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Resumo

A ivermectina é amplamente utilizada no controle de vermes, assim como,
parasitos de pele; interfere na transmissao de impulsos nervosos de parasitas,
causando a sua paralisia e morte. Neste trabalho, investigamos o efeito do
tratamento com ivermectina sobre as atividades de fagdcitos. Foram utilizados
camundongos swiss machos, com 30 dias, tratados 2 vezes com ivermectina
1% diluida 1: 20 com um intervalo de uma semana. Um grupo de animais
foi infectado com Candida albicans depois de uma semana e o outro apds
15 dias e sacrificados apos 1/2, 2, 6, 24 e 72h. As células do exudato
peritoneal foram coletadas e 0,2 ml adicionadas em laminulas de vidro e
incubadas por 30 minutos a 37°C. Ap6s, foram fixadas em metanol e coradas
por May-Grunwald-Giemsa, sendo analisadas em microscopio optico,
contando-se 10 campos em imersao. Avaliou-se o nimero de células
fagociticas e a porcentagem de células fagocitando. A populacao de
macréfagos e neutrdfilos, assim como, a porcentagem de células fagocitantes
foi superior quando a infeccio foi feita uma semana apés dois tratamentos
com ivermectina comparado com aqueles que aguardaram 15 dias apos
estes procedimentos. Os resultados sugerem que a ivermectina agiu alterando
a resposta imune.
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Abstract

Ivermectin is widely used on control of worm, as well as, parasite of skin;
and interfere in the transmission of nerve impulse of parasites, causing its
paralyis and death. In this work, we investigate the effect of treatment with
ivermectin on the activities of phagocytes. Swiss male with 30 days old
were used, which received twice ivermectin 1% diluted 1:20, with 1 week of
pause between the treatments. One group of animals was infected afterl
week and the second group, 15 days after ivermectin and sacrificed after 1/
2, 2,6, 24, and 72 hours. The peritoneal exudate cells were collected and 0,
2 ml added on coverslips for adherence at 37°C for 30 min. The cells were
fixed in methanol, stained in May-Grumwald-Giemsa and analysed on optic
microscope, by counting 10 fields. It was analysed the number of phagocytic
cells and percentage of phagocytosing cells. The population of macrophages
and neutrophils, as well as, the percentage of phagocytosing cells was
higher in animals que received ivermectin one week before infection
compared to animals with pause of two weeks after ivermectin. These results
suggest that ivermectin acted directely increasing the immune response.
Key words: ivermectin, phagocytose, Candida albicans, immune response

INTRODUCAO

C. albicans comumente vive em balanco com outros
membros da microbiota normal de individuos sadios. Varios
tipos de imunossupressao, provocadas por infeccdes por HIV
ou terapia imunossupressiva em transplantados, ou ainda o
uso de quimioterdpicos em pacientes com cancer, podem
predispor as manifestacoes de fatores de viruléncia por este
patégeno iniciando uma candidiase local ou sistémica .

O primeiro mecanismo de resisténcia a candidiase do
hospedeiro esta centrado na imunidade celular, e as células
fagociticas constituem a primeira linha de defesa. Macrofagos
ativados ingerem e matam blastoconideos, secretando espécies
reativas de oxigénio e 6xido nitrico, enquanto os neutrofilos
atacam as pseudo-hifas pela liberacao de enzimas hidroliticas,
producao de HCLO, NH_CL e proteinas toxicas 7. Préviamente
demonstrou-se que concanavalina-A (Con-A) induz maior
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expressao de receptores de manose e receptores para c3b e
ic3b em macréfagos peritoneais com conseqiiente aumento
da atividade fagocitica e candidacida ®'° para o isolado 577.
Os animais pré-tratados com Con-A superaram uma infec¢ao
com in6culo letal de C. albicans, enquanto 80% dos animais
tratados com PBS morreram %

Para o estudo de infeccao com C. albicans, os
camundongos devem ser livres de vermes, desde que a
presenca deles interfere com a resposta imununolégica. A
ivermectina vem sendo utilizada como droga de escolha na
oncocercose desde 1987, e no controle contra nematdides
gastrointestinais e pulmonares, assim como parasitos externos;
tem como caracteristica principal interferir na transmissao de
impulsos nervosos de parasitas, causando a sua paralisia e
morte V. Neste trabalho, investigamos: o efeito do tratamento
com ivermectina sobre a eliminacio de vermes e o periodo
de espera necessiario apos tratamento com ivermectina para
que a resposta imunologica retorne aos padroes basais e niao
haja interferéncia no estudo da infeccdo por C. albicans.

MATERIAIS E METODOS

Cultivo de Candida albicans

A amostra de C. albicans (CR15), isolada de paciente
com infeccao oral, HIV+, internado no (Hospital Universitario
Regional Norte do Parand) foi mantida em agar Sabouraud
dextrose. Para os experimentos, alcadas do estoque foram
transferidas para o Caldo Sabouraud e incubadas a 28°C. As
células obtidas apds 48 horas de crescimento foram lavadas
trés vezes em solucao salina tamponada com fosfato (PBS),
com pH 7,0 e inoculadas nos animais 107/ml.
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Tratamento dos animais

Foram utilizados (4 grupos) de camundongos Swiss
machos com 30 dias. Estes animais foram pulverizados duas
vezes com ivermectina 1% (Supramec, Industria Quimica e
Farmacéutica Schering-Plough Veterindria, Rio de Janeiro)
diluida 1: 20 com intervalo nos tratamentos de uma semana.
Para verificar o efeito do tratamento com ivermectina as células
fagociticas de dois grupos de animais foram analisadas apos 1
semana e outro apds 2 semanas de tratamento. Estes dois
grupos nio tiveram infeccdo com C. albicans. Um terceiro
grupo de animais foi infectado com C. albicans depois de 1
semana, e o quarto grupo 15 dias pds tratamento com
ivermectina. Os camundongos foram mantidos com dgua, racio,
e sepilho autoclavados, e as gaiolas foram lavadas a cada
troca do sepilho (3 vezes por semana).

Ap6ds 15 dias do tratamento com ivermectina analisamos,
pelos métodos de Hoffman e de Faust e cols., a presenca de
vermes nas fezes desses animais.

Ensaios fagociticos ex-vivo

Ap6s os tratamentos com ivermectina, os animais foram
infectados com 107 de C. albicans (CR15) e sacrificados apds
1/2, 2, 6, 24 e 72 h. As células do exudato peritoneal foram
obtidas pela lavagem com meio RPMI contendo 1% de
albumina. Foram incubadas em laminulas de vidro por 30
minutos a 37°C em placa de cultura de células. As células
foram coradas por May-Grunwald-Giemsa e analisadas em
microscopio Optico, contando-se 10 campos em imersao por
laminula. Avaliou-se o nimero médio e erro padrio de células
fagociticas e a porcentagem de células fagocitando a partir de
4 experimentos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O tratamento com ivermectina por 2 vezes foi satisfatorio
na eliminacio de vermes. Entretanto, observamos que apds 7
dias de tratamento com ivermectina os animais, sem infeccio
com C. albicans, mostraram macrofagos grandes e espraiados,
com aspecto similar aos fagocitos ativados com concanavalina-
A. Analisamos entio, as células fagociticas apds 7 e 15 dias
de tratamento com ivermectina e como podemos observar na
Tabela 1, a porcentagem de macrofagos grandes € muito alta,
em torno de 36,6% que foi reduzido para 5,6% entre 7 e 15
dias respectivamente. Com relacio aos neutrdfilos, nao houve
diferenca entre os 2 grupos estudados, sendo de baixa
freqiéncia indicando auséncia de infeccao (Tabela 1).

Tabela 1. Populacoes de células fagociticas peritoneais apds tratamento
com ivermectina

Tratamento % de células fagociticas
Macréfagos pequenos  Macrofagos grandes Neutrofilos
7 61,93 + 20,24 36,61 % 20,33 1,46 * 0,44
15 94,13 + 2,83 5,64 + 2,84 0,23 + 0,32

Camundongos machos Swiss foram tratados 2 vezes com ivermectina diluida
1:20 e com intervalo de 1 semana. Apds 7 e 15 dias, foram avaliadas as
populacdes de células fagociticas na cavidade peritoneal. Os resultados
correspondem a média e erro padrao de 4 experimentos.

A Figura 1 A mostra que o numero de macrofagos
aumentou com o decorrer da infeccio com C. albicans nos
animais com ivermectina 15 dias antes da infeccdo. Este perfil
foi reproduzido em muitos experimentos e apresentados em

(12,13)

encontros cientificos . O tratamento com ivermectina uma
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Unica vez e a espera de 15 dias para uso dos animais mostrou
resultados similares (dados nao mostrados). Em adicao, o nimero
de macréfagos em animais que receberam ivermectina e foram
infectados 7 dias depois com C. albicans apresentaram uma
grande flutuacio de macrofagos durante a infecgao, sendo que
este fato estd sendo estudado. A popula¢io maxima de neutrdfilos
foi observada apdés 24 h de infeccio nos animais infectados 1
semana apds tratamento com ivermectina (Figura 1B).
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Figura 1. Populacio de células fagociticas pds-infeccio com Candida
albicans.

As células fagociticas peritoneais (A) macrofagos e (B) neutréfilos foram
avaliadas entre 1/2 e 72 h de infeccio com C. albicans 10’/ml. Coluna
fechada apds 7 dias e coluna aberta apds 15 dias de ivermectina.

Na infeccdo com C. albicans, apds 1 semana ao tratamento
com ivermectina a fagocitose aos 30 minutos por macréfagos
foi superior quando comparado aos fagocitos de animais que
aguardaram 15 dias para serem infectados (Figura 2A). Este
dado esta de acordo com os resultados apresentados na
Tabelal, ap6s uma semana de tratamento com ivermectina
36,6% dos macrofagos eram grandes e, portanto, com maior
potencial para fagocitar. Investigacoes de nosso laboratorio
mostram que a concanavalina-A induz ativacio de macrofagos
por aumento de expressio de receptores de manose e
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consequentemente maior fagocitose ' Em contraste apos
passar o efeito da ivermectina os macroéfagos tornaram-se
pequenos e com baixo potencial para fagocitar'?. Com relacao
aos neutrofilos verificou-se uma alta taxa de fagocitose 2 h
pos-infeccao que foi também superior depois de uma semana
do tratamento com ivermectina com relacio aos animais
tratados com ivermectina e que aguardaram 15 para infeccao
(Figura 2B).
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Figura 2. Potencial de fagocitose para C. albicans apos tratamento com
ivermectina

A porcentagem de fagocitos (A) macrofagos e (B) neutréfilos com pelo
menos 1 Candida interiorizada foram analisadas; coluna fechada apds 7
dias e coluna aberta, apds 15 dias de ivermectina.

O efeito de ivermectina na melhora da resposta
imunoloégica foi descrito anteriormente e verificou-se que a
producio de anticorpos contra hemicias de carneiro, uma
resposta dependente de macrofagos e linfécitos T foi
aumentada pelo tratamento com ivermectina’?. Pacientes com
oncodermatites e que receberam tratamento com ivermectina
tiveram um significante aumento na resposta imune celular
(proliferacao celular) e foi sugerido que o grau de efeito
dermopatolégico esta relacionado com a resposta imune do
hospedeiro contra microfilaria e que a ivermectina aumenta
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tal resposta . Nossos resultados estio de acordo com os
dados da literatura e sugerimos que para estudo de acao de
fagocitos a um determinado patégeno, deve-se aguardar 15
dias pos-tratamento com ivermectina para que restaure 0s
padroes basais de resposta imune.
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