoito
que rapidamente se divide em 4 trofozoitos (Bernander et al. 2001). Os trofozoitos liberados
iniciam um processo de multiplicacdo por fissdo binaria nas criptas do duodeno e nas regides
superiores do jejuno. Eles colonizam diferentes porc¢des do intestino, entretanto, a maioria adere
as microvilosidades das células epiteliais da porc¢éo inicial do intestino. Ndo ocorrem estagios
intracelulares no ciclo de vida da Giardia spp. e normalmente, ndo ha invasdo de tecidos
epiteliais. A acdo dos sais biliares e dos mecanismos de resposta imunolégica do hospedeiro,
responsaveis pelo destacamento dos trofozoitos das mucosas, induz o encistamento dos mesmos
possibilitando, a liberacdo dos cistos juntamente com as fezes no meio ambiente (Ortega &
Adam, 1997).

O processo de encistamento inicia-se pela ativacdo de genes especificos por estimulos
externos, seguida pela biogénese de organelas secretoras que realizam a sintese, empacotamento,
transporte e liberacdo dos constituintes da parede cistica, e possibilitam a sobrevivéncia dos
cistos por até 8 meses no meio ambiente (Zajac et al. 2002) e trés meses em agua a 4°C (Meyer,
1990). Além disso, condicbes especificas como pH proximo a 7,8, sais biliares e acidos graxos
sdo essenciais para a promocao do encistamento (Adam, 2001). Os cistos sdo detectados nas
fezes uma a duas semanas ap0s a IFNeccdo. Os trofozoitos podem ser eliminados pelas fezes,

mas raramente sobrevivem por um periodo significativo fora do hospedeiro (Zajac et al. 2002).




Introducéo

Syl ivtctive stsge) (F{8 )

EXTERNAL ENVIRONMENT MAN

4 Mukplhication by longiudins!
ny tission

Trophozefts and Cyst
infaeces

LIFE CYCLE of GIARDIA LAMBLIA

Ayt aend foolraers Fravie NMEEEC
|

Figura 1. Ciclo de vida de Giardia spp.

Fonte: (ADAM, 2001)

Morfologicamente, 0 parasito se apresenta por duas formas evolutivas denominadas de
cisto e trofozoito. O cisto é a forma IFNectante, medindo de 8,0 a 12,0 um de comprimento por
7,0 a 10,0 pum de largura, circundado por uma parede de 0,3 um de espessura e possui dois a
quatro ntcleos, corpos basais e elementos estruturais do disco ventral (Thompson et al. 1993). E
encontrado, frequentemente, em fezes formadas, apresentando alta resisténcia no ambiente e
permanecendo vidvel por varios meses, principalmente, em locais Umidos.

O trofozoito representa a forma vegetativa do parasito. E bilateralmente simétrico e dorso-
ventralmente achatado, medindo em torno de 12,0 a 15,0 um de comprimento e 5,0 a 9,0 um de
largura. Apresenta dois nucleos de tamanhos iguais na parte anterior, dois axonemas, um disco
suctorial ou adesivo ventral, dois corpos medios e quatro pares de flagelos (Lane & Lloyd, 2002).
Tem a forma de uma pera e apresenta simetria bilateral, com uma extremidade mais larga que se

vai adelgacando. A face dorsal é lisa e convexa, enquanto a ventral é concava, apresentando uma
R
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estrutura que funciona como uma ventosa, denominada disco suctorial (Thompson & Monis,
2004). O disco suctorial, por sua vez, tem a funcdo de fazer a adesdo dos trofozoitas de Giardia
spp. @ mucosa intestinal. Embora os mecanismos da adesdo ainda ndo estejam totalmente
esclarecidos, sabe-se que a participacdo de proteinas contrateis, presentes nos discos, exerce
importante papel nesse aspecto (Rocha, 2004).

Dois nacleos vesiculosos com um grande cariossoma cada, ocupando cerca de 2/3 dos
mesmos, podem ser observados na porcdo anterior, na matriz citoplasmatica, aparentemente
sobrepostos a projecdo do disco suctorial quando observadas em posi¢do dorso ventral. Na parte
mediana, podem ser visualizadas duas estruturas em forma de “virgula”, denominadas corpos
medianos. O corpo mediano contém microtubulos e proteinas contrateis e sua funcdo nao esta
esclarecida. Oito flagelos emergem de blefaroplastos situados proximo ao ndcleo, exteriorizando-
se em dois anteriores, dois medianos, dois posteriores e dois caudais (Thompson & Monis, 2004).
Os movimentos flagelares podem ser facilmente observados em preparacdes a fresco, onde se

nota uma movimentacao bastante caracteristica (Jiménez et al. 2004).

1.3 Transmissao

A IFNeccédo do hospedeiro por G. lamblia pode ocorrer tanto pelo contato direto via oro-
fecal; ou por via indireta através do consumo de alimento ou agua contaminados. Ha evidéncias
circunstanciais da giardiase humana associada com &gua contaminada (Xiao et al. 2006), a
exposicdo e manejo de animais domésticos IFNectados, particularmente bezerros (Thompson,

2004).
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Embora os trabalhadores de propriedades rurais e as pessoas que as visitam possam
contrair giardiase pelo contato direto, a transmissdo zoondtica indireta, de origem bovina, através
da agua tem sido considerada por muito tempo como a fonte mais importante da IFNecc¢éo
zoonotica humana (Monis & Thompson, 2003).

A transmissdo desses parasitos através do consumo de &gua € de interesse crescente,
porque essa via de IFNeccdo tem o potencial de atingir um grande nimero de individuos
(Appelbee et al. 2003). Formas IFNectantes desses protozoarios podem chegar a fontes de agua
utilizada para consumo humano através do escoamento das pastagens de bovinos (contaminacao
de fontes de agua para abastecimento e consumo humano, aguas superficiais e recreacionais),
com diversos casos de epidemias relatadas no mundo. (Thompson, 2004; Xiao et al. 2006).

O consumo de agua néo tratada ou filtrada, representa risco significativo para giardiase,
estando os surtos ligados ao consumo de agua ndo filtrada ou proveniente de sistemas
subterraneos contaminados por fontes superficiais (Hoque et al. 2002; Olson et al. 2002;
Thompson, 2004). Na forma cistica, 0 parasito se mostra altamente resistente a cloracdo e
ozonizacdo, sendo a filtracdo o Unico processo que garante a remocao dos cistos (Lane & Lloyd,
2002). Dessa forma, a &gua se torna importante veiculo de transmissdo de G. lamblia,
constituindo sério problema em sadde publica (Thompson, 2004).

A transmissdo direta, pessoa a pessoa, constitui outra via eficiente de IFNeccéo,
principalmente, em instituicdes coletivas como creches, orfanatos, entre pessoas da mesma
familia, quando as condicGes de higiene séo deficientes. Ela pode ser efetiva com 1 a 10 cistos,
mesmo existindo divergéncias expressivas entre os isolados de G. lamblia, em relacdo a

viruléncia e diversidade antigénica (Ortega & Adam, 1997).
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Os trofozoitos, usualmente, ndo estdo envolvidos na transmisséo de G. lamblia, embora a
ocorréncia da IFNecc¢do por essa forma seja possivel. Estudos experimentais relatam que a forma
trofozoitica mostra-se sempre IFNectante, enquanto cistos de diferentes pessoas ou animais, ou
até mesmo aqueles eliminados em diferentes dias, podem apresentar IFNectividade variada

(Hewlett et al., 1982).

1.4 Sintomas e Patogénese

A marca caracteristica de Infeccdes por Giardia spp. é a ampla gama de apresentacdo dos
sintomas. A maioria dos individuos IFNectados apresenta alguns sinais e sintomas de IFNeccéo.
Outros hospedeiros exibem cdlicas abdominais, nauseas, distensdo abdominal, perda de peso,
vomitos, ma absorcao e diarreia aguda ou cronica (Cotton et al. 2011). Apesar da variacao clinica
da giardiase em ativar Infeccdes, a giardiase ndo causa IFNlamacéo evidente do epitélio intestinal
(Oberhuber & Stolte, 1990), exceto em casos de doenca prolongada (Hanevik et al. 2007).

Vaérios trabalhos procuram identificar a causa subjacente de variacdo de sintomas,
incluindo carga parasitaria (Petri et al. 2009), giardiase associada a IFNecc¢do (Ward, 2009; Read
et al. 2002), variacdo antigénica do parasito (Gottstein et al. 1990), dose IFNectante (Rendtorff,
1954) e o estado imunologico do hospedeiro (Hanevik et al. 2007), atualmente, sabe-se que uma
multiplicidade de fatores conduzem as manifestacdes clinicas da doenca.

Os sintomas associados com a IFNecg¢do por Giardia spp. tém sido bem documentados,
entretanto, os mecanismos celular e molecular subjacentes que conduzem & doenca ndo sdo bem
compreendidos. A patogénese da Giardia spp. ndo ¢é claramente compreendida, embora pareca

envolver a atrofia das vilosidades e danos aos microvilos. Essas alteragcbes sdo em parte
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correlacionadas com deficiéncias enzimaticas na superficie da mucosa e decréscimo na absorc¢éo,
que retornam ao nivel normal de atividade quando a IFNeccéo se resolve (Thopmson et al. 2000).

As células epiteliais expostas a Giardia spp. exibem expressdo aumentada de genes de
resposta ao estresse levando a diminuicdo da expressdo de genes proliferativos (Roxstrom-
Lindquist et al. 2005), rearranjo de actina (Teoh et al. 2000), aumento da permeabilidade
intestinal (Troeger et al., 2007; Panaro et al., 2007), e aumento da apoptose (Panaro et al. 2007;
Chin et al. 2002). Além disso, quando expostos ao parasito in vitro, as células epiteliais secretam
citocinas que sdo quimiotaticas para as células imunoldgicas, incluindo macréfagos (Roxstrom-
Lindquist et al. 2005). O recrutamento de macrofagos para o local de IFNec¢éo sugere que estas
células tém uma funcéo importante no controle do parasito.

A giardiase é caracterizada por ampla variacdo de sintomas (Adam, 2001). Em muitos
individuos, a IFNeccdo permanece assintomatica ao passo que em outros exibem sintomas
graves. Os mais proeminentes sinais clinicos da giardiase sdo colicas abdominais, nauseas
seguidas por diarreia, possivelmente como consequéncia da ma-absorcéo e perda de peso (Miller
& Von Allmen, 2005). A méa-absorcao de lipideos, proteinas, carboidratos, vitamina A e B12, a
perda de peso, aliadas a frequéncia e duracdo da IFNec¢do e a oportunidade de relFNec¢do
(Thompson et al. 1993), tém sido, frequentemente, identificadas como os principais fatores
associados ao atraso no desenvolvimento fisico e cognitivo entre criancas (Goldin et al. 1990).

Estudos indicam que as Infeccbes por G. lamblia sdo processos patofisiologicos
complexos. Um destes processos € a alteracdo da permeabilidade epitelial, resultado de efeitos
citopaticos diretos induzidos pelos produtos do parasito (Buret et al. 2002). O aumento da
permeabilidade leva a resposta IFNlamatoria, alterando a digestdo, absorcdo de nutrientes

(dissacarideos, gorduras e vitaminas), destruicdo de vilosidades e deficiéncia de dissacaridases,
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podendo resultar no aumento de antigenos no ldmen intestinal, responsaveis por desordens
alérgicas (Scott et al. 2002).

Fatores ligados ao hospedeiro como condicdo imunoldgica, idade, estado nutricional e ao
parasito, como viruléncia, patogenicidade, numero de cistos ingeridos e a presenca de Infeccbes
concomitantes determinam, em conjunto, o curso clinico da IFNeccdo, ficando evidente a
ocorréncia da giardiase em imunodeficientes, desnutridos ou em individuos muito jovens
(Boreham, 1991).

No Brasil, a populacdo de nivel socioecondbmico mais baixo apresenta uma maior
prevaléncia de doencas intestinais parasitarias, sobretudo inclui-se a giardiase, isso devido as
precarias condi¢cdes de saneamento basico, habitacdo e estado nutricional. Em decorréncia dos
efeitos deletérios a satde dos individuos e, em especial as repercussées econdmicas, constata-se
uma divergéncia entre o éxito alcancado nos paises mais desenvolvidos e comparados a paises

em desenvolvimento como o Brasil (Ludwing et al. 1999).

1.5 Diagndstico

O método convencional de diagnéstico inclui a técnica de concentracdo fecal para a
observacdo de cistos de G. lamblia. Esse é o metodo mais usado na rotina laboratorial.
Entretanto, a microscopia éptica consome bastante tempo do analisador e requer experiéncia para
identificacdo dos cistos dos parasitos. Em adigdo, o limite de deteccdo dessas técnicas é sempre

relatado como baixo. Métodos baseados em técnicas imunoldgicas foram desenvolvidos para uso
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diagnostico em amostras fecais (Aziz et al. 2001; Cirak & Bauer, 2004). Todavia, a variabilidade
antigénica contida em isolados desses protozoarios pode proporcionar resultados falsos negativos,
e ha relatos conflitantes sobre a sensibilidade dos métodos imunoenzimaticos comparados aos de
microscopia optica (Hanson & Cartwright, 2001).

Os meétodos baseados na deteccdo do DNA (Reacdo em Cadeia da Polimerase) foram
introduzidos e tem sido descritos como muito sensiveis para deteccdo desses patdgenos em
amostras fecais (Morgan et al. 1998). Essa tecnologia ainda € de custo alto para ser usada como
teste de rotina, embora possua sensibilidade analitica e diagnostica superior aos outros métodos

(Macglade et al. 2003).

1.6 Giardia lamblia e o sistema Imunolégico

A resposta imunolégica para G. lamblia envolve uma série de mecanismos, dentre estes,
mecanismos inespecificos como células fagociticas, a producdo de metabolitos ativos do
oxigénio, defensinas e enzimas liticas. Também ocorre a ativacdo da resposta imunoldgica
adaptativa que envolve a participacao de IIFNGcitos T e [IFNécitos B (Roxtrom et al. 2006).

Na giardiase, os IIFNécitos TCD4* provavelmente participam do controle da IFNeccédo
devido ao aumento de secre¢do de citocinas (Carlson et al. 1987; Heyworth et al. 1987;
Venkatesan et al. 1996; Djamiatun & Faubert, 1998; Singer & Nash, 2000), enquanto que 0S
[IFNGcitos TCD8" participam dos processos de destruicdo tecidual do hospedeiro (Scott et al.
2004).

A importancia dos IIFN6citos TCD4" no controle da giardiase foi primeiramente

demonstrada por Stevens et al. (1978). Os autores observaram que camundongos depletados
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desenvolvem Infec¢Bes prolongadas, enquanto que a transferéncia adotiva de [IFNécitos T
controla a IFNeccdo. A deplecdo de IIFN6citos TCD4* causa a prolongacdo da IFNeccdo e
exacerbacdo da eliminacéo de cistos (Heyworth et al. 1987).

A atuacdo das células B através da producdo de anticorpos especificos também é
importante para a eliminacdo efetiva da G. lamblia spp. do ldmen intestinal, sendo a
imunoglobulina A do tipo secretdria (SIgA) o isotipo mais abundante em mucosas e requerido
para o controle e eliminacdo do parasito no intestino delgado (Snider & Underdown, 1986; Snider
et al. 1988; Skea & Underdown, 1991; Langford et al. 2002). Cabe ressaltar que em individuos
agamaglobulinémicos ocorre aumento na incidéncia de giardiase, sugerindo a importancia da
imunidade humoral na eliminacdo do parasito (Hughes et al. 1971; Ament & Rubin, 1972;
Hermans et al. 1976).

A presenca de anticorpos anti-G. lamblia no soro de humanos IFNectados também foi
relatada (Ridley & Ridley, 1976). Embora esses individuos produzam anticorpos circulantes
especificos para o parasito, o papel desses anticorpos na imunidade protetora e 0s mecanismos
que levam a sua inducdo nédo estdo completamente elucidados (Heyworth, 1992). Entretanto,
acredita-se que possam atuar na resisténcia a IFNecc¢do pela fixacdo de complemento e/ou pela
citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC) (Nash & Aggarwal, 1986; Belosevic et
al., 1994; Daniels & Belosevic, 1994), com participacao de IgG especifica para o parasito (Smith
et al., 1983).

Vérios modelos experimentais mostram a presenga de anticorpos IgA, IgG e IgM
especificos a G. lamblia spp. nas secrec¢des intestinais de camundongos IFNectados (Heyworth,
1986; Snider & Underdown, 1986; Skea & Underdown, 1991; Heyworth, 1992; Abdul &

Faubert, 2008). Esses anticorpos atuam diretamente no controle da giardiase, pois se ligam aos

e
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antigenos de superficie presentes no disco adesivo, interferindo na aderéncia dos trofozoitos na
mucosa intestinal além de promover a imobilizacdo e aglutinacdo dos trofozoitos (Heyworth,
1986; Langford et al., 2002). Também estudos sugerem que a alta suscetibilidade para G. lamblia
ocorre no caso de deficiéncia de IgG e de IgA (Faubert, 2000).

As células dendriticas (DC) podem estar criticamente envolvidas na inducdo de
anticorpos anti-G. lamblia spp. Estas células sdo capazes de atingir com as suas saliéncias
celulares o Iimen e absorver o antigeno processa-lo e apresentar peptideos especificos para
LIFNGcitos T. DC sdo ativadas através de ligantes de receptores de reconhecimento de padrbes
(PRRs), como receptores Toll-like (TLR), lectinas do tipo C, e de ligacdo de nucleotideo de
dominio de oligomerizacdo (NOD) -como receptores (NLRs), que sdo essenciais para a indugdo
de imunidade celular especifica (Ueno et al. 2007).

IFNeccdo por G. lamblia também induz resposta imunoldgica para alérgenos,
explicando, em parte, 0 aumento da tendéncia a urticarias e de alergias a alimentos em pacientes
positivos para este parasito (Jiménez et al. 2004).

Além de anticorpos, as citocinas também estdo envolvidas com a resposta imunolégica
do hospedeiro. Estas proteinas estimulam a reacdo IFNlamatéria e a hematopoese, além da
sintese de proteinas de fase aguda. Na giardiase, observa-se aumento de IL-6 e de IFN- y por
[IFNGcitos T CD4 + (Ebert, 1999). Alguns autores tém sugerido que, em resposta ao antigeno de
G. lamblia spp., as células T liberam citocinas especificas, enquanto mastocitos liberam
mediadores celulares (Singer & Nash, 2000).

O papel das citocinas esta relacionado diretamente com o perfil de imunidade e de acordo
com estimulo pode determinar respostas imunologicas diferenciadas frente ao parasito. A IL-10 e

TGF-p sao produzidas em niveis elevados em pacientes IFNectados por protozoarios (Bayraktar

e
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et al. 2005). Essas citocinas tém atividade imunomoduladora na IFNecc¢éo, limitando a resposta
IFNIamatéria. De uma forma geral, as interleucinas I1L-4 e TGF-B, parecem suprimir a resposta
imunologica celular, podendo em algumas Infec¢bes determinar quadros sintomaticos (Bansal et
al. 2005).

As citocinas IL-6 e IL-5 também contribuem para a resposta humoral. Estas citocinas
sdo produzidas por IIFNGcitos T, e participam na inducéo e diferenciacdo do crescimento tanto de
[IFNG6citos B como IIFNGcitos T. A IL-5 estimula a proliferacdo e diferenciacdo de precursores
de eosinofilos, estimula a sua desgranulacéo e producéo de reativa de compostos oxigenados. Ela
exerce efeito quimiotatico para eosindfilos, induzindo eosinofilia no hospedeiro (Weltman,
2000).

Outra citocina secretada pelos [IFNécitos T € IL-13, que é capaz de aumentar a
proliferacdo de células B, e exerce efeito sobre mondcitos. Seu papel fisiolégico importante é
regular resposta antiparasitaria. TNF (secretada por macréfagos) e IFN- y (secretada por células T
e NK) contribuem para o aumento expressdo de éxido nitrico sintase (INOS). IFN-y, TNF-a e IL-
1 induzem a geracdo 6xido nitrico por macrofagos.

Os mediadores IFNIlamatérios liberados podem causar danos ao parasito, aceleram o
peristaltismo intestinal e facilitam a erradicacdo do parasito pela produgdo de muco no intestino,
0 que é indispensavel para a remocao do parasito (Hawrelak, 2003).

A resposta imunologica durante a IFNecgéo por G. lamblia em humanos é caracterizada
pela IFNlamacao das mucosas (Hautus et al., 1987; Nash et al., 1987; Langford et al., 2002). As
citocinas IL-6 e TNF- a s@o necessarios para o controle precoce da giardiase (Zhou et al., 2003;

Zhou et al., 2007; Li et al., 2004). A citocinas IL-6, IL-5, IFN- y e IL-2 s&o mais elevadas em
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pacientes IFNectados com G. lamblia, sugerindo um papel protetor destas citocinas frente a G.
lamblia spp. (Bayraktar et al. 2005; Matowicka et al. 2009).

Estudos tém mostrado a participacdo de mastocitos na resposta imunoldgica para G.
lamblia (Erlich et al. 1983; Hardin et al. 1997; Venkatesan et al. 1997; Li et al. 2004). Os
mastocitos tém um papel importante para Infeccbes de G. lamblia spp., produzem grandes
quantidades de IL-6, sendo sugerido que os mesmos constituem fonte de IL-6 durante a IFNecc¢éo
(Li et al. 2004).

Também a administracdo oral de G. lamblia em camundongos estimula resposta de
células Th2, o que pode levar a alteracdes histologicas intestinais caracterizadas por IFNiltracdo
de eosinofilos com hipercelularidade e descamacao enterocitica (Lee et al. 2012).

Estudo do epitélio intestinal humano revela que a IFNec¢do por G. lamblia resulta em
consideravel alteracdo do perfil celular e outros componentes, incluindo citocinas (Roxstrom-
Lindquist et al. 2005). O contato de G. lamblia as células epiteliais resulta também na liberacao
de enzimas metabdlicas (arginina desaminase, carbamoiltransferase ornitina e enolase) (Ringqvist
et al. 2008).

Na giardiase o parasito permanece no limen intestinal onde ele adere as células
epiteliais. Uma vez que as células TCD4 + estdo envolvidas na protecdo para G. lamblia (Singer
& Nash, 2000), a IFNeccdo crénica pode resultar de apresentacdo de antigenos insuficiente com
falha na imunidade celular protetora. Em modelos experimentais, a producdo de citocinas
estimuladas pela Giardia spp. revela que o aumento da secre¢do de IL-4 seguida por reducéo
desta citocina pode gerar aumento na producdo de IFN-y. Alem disso, a secrecao de IL-5 também
foi observada juntamente com a producdo de IFN-y, o que refor¢a o envolvimento destas
citocinas no controle da G. lamblia (Singer & Nash, 2000).
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O IFN-y tem sido relacionado com um aumento na producdo de metabdlitos ativos do
oxigénio pelos macréfagos em Infeccdes por Giardia spp. (Byrd et al. 1994; Holland et al. 2000),
e estudos sugerem que a elevada producdo de IFN-y pelos fagocitos pode contribuir para o
controle e eliminacdo da IFNeccdo por G. lamblia (Jimenez, 2004).

Os macrdfagos/monacitos sdo células mononucleares que estdo envolvidos em respostas
IFNIamatoérias, e sdo essenciais para a defesa do hospedeiro. O recrutamento de fagocitos
mononucleares em tecidos intestinais € um processo de multiplos passos, envolvendo o egresso
da medula dssea até a circulacdo, a migracdo através de tecidos do hospedeiro, e migracédo

transepitelial (Chin & Parkos, 2007; Summers et al. 2010; Kolaczkowska & Kubes, 2013).

Além disso, multiplos mediadores sdo conhecidos por promover acimulo de fagécitos
MN nos tecidos. Durante respostas IFNlamatorias agudas, o fator de estimulagdo de coldnias de
granuldcitos e mondcitos (GM-CSF) promove aumento destas células na medula dssea e como
consequencia aumento do numero fagdcitos MN circulantes (Wengner et al. 2008; Mei et al.
2012). Também a producéo de interleucina 17A (IL-17A) por células do tecido IFNectado tem
sido relacionada com o aumento dos niveis de GM-CSF e de fagécitos MN (Mei et al. 2012;

Schwarzenberger et al. 2000; Semerad et al. 2002).

O recrutamento de macréfagos para o local da IFNec¢do sugere que essas células tém uma
funcdo de controle durante a IFNecc¢éo pelo parasito, porém na giardiase humana, néo esta claro
como macréfagos respondem as citocinas durante a IFNeccao e, subsequentemente, como estas

proteinas modulam a resposta imunoldgica do hospedeiro.

A estimulacdo celular pode ser observada pela ativacdo do metabolismo oxidativo com

liberacdo de radicais livres. Os efeitos benéficos dos radicais livres no organismo humano
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parecem ser a participacdo nos processos de fagocitose e atividade microbicida, que visam
eliminar o0s agentes potencialmente patogénicos (Olszewer, 1995). A destruicdo do
microrganismo, apds a fagocitose, pode ser mediada por dois mecanismos: metabolismo
oxidativo com producdo de metabolitos ativos do oxigénio (Mundi et al. 1991), ou liberacao de
enzimas lisossémicas (Segal & Soothill 1983). A producdo de reativos do oxigénio durante a

fagocitose exerce importante atividade microbicida (Mundi et al. 1991; Honorio-Franca 2001).

Por outro lado, excesso de IFNiltracdo e ativacdo de fagocitos mononucleares podem
contribuir para varias desordens IFNIamatdrias gastrintestinais. Estudos indicam que as Infecgdes
por Giardia ssp. atenuam o recrutamento de fagdcitos MN para o tecido (Wengner, et al. 2008;
Eash et al. 2010), em um processo que pode ser iniciada por meio da producdo de IL-17 (Mei et
al. 2012; Schwarzenberger et al. 2000) sugerindo a participacdo desta citocina durante a

IFNeccéo pelo parasito.

Na literatura, diferentes modelos experimentais relatam a importancia de IL-17 apds a
IFNeccdo (Grit et al. 2014). A funcdo da IL-17 possivelmente estd ligada a estimulacdo da
producdo de mucinas e defensinas (Ishigame, 2009; Chen, 2003), que sdo mediadores

importantes de defesa durante a IFNecc¢do por G. lamblia (Miller & Von Allmen, 2005).

Apesar de avancos em pesquisas que demonstram 0s mecanismos fisiopatogénicos da G.
lamblia, ainda ndo esta claro o perfil da imunidade celular. Isto é, o papel dos fagdcitos na

giardiase suas interacGes com citocinas ndo esta totalmente elucidado.

A literatura tem reportado a acdo imunoprotetora de fagocitos na giardiase, sendo
evidenciada a capacidade de fagocitose dos macrofagos em relagcdo a G. lamblia (Hill & Pearson,

1987), que parece sofrer IFNIuéncia de opsoninas para aderéncia, ingestio e morte de
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trofozoitos de G. lamblia, uma vez que esses fagocitos aumentam sua capacidade de ingestdo e
morte do G. lamblia na presenca de imunoglobulinas e do proteinas C3 e C4 do sistema

complemento (Franca-Botelho et al. 2006).

No entanto, 0 mecanismo efetor de ativacdo celular, bem como o funcionamento dessas
vias sinalizadoras de ativacdo destas células durante interacdes com parasito, ainda nao esta claro.
Embora as células fagociticas desempenharem importante funcdo na giardiase, os efeitos
imunomoduladores de citocinas sobre fagocitos nas Infecgdes por protozoarios ainda é

parcialmente compreendido.
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Justificativa

Na Asia, Africa e América Latina, cerca de 280 milhdes de pessoas tém giardiase e
500.000 novos casos sdo relatados cada ano, sendo considerada uma das principais Infecgdes por
parasitos em humanos de todo mundo (Eckmann, 2003)

Fatores imunoldgicos e ndo-imunoldgicos sdo importantes na giardiase (Roxstrom et al.
2006). Em IFNeccdo por patdgenos entéricos ocorre a liberagdo de quimiocinas e citocinas no
epitélio intestinal do hospedeiro, no entanto, este processo ainda nao esta elucidado em Infeccdes
por G. lamblia.

A liberacdo de citocinas durante a IFNec¢do por G. lamblia pode variar entre individuos,
0 que pode ser explicado devido a variacdo antigénica de proteinas de superficie presentes no
protozoario, bem como devido a duracdo e severidade da IFNeccdo. Além da liberacdo de
citocinas na giardiase, o papel das células mononucleares e sua capacidade fagocitica estdo
relacionados a protecdo para G. lamblia. Fagocitos sdo importantes na defesa para a giardiase,
pois sdo capazes de ingerir trofozoitos de G. lamblia (Hill e Pearson, 1987; Franga-Botelho et al.
2006) indicando que estas células sdo importantes na protecdo da giardiase.

Assim trabalhos tém sido desenvolvidos buscando elucidar os mecanismos imunol6gicos
que ocorrem durante a giardiase, mas estudos que incluem sinalizacdo intracelular e interacéo de
células do hospedeiro com imunomoduladores, como as citocinas, bem como os mecanismos de
ativacdo intracelular durante a IFNeccdo ainda sdo parcialmente compreendidos. E provavel que
alteracdes durante a IFNecc¢éo por G. lamblia possam interferir nos mecanismos imunologicos do
hospedeiro, alterando as interagdes entre citocinas e células. Assim, este trabalho se justifica pelo
fato que visa compreender as interagcdes entre fagocitos e G. lamblia, bem como as possiveis
acdes imunomoduladoras de citocinas sobre a atividade funcional destas células durante as

Infeccbes pelo parasito.
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Objetivo

3.1. Objetivo Geral

Verificar a concentracdo de citocinas IFN-y, TGF-B, IL-4 e IL-17 em sobrenadante de
cultura de fagocitos mononucleares do sangue periférico humano na presenca de G. lamblia e
analisar a atividade funcional destes fagdcitos tratados por estas citocinas na presenca do

parasito.

3.2. Objetivos Especificos

- Quantificar concentracao de citocinas IFN-y, TGF-p, IL-4 e IL-17 em sobrenadante de
culturas de fag6citos mononucleares do sangue periférico humano na presenca de G. lamblia;

- Verificar os efeitos imunomoduladores de citocinas IFN-y, TGF-B, IL-4 e IL-17 sobre a
liberacdo do anion superoxido pelos fagocitos mononucleares na presenca de G. lamblia;

- Avaliar os indices de fagocitose, atividade microbicida e de apoptose durante as
interacOes entre fagocitos tratados por citocinas e G. lamblia;

- Verificar os efeitos de citocinas IFN-y, TGF-p, IL-4 e IL-17 sobre a liberagdo de Ca?*

intracelular pelos fagécitos mononucleares.
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Material e Métodos

4.1. Sujeitos e aspectos éticos

Participaram deste estudo 60 individuos clinicamente sadios, do sexo masculino com
idade entre 18 a 35 anos. Todos os sujeitos foram voluntarios, sendo IFNormado no momento da
doacdo que o sangue se destinava a um trabalho de pesquisa e assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido. Este projeto foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa do
Campus Araguaia da Universidade Federal de Mato Grosso sob protocolo n°® 684.338 (Anexo 1).
As consideracOes éticas foram baseadas no uso do material biologico para fins cientificos, com
sigilo da identidade do doador, livre de coacdo ou conflito de interesses da instituicdo ou de
pessoas envolvidas no trabalho. Os doadores foram previamente IFNormados e o material
somente foi coletado ou utilizado, sob expresso consentimento em formulario especifico (Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE — Anexo 2), conforme resolucdo 196/96 do
Conselho Nacional de ética em Pesquisa (CONEP). Os experimentos foram realizados dentro de

normas de biosseguranca.

4.2. Parasitos

Foram utilizados nos experimentos trofozoitos de G. lamblia, Portland 1 (P1, ATCC
30.888). Os parasitos foram cultivados de modo axénico no meio TYI-S-33 modificado, num
periodo de 2 a 5 dias. Antes dos experimentos, 0s tubos contendo as culturas de trofozoitos de G.
lamblia foram centrifugados a 250 g durante 5 minutos a 4°C, posteriormente foram lavados e
ressuspendidos no meio de cultura 199. A capacidade de sobrevivéncia dos parasitos no meio 199

foi determinada pela incubacéo de 10° trofozoitos/mL de meio 199, e também com o meio TYI-
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S-33 a 37°C. Apds duas horas de incubacdo, a mobilidade dos flagelos e 0 movimento do

trofozoito foram medidos para determinar a viabilidade do parasito.

4.3. Obtencdo e separacdo de amostras de sangue periférico humano

Foram coletadas amostras de sangue periférico, de aproximadamente 8 ml de sangue, em
tubos, contendo EDTA (Marca Top Glass). Todas as amostras foram processadas imediatamente.

O sangue coletado foi centrifugado por 15 minutos a 160 x g. O plasma foi retirado e as
células foram separadas em gradiente de densidade com Ficoll-Paque (Pharmacia-Upsalla) por 30
minutos a temperatura ambiente. O anel rico em fagdcitos MN foi retirado e lavado por trés vezes
em meio 199 (Sigma, St. Louis USA). A seguir os fagocitos MN foram contados em cdmara de
Neubauer, e as concentragdes celulares ajustadas para 2x10° células/ml.

As células foram utilizadas para os ensaios de liberacdo de anion superdxido, de

fagocitose, de atividade microbicida, de apoptose e de Ca?* intracelular.

4.4. Culturas de fagdcitos com G. lamblia

Apb6s a separacdo dos fagécitos MN do sangue, as células foram centrifugadas e
ressuspendidas em meio a cultura RPMI (Sigma, St. Louis USA), acrescidas de 10% de soro
bovino fetal. A seguir, as células (2x10%els/ml) foram incubadas com G. lamblia (4x10*
parasitos/ml) durante duas horas a 37°C em estufa a 5% de CO,. Ap0s esse periodo, as culturas
foram centrifugadas por 10 min. a 160 x g e os sobrenadantes foram reservados para

quantificacdo de citocinas.
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4.5. Quantificacdo de citocinas

As concentragdes de citocinas IFN-y, TGF- B, IL-4 e IL-17 presentes no sobrenadante de
culturas de G. lamblia e células MN foram avaliadas pelo Kit “Cytometric Bead Array” (CBA,
BD Bioscience, USA). As analises dessas citocinas foram realizadas por citometria de fluxo
(FACSCalibur, BD Bioscience, USA). Os dados foram analisados com o software FCAP Array e
os resultados foram expressos em pg/dl (Fagundes et al, 2015).

As concentracdes de TGF-B presentes nas culturas de G. lamblia e células MN foram
avaliadas pela técnica de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Para as concentracdes
de TGF-B, foi utilizado um kit da Enzo Life Science (UK). As analises foram realizadas em
espectrofotdbmetro com filtro de 450 nm. Os resultados foram calculados utilizando curva padréo

e os resultados foram expressos em pg/dl. O protocolo seguiu as instrucdes do fabricante.

4.6. Incubacdo das citocinas com os fagocitos do sangue periférico

Foi realizada a incubacdo durante 120 minutos dos fagocitos MN e citocinas visando
modular a atividade funcional destas células. Para cada ensaio, foi realizado por tempo similar
um controle dos experimentos utilizando fagécitos MN (2x10° cels/ml) incubados somente com
meio de cultura, dependendo do tipo de ensaio em meio 199 ou PBS na auséncia de citocinas. A
concentracéo de citocinas foi de 100 ng/ml, de acordo com protocolo previamente estabelecido

(Fagundes et al. 2013).
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4.7. Atividade Funcional de fagocitos mononucleares

4.7.1. Dosagem de &nion superoxido

A modulacdo dos fagécitos MN do sangue por citocinas foi verificada por meio da
liberagdo de anion superdxido, utilizando-se o cromdgeno Ferricitocromo C, segundo o método
de Pick & Mizel em 1981, e adaptado por Honorio-Franca et al. (1997). Em presenca do anion
superdxido, o ferricitocromo C sofre oxidacdo passando a ferrocitocromo C. Essa mudanca
colorimétrica € detectavel em espectrofotdmetro com filtro de 620nm. As suspensdes de células
MN (2x10%/ml) foram misturadas com trofozoitos de G. lamblia (4x10* parasitos/ml), incubadas e
agitadas durante 120 minutos a 37° C. A suspensdo foi ressuspendida em 0.5 ml de PBS
glicosado contendo ferricitocromo C (Sigma, St. Louis USA) concentracdo de 2mg/ml. Um
controle contendo somente células foi realizado paralelamente para verificacdo da liberacédo
espontanea do anion superoxido pelas células MN. Apo6s a cultura, as suspensdes foram colocadas
em placas de cultura celular de 96 pocos com um volume de 100 pl por poco e deixadas em
estufa a 37° C durante 1 hora. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro para placa com filtro
de 550 nm. A concentracdo do anion superdxido foi calculada por meio da seguinte relagéo:

Concentracdo O (nmol) =D0/6.3 x 100. (Pick & Mizel, 1981)

4.7.2. Ensaio de Fagocitose e atividade microbicida

Foram misturadas as suspensdes de células MN (2x108 células/ml) com trofozoitos de G.
lamblia (4x10* parasitos/ml), seguido de incubagdo por duas horas a 37°C. Ap0s esse periodo, a
suspensdo foi centrifugada por 10 minutos, a 160 x g sob refrigeracéo a 4°C. O "pellet” foi corado

com 200 pl de alaranjado de acridina (Sigma, St. Louis USA - concentragdo 14,4 mg/ml) por 1
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minuto e, a seguir, foi ressuspendido em meio 199 (Sigma, St. Louis USA), centrifugado e lavado
mais duas vezes. Os resultados foram obtidos pela analise em microscopio de fluorescéncia.

O indice de fagocitose foi calculado pela contagem do numero de células que
fagocitaram G. lamblia em um total de 100 celulas. O indice microbicida foi obtido a partir da
contagem de células contendo parasitos. Os parasitos fagocitados com a coloracdo laranja foram
contados como mortos, e parasitos fagocitados pelas células MN, porém, com coloracéo na cor
verde, foram considerados vivos (Franca et al. 2011). Todos os experimentos foram realizados em

duplicata.

4.7.3. Ensaio de Apoptose

Para o ensaio de apoptose foi utilizado o Kit Annexin V-FITC Apoptosis Detection
(Sigma, St. Louis USA), sendo o ensaio realizado de acordo as instrucdes do fabricante.
Suspensdes de fagocitos MN de sangue foram pré-tratados ou nédo citocinas e incubadas com G.
lamblia durante um periodo de tempo de 2 horas em estufa (37°C-5% de CO2). Um controle
positivo foi preparado utilizando-se suspensdo de fagdcitos mononucleares de sangue
estimulados com estaurosporina (Sigma 100ug/ml), incubadas por um periodo de oito horas
(PUNDT et al. 2009) em estufa (37°C-5% de CO2). A seguir, os fagdcitos MN-G. lamblia foram
incubados por 10 min. a temperatura ambiente com anexina V-FITC e iodeto de propidio. Depois
desse periodo, a suspensdo, células e trofozoitos, foram analisadas no fluorimetro (Fluoroskan

Ascent™ FL Microplate, USA).
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4.7.4. Liberacdo de Calcio Intracelular pelos fagocitos do sangue periférico humano

A liberacdo de calcio intracelular foi realizada utilizando o cromdgeno Fluo-3 (Fluo3-
Acetoxymethyl, AM-Sigma, St. Louis USA). A aquisicdo e andlises dos resultados foram
realizadas no Citdmetro de Fluxo (Facscalibur, BD Bioscience, USA). Suspens@es de células MN
do sangue foram pré-incubadas com as citocinas, conforme descrito anteriormente. A suspensao
foi centrifugada duas vezes (160 x g, 10 min, 4° C) ressuspendida em PBS contendo BSA
(5mg/ml) e incubadas com 5 pL de Fluo-3 (1pg/ml) por uma hora a 37° C. Apés a incubacao, as
células foram lavadas duas vezes em PBS-BSA e a leitura foram detectadas no filtro 530/30nm
para Ca®* intracelular. Os dados foram analisados com o software Cell Quest (BD Bioscience,
USA). A liberacdo intracelular de Ca?* foi expressa pela média geométrica (%) de intensidade de

fluorescéncia de Fluo-3 (Honorio-Franca et al, 2013).

4.8. Analise Estatistica

Para avaliar a concentracdo de citocinas IFN-y, TGF-p IL-4 e IL-17, bem como o0s
indices de liberagcdo do anion superoxido, fagocitose, atividade microbicida, apoptose e liberacdo
de célcio intracelular, foram realizados ensaios in vitro todos em duplicata e utilizou-se o teste de
Analise de Variancia (ANOVA), seguido pelo teste de comparagfes mdltiplas de Tukey. As

estatisticas foram consideradas significativas quando o valor de p foi menor que 0.05 (P<0.05).
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A andlise dos dados se dispde sob a forma de figuras e tabelas, apresentados na sequéncia abaixo:

Concentracdo de citocinas em culturas de células e G. lamblia;

Producéo de anion superoxido

>

>

» Atividade Microbicida
» Apoptose

>

Liberacéo de célcio intracelular
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5.1. Concentraces de citocinas (IFN-y, TGF-B, IL-4 e 1L-17) liberadas em culturas de fagocitos

MN na presenca de G. lamblia.

A concentracdo de citocinas liberadas em cultura de fagécitos MN e trofozoitos de G.
lamblia estdo apresentadas na tabela I. Observa-se que durante a interacdo de fagocitos MN e G.
lamblia houve liberacdo de todas as citocinas avaliadas. O IFN-, foi a citocina que se apresentou
em maior concentracdo no sobrenadante de cultura de fagécitos MN e G. lamblia. As demais

citocinas avaliadas apresentaram valores similares.

Tabela I. Concentracéo de citocinas liberadas em sobrenadante de cultura pelos fagécitos MN na

presenca de trofozoitos de G. lamblia.

Citocinas Concetracéo (pg/ml)
IL-4 5.43+0.36
IFN-y 14.50+3.1

TGF-B 6.44+0.82
IL-17 6.30+0.44

Os resultados estdo apresentados em média e desvio padréo.
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5.2. Liberacgdo de anion superdxido por fagdcitos MN na presenca de citocinas.

A liberacdo de anion superdxido pelos fagocitos MN estimulados por citocinas na
presenca de G.Lamblia estdo apresentadas na tabela Il. Observa-se que houve aumento da
liberacdo de superoxido quando os fagocitos MN foram estimuladas pelas citocinas. As maiores
concentracdes de superoxido foram observadas quando os fagocitos MN foram previamente

tratados pelo TGF-f (tabela 2).

Tabela Il. Liberacdo de anion superéxido na interacdo entre Fagécitos MN e G. lamblia na

auséncia e presenca de citocinas (IFN- vy, TGF-p, IL-4 e IL-17).

Fagdcitos MN R
] Anion Superdxido (nmols)
incubados com

1.8+0.8
PBS
2.1+0.8
G. lamblia

7.1+1.2**
G. lamblia + IFN-y

12.6+2.6**
G. lamblia + TGF-$

5.4+1.4**
G. lamblia + IL-4

6.5+1.6**

G. lamblia + IL-17

Os resultados estdo apresentados em média e desvio padréo. P<0.05.
* diferencas entre os fagdcitos ndo tratados (controle) e os tratados com citocinas.

*diferencas entre fagdcitos MN incubados com G. lamblia ndo tratados (controle) por citocinas e o0s

incubados com G. lamblia tratados pelas citocinas.
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5.3. Atividade fagocitica de células MN para G. lamblia

Na figura 1 estdo apresentados os indices de fagocitose de células MN tratados por IFN-y,
TGF-B, IL-4 e IL-17. Observa-se que os indices fagociticos de células MN foram maiores quando
estas células foram tratadas por citocinas. Os maiores indices de fagocitose de G. lamblia foram
observados quando as células MN foram tratadas com TGF-B. As citocinas IFN- vy, IL-17 e IL-4

mostraram indices fagociticos similares e maiores quando comparados aos indices de células MN

ndo tratadas pelas citocinas.

100

80

0 I I I I I

INF-y TGF-p IL-17

=)
=]

Indice de Fagocitose (%)
(= =

Fagdcitos MN + G. lamblia

Figura 1. indice de fagocitose na interagdo dos MN + G. lamblia na presenca de citocinas.
P <0.05.

* indica diferengas em relacéo aos fagdcitos MN néo tratados (controle) e os tratados com citocinas.

# diferencas entre os fagocitos MN do grupos tratados por citocinas.

34



Resultados

5.4. Atividade microbicida dos fagdcitos MN para G. lamblia

A atividade microbicida dos fagocitos MN tratados com IFN-y, TGF-B, IL-4 e IL-17 para
G. lamblia séo apresentados na figura 2. Observa-se que houve aumento dos indices microbicidas
quando os fagocitos MN foram tratados por TGF-B, IL-4 e IL-17. Os maiores indices
microbicidas foram observados quando os fagécitos MN foram tratados pelo TGF- B. O
tratamento pelas citocinas IL-4 e IL-17 apresentaram indices microbicidas similares e superiores
aos indices microbicidas observados pelos fagdcitos MN tratados por IFN-, e os fagocitos MN

n&o tratadas pelas citocinas.
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Figura 2. Atividade microbicida dos fagdcitos MN tratados por citocinas (IFN-y TGF-B, IL-4 e IL-17) na

presenca de G. lamblia. P<0.05.
*indica diferenga entre o grupo controle (sem citocinas) com 0s grupos tratados com citocinas.

# indica diferengas entre os grupos tratados com citocinas.
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5.5. indice de apoptose de fagdcitos MN em presenca de G. lamblia, tratados, ou ndo, por
citocinas.

Os indices de apoptose fagocitos MN em presenca de G. lamblia estdo apresentados na
figura 3. Os fagocitos MN apresentaram baixos indices apoptoticos na auséncia de G. lamblia.
Quando estas células foram incubadas com G. lamblia houve aumento de morte por apoptose.

Houve aumento dos indices de apoptose quando os fagocitos MN foram tratados pelas
citocinas e incubados com G. lamblia. Estes indices de apoptose foram maiores quando 0s
fagocitos MN foram tratadas pelo TGF-f3 e menores quando os fagdcitos MN foram tratadas pela
IL-4. Os fagdcitos MN tratados por IFN-y e IL-17 apresentaram indices de apoptoses similares
aos indices observados quando os fagdcitos MN nao foram tratados pelas citocinas, porém
incubados com o parasito, e maiores aos indices observados pelo fagécito MN néo tratados pelas
citocinas e ndo incubada pelo parasito.
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Figura 3. indice de apoptose de fagdcitos MN tratados por citocinas (IFN-y TGF-B, IL-4 e IL-17) durante
interaces com G. lamblia. P<0.05.

*indica diferencas entre o grupo controle (sem citocinas) com os grupos tratados com citocinas.

# indica diferencas entre os grupos tratados com citocinas.
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5.6. Liberacéo de célcio intracelular pelos fagocitos MN tratados, ou ndo, por citocinas.

A liberacdo de calcio intracelular por fagécitos MN estimulados por citocinas IFN-y,
TGF-B, IL-4 e IL-17 estdo apresentadas nas figuras 4. Os fagocitos MN foram marcadas por
Fluo-3 (Fluo-3 Acetoxymethyl) e a intensidade da fluorescéncia foi analisada por citometria de
fluxo e expressa em média a intensidade de fluorescéncia. Observa-se que houve aumento da
liberacdo de calcio intracelular de fagocitos MN tratados com IFN-y e IL-4. Quando os fagdcitos
MN foram tratados com TGF-p e IL-17 observa-se que a liberacdo de calcio intracelular foi

simular a liberacdo de fagdcitos MN ndo tratadas pelas citocinas.

INF-y TGF-B IL-17

7]

Intensidade de Fluorescéncia
ok (]

[=]

Fagocitos MN + G. lamblia

Figura 4. Liberacdo de célcio intracelular pelos fagocitos MN tratados por IFN-y, TGF-B, IL-4 e IL-17.
P<0.05.
* indica diferencas entre o grupo controle (sem citocinas) com os grupos tratados com citocinas.

*#indica diferencas entre os grupos tratados com citocinas.
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A variacao da resposta imunologica do hospedeiro é de fundamental importancia para
determinar o curso e a sintomatologia na IFNeccdo por G. lamblia. Fatores ligados ao parasito
como viruléncia, patogenicidade, numero de cistos ingeridos e presenca de Infecgdes
concomitantes, bem como ao hospedeiro, como condi¢do imunoldgica, idade e estado nutricional
determinam, em conjunto, o curso clinico da IFNecc¢do (Boreham, 1991).

A giardiase € um grave problema de salde em paises em desenvolvimento, sendo
considerada uma das principais InfeccGes por parasitos em humanos (Eckmann, 2003). Este
trabalho descreve as concentragGes das citocinas IFN-y, TGF-B, IL-4 e IL-17 em sobrenadante de
culturas de fagocitos MN do sangue humano e G. lamblia, e como estas citocinas modulam a
atividade funcional de fagdcitos MN durante interacGes com o parasito.

A resposta imunoldgica para giardiase tem papel relevante para a protecdo do hospedeiro.
Sabe-se que o desenvolvimento desta doenca depende de inimeros fatores, dentre estes, as
diferencas entre o parasito e a suscetibilidade do hospedeiro. Neste trabalho observou-se que em
culturas de fagdcitos e trofozoitos ocorre a liberacdo de IFN-y, TGF-B, IL-4 e I1L-17, sendo que

maiores concentracOes detectadas foram de IFN-y.

O papel das células MN e os mecanismos efetores para G. lamblia tem sido relatado em
varios estudos (Hill & Pearson, 1987), e estes sugerem que h& correlacdo de citocinas com
atividade citotdxica das células MN para G. lamblia, uma vez que células estimuladas por essas

moléculas aumentam suas habilidades microbicidas.

O IFN-y tem grande relevancia, sobretudo na atividade de fagdcitos (Fagundes et al.
2013). Por isso a participacdo da imunidade mediada por células MN tem papel fundamental nas

InfeccBes por protozoarios. Sabe-se que esta resposta imunoldgica induz uma cascata de eventos
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como a secrecdo de citocinas pro-IFNlamatorias, que permite o parasito evadir do sistema

imunolégico do hospedeiro, contribuindo para patogénese (Baeza et al. 2010).

Neste trabalho também foi evidenciada a presenca de TGF-f em culturas de células MN ¢
G. lamblia. A importancia desta citocina durante as intera¢fes fagocitos MN-parasito pode ser
devido esta citocina ser ativa na imunidade de mucosa, atuando diretamente em fagdcitos
(Fagundes et al, 2013), bem como na producdo de IgA (Corthésy, 2007). A IgA pode agir no
limen intestinal impedindo a adesdo da Giardia spp., além de impossibilitar a permanéncia de
antigenos excretados pelo parasito ao limen. Esta imunoglobulina pode neutralizar esses

antigenos durante o transito pelo epitélio, inibindo diretamente a reproducdo de G. lamblia.

Na literatura o papel imunomodulador do TGF-f é controverso. Alguns autores relatam
que esta citocina apresenta efeitos inibitdrios (Fank et al. 1992), enquanto outros efeitos
estimulatorios (Fagundes et al. 2013). Acredita-se que a funcdo do TGF- B depende de vérios
fatores como fendtipo da célula, estimulo e o local da resposta imunolégica. Neste trabalho a
producdo do TGF- B durante as interagdes célulasMN/parasitos sugere que esta citocina além de
determinar o recrutamento de células para o local da IFNeccdo (Celada & Maki, 1992), pode
estimular estas células, o que corrobora com trabalhos anteriores (Fagundes et al. 2013). Estas
células MN uma vez ativadas, provavelmente, aumentam a producdo de IgA do tipo secretoria na
mucosa intestinal e atuam diretamente na eliminacéo do parasito.

As citocinas exercem efeitos na sinalizacdo e regulacdo biolégica em varios processos
fisiologicos e estdo relacionadas com a ativacéo dos fagocitos e producdo de espécies reativas de
oxigénio (Séguin et al. 1997). A eficiéncia da atividade microbicida dos fagocitos esta
relacionada ao estresse oxidativo e formacdo de espécies reativas do oxigénio (ROS), sendo este

processo fundamental para eliminacéo de patégenos. A geragéo de radicais livres contribui para a
40



Discusséo
eficiéncia dos fagocitos, porém a persisténcia desses radicais e a producdo de enzimas por alguns
parasitos podem levar em morte da célula do hospedeiro (Ferrari & Junior, 2011).

Estudos relatam que, durante Infec¢bes por protozoarios ocorre participacdo ativa dos
metabolitos de oxigénio (Franca et al. 2012; Franca et al. 2009; Franca et al. 2013). No presente
estudo, as citocinas modularam a liberacdo do anion superoxido. Houve aumento de liberacéo de
anion superoxido pelos fagocitos MN na presenca de G. lamblia. Este aumento foi mais

expressivo quando os fagdcitos foram tratados pelas citocinas.

O reconhecimento de antigenos de G. lamblia é dependente de células T e tem
importante papel para imunidade de mucosa. Alguns estudos relatam que em humanos a resposta
imunolégica celular para giardiase necessita da cooperacdo de fagdcitos MN e IIFNGcitos T
circulantes (Crouch, 1991). Fagocitos MN sobre acdo de citocinas podem levar a morte dos
trofozoitos, sendo esta atividade atribuida ao estresse oxidativo. Esse mecanismo de ataque
determina os mecanismos efetores como responsaveis pelo processo de eliminacdo do parasito
(Faubert, 2000).

Neste trabalho a liberacdo do anion superoxido, interferiu positivamente na capacidade
microbicida das células. As citocinas foram capazes de modular a fagocitose de trofozoitos de G.
lamblia. A fagocitose e a atividade microbicida de células, com producdo de metabdlitos ativos
do oxigénio, sdo importantes mecanismos de defesa para varias Infeccbes bacterianas (Casares &
Richie, 2009) fangicas (Pacheco et al. 2014) e protozoarios (Franca-Botelho et al. 2011).
Citocinas como IFN-y primeiramente atuam sobre mondcitos e macrofagos ativando seus
mecanismos de fagocitose e microbicidas (Dickson-Gonzalez et al. 2009). Estudos in vitro,
comprovam que celulas MN tem melhor atividade sob a ativagdo de citocinas como IFN- y, uma
vez que aumenta sua atividade microbicida (Chadee & Heerovitch, 1989).
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No presente estudo a atividade de microbicida dos fagocitos foi IFNluenciada pelas
citocinas, sendo o TGF-p mais eficaz neste processo, uma vez que potencializou o estresse
oxidativo celular, com liberacdo de elevadas concentracfes de anion superoxido. O aumento de
superdxido pode estar relacionado ao aumento de apoptose (Ferrari et al. 2009; Espino et al.2010;
Espino et al., 2011)

A apoptose, ou morte celular programada (PCD), € uma resposta fisiologica que
desempenha um papel importante no desenvolvimento normal no volume de células, mantendo
um nuamero de celular correto em organismos, equilibrando o crescimento celular e morte e esta

envolvida em varios processos patoldgicos (Earnshaw, 1995).

Este processo ocorre por uma familia de proteases de cisteina intracelular presente como
precursores latentes, que sdo ativados por meio de duas principais vias apopt6ticas, isto é, uma
extrinseca e um intrinseco. A via extrinseca é desencadeada por estimulacdo de receptores de
morte, 0 que leva o recrutamento de pro-caspase-8 e a sua consequente clivagem na forma ativa
caspase-8. A via intrinseca € ativada por varios estimulos que leva a danos e as mitocondrias
levam a ativacdo de pro-caspase-9. As duas vias convergem para ativar o efetor a jusante de
caspase-3 (Thornberry E Lazebnik, 1998), que, também por de outras caspases efetoras, é
responsavel por alteracdes morfoldgicas de apoptose celular, encolhimento celular, condensagédo

do cromossomo e fragmentacdo do DNA (Schwartzman & Cidlowski,1993; Hengartner, 2000).

A apoptose é um fator importante para a sobrevivéncia do parasito e patogenicidade
(James & Green, 2004, Lisi et al. 2005; Picot, 2006). Em particular, nos casos de IFNeccao por
G. lamblia, indicam uma relagdo entre o enterdcito, a apoptose e a perda da funcdo de barreira
epitelial duodenal, de humanos recém-IFNectados com trofozoitos de cepas de G. lamblia (Chin

et al. 2002).
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Neste trabalho houve aumento da atividade microbicida e do indice de apoptose durante
interacdes de fagdcitos MN-parasito. Estes indices foram maiores na presenca do TGF- . A
literatura relata que a apoptose induzida por G. lamblia estd relacionada com uma perda de
células epiteliais em pequenas monocamadas intestinais, e aumento da permeabilidade num
processo dependente de caspase-3 (Chin et al. 2002). Também parece que trofozoitos séo capazes
de induzir a apoptose, sugerindo um possivel papel para moléculas liberadas pelo parasito,

particularmente antigenos com uma atividade proteolitica (Jimenez et al. 2004).

Na literatura, alguns trabalhos mostram que a inducdo de apoptose pode contribuir para a
patogénese da giardiase, devido a perda de funcdo da barreira epitelial da mucosa intestinal e
aumento da permeabilidade de uma forma dependente da caspase-3 (Chin et al. 2002), enquanto
outros relatam que a IFNec¢do da G. lamblia em humanos é resultante de uma combinacédo de
transporte epitelial e disfuncdo da barreira da mucosa intestinal (Troeger et al. 2007). Neste
estudo, os altos indices de apoptose associados a0 aumento da atividade microbicida e liberacédo
de superdxido pelos fagdcitos MN, observados na presenca de TGF-B, provavelmente estdo

associados aos mecanismos efetivos da fagocitose que culminam com a morte do parasito.

Neste estudo também se observou comportamento similar de fagdcitos MN na presenca
do parasito quando tratados por IL-17. Os indices microbicidas e de apoptose aumentaram na

presenca de I1L-17.

Células Th17 e produtoras de IL-17 tém uma funcdo pro-1FNlamatoria e podem induzir a
producéo de citocinas pré-IFNlamatdrias e quimiocinas, fazendo o recrutamento de células MN.

A hipotese de que a IL-17 também desempenha um papel importante no desenvolvimento de
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imunidade protetora € possivel para G. lamblia, e tem sido mostrado em modelos experimentais
(Mdller & Von Allmen, 2005).

O papel da IL-17 na eliminacdo do parasito pode estar associado aos elevados niveis de
TGF-B. Acredita-se que a populacdo de células Th 17 induza uma regulacdo das células Treg e
células TCD4 que pode aumentar a liberacdo de TGF-B. Assim, a cooperacdo das outras citocinas
pode evidenciar a presencas de ambos os perfis de imunidade quando na presenca do trofozoito,
sugerindo que a IL-17 possa ser uma citocina promissora para regulacdo da resposta imunoldgica
e cooperacdo com outras células a fim de minimizar os danos causados pela G. lamblia (Scott et
al. 2004).

A acdo de citocinas também esta associada com um ndmero de processos tais como
alteracdes no Ca?* intracelular por fagocitos (Fagundes et al. 2013). Neste trabalho tanto TGF-
como a IL-17 apesar de aumentarem a liberacdo de superdxido e os indices de apoptose néo
alteraram a liberacdo de Ca?* intracelular em fagécitos MN. Por outro lado foi observado que
IFN- y ndo alterou a atividade microbicida do fagécitos MN para G. lamblia, mas foi capaz de
induzir aumento de liberacdo de superdxido, fagocitose, de apoptose e de calcio intracelular,
sugerindo que estas citocinas determinam diferentes mecanismos microbicidas em fagécitos MN
quando na presenca do parasito.

Por outro lado, 0 aumento dos indices de apoptose pode estar relacionado ao aumento de
calcio intracelular (Espino et al. 2010; Espino et al. 2011). O aumento da liberacdo de superdxido
modifica a resposta de Ca®" intracelular e os eventos de fosforilagdo durante o metabolismo
oxidativo (Carrichon et al. 2011), em resposta a hormonios (Morceli et al. 2013) e citocinas

(Fagundes et al. 2013).
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O aumento da liberacdo de superoxido pelos fagocitos MN na presenca das diferentes
citocinas e do parasito, e as diferentes respostas microbicidas encontradas sugerem efeitos
imunomoduladores das citocinas diferenciados sobre a atividade microbicida destes fagocitos
MN durante as Infec¢cdes por G. lamblia. Deve ser considerando que G. lamblia vive no intestino
em contato constante com os fatores imunologicos da mucosa, € a interacdo destas citocinas e
células MN pode ser um importante mecanismo de protecdo conferido pela imunidade da
mucosa.

Parece que a imunidade para protozoarios é dependente de resposta do tipo Thl, e que a
resposta do tipo Th2 com a producdo de IL-4 pode causar processos IFNlamatorios e danos
teciduais (Garcia-Zepeda, 2007). Por outro lado a resposta em relacdo a IL-4 se deve a mudanca
de resposta celular. Os resultados encontrados neste estudo para G. lamblia permitem concluir
que a IL-4 foi capaz de ativar os mecanismos microbicidas dos fagocitos com producdo ativa de
metabolitos ativos do oxigénio, sem no entanto induzir os mecanismos de ativacao de apoptose.

A evidéncia do papel modulador das citocinas sobre a atividade funcional de fagocitos
sugere a importancia de interaces entre componentes solUveis, em especial as citocinas.
Considerando que o habitat do parasito, os resultados do presente estudo reforcam a necessidade
da integridade da imunidade do hospedeiro, tanto sisttmica como de mucosa, durante as

Infeccgdes por G. lamblia.
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v As maiores concentracGes de citocinas presentes em culturas de fagécitos MN- G. lamblia
foram de IFN-y e TGF-j;

v' O tratamento dos fagocitos MN pelas citocinas aumentou a liberacdo de superdxido
quando estas celulas foram incubadas com G. lamblia;

v A fagocitose foi maior quando os fagécitos MN foram tratados pelas citocinas, sugerindo
que a fagocitose € um importante mecanismo de defesa do hopedeiro para G. Lamblia;

v A atividade microbicida dos fagocitos MN foi maior quando estas células foram tratadas
pelas citocinas. Os maiores indices microbicidas foram observados quando os fagocitos
foram tratados por TGF-f;

v As citocinas IFN-y, TGF- B ¢ IL-4 induziu morte por apoptose em fagocitos MN-G.
lamblia;

v" Houve aumento de IFNIuxo de célcio intracelular pelos fagécitos MN estimulado por
IFN-y e IL-4,

v' Estes dados sugerem que as citocinas, IFN-y, TGF-B, IL-4 e IL-17, modulam a atividade
funcional de fagécitos MN do sangue e esta atividade parece ser de fundamental

importancia para o controle da Giardiase.
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Anexo 1 — Parecer do Comité de Etica
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: Giardia lamblia € um parasita intestinal encontrado principalments em paises em desenvolvimento, com
elevada prevaléncia em criangas. A giardiase pode permanecer assintomatica ou evoluir para sintomas
severos, como diarréia, dor abdominal e cefaléia. A resposta imune da infecglo por G. lamblia em humanos
apresenta pouca ou nenhuma inflamagio na mucosa. Ma literatura estudos t&m determinado que algumas
citocinas estdo envolvidas na imunidade para G. lamblia, como a interieucina-§ (IL-6) e o fator de necrose
tumaoral-; (TNF-;). O papel das células fagociticas parece ser muito importants na giardiase, porém pouco
se conhece scbre os efeitos imunomeduladores de citocinas. Assim o objetive do presente trabalho sera
avaliar in vitro a imunomodulagio de fagdcitos do sangue humano por citocinas e os perfis de respostas
Th1, Th2, Th3 e Th17 na presenga de G. lamblia.

Objetive da Pesquisa:

Objetive Primério:

Verificar o perfil Th1, ThZ, Thi7 em culturas de células do sangue humano na presenga de G. lamblia e
analisar a atividade funcional de fagécitos do
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Anexo 3— Termo de consentimento livre e esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROS50 - UFMT
CAMPUS UNIVEESITARIO DO ARAGUAIA — CUA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVEE E ESCLARF CTIN)

Vocé esta sendo comvidado(z) para partidpar, come velunmtirie, da pesguisa
“IMUNOMODULACAO POR CITOCINAS DE CELULAS SANGUINEAS MA PRESENCA
DE &. lamblia®™. Apos ser esclarecida sobre as informagdes a seguir, no case de aceitar fazer
parte do esmdo, assine ao fimal deste documento, que esta em duas vias, wna delas é sua e 3
outra & do pesquisador respomsavel. Em caso de recusa voce nio tera nenhum prejuizo em sua
relacio com o pesquisador ou com A institnicio que recebe assisténcia. Em caso de divida vocé
pode procurar o Comité de Efica em Pesquisa do Campus Universitario do Araguaia - UFMT-
pelo telefome (66) 34015317. O objetivo deste estude & avaliar o comportzmente do
protozearie frente a acio dos fagocites modulades por citocinas. Os riscos relacionados com
sus participacio na pesquisa 30 minimes, devide 3 pequens quantidade de material = ser
colbido, com técmica adeguads por profssionais devidamente habilitados e Com materizis

Os dados pessoais referentes a pessoa serdo confidenciais e garantimes o sigilo de sua
participa¢io durante toda pesquiza, inclusive na divulgacdo da mesma Os dados ndo serio
divolgados de forma @ possibilitar sua identificagio. Vocé recebera uma copia desse termo onde
tem o nome, telefone e endereco do pesguisador responsavel, pama que voce possa localiza-lo a
qualquer tempo.  Maximilian Wilhelm Brnme, odontologe, n° cel 66 81127743, e-mail:
maxbrmefahotmail com.

Considerando os dados acima, CONFIBEMO estar sendo informade por escto e
verbalmente dos objetives desta pesquisa e em caso de divolgacio por foto e'ou wvideo

AUTORIZO a publicagio.
idade:.........sexoc ... Matmalidade:. ... ... .. . poradonfs) do deoumemo RG
| R declaro que entendi o5 objetivos, rscos e beneficios de minhs participacio na

pesquisa e concordo em participar.

Assinatura do participante

Assinatura de pesquisador principal
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