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RESUMO

A amebiase é a segunda principal causa de morte por parasito em todo o
mundo. O protozoario responsavel, Entamoeba histolytica, apresenta elevada
patogenicidade. E capaz de secretar proteases que dissolvem o tecido do
hospedeiro, matar suas ceélulas por contato, fagocitar eritrocitos e invadir a mucosa
intestinal causando a colite amebiana. Em alguns casos, este parasito € capaz de
romper a barreira da mucosa intestinal e chegar ao figado por meio da circulacdo
porta, onde pode causar abscesso que cresce rapidamente e € quase sempre fatal.
Evidéncias baseadas apenas na morfologia apontavam a existéncia de uma unica
espécie. No entanto, estudos mais modernos mostraram que, na realidade, ha duas
espécies geneticamente bem distintas, denominadas Entamoeba histolytica
(patogénica) e Entamoeba dispar (ndo patogénica ou comensal). Trabalhamos com
a cepa 03C de E. dispar e com as cepas HM1-IMSS e EGG de E. histolytica que
foram inoculadas em figado de hamster. Utilizamos como controle a flora do cultivo
da cepa 03C e o meio de cultura Pavlova, modificado por Silva (1972). As lesdes
hepaticas foram verificadas em trés diferentes periodos, 1, 3 e 6 dias pos-
inoculacdo. A caracterizagcdo molecular das cepas foi efetuada mediante reacao
Multiplex-PCR, utilizando os primers EdP1/EdP2 e EhP1/EhP2. As cepas de E.
histolytica (EGG e HM1) e de E. dispar (03C) foram capazes de causar lesao
hepética. A cepa EGG provocou extensos abscessos hepaticos e varios trofozoitos
foram encontrados nas lesGes ao longo dos 3 periodos de estudo. A cepa HM1
provocou abscessos menores quando comparados a cepa EGG, porém so foram
observados trofozoitos integros nos periodos 1 e 3 dias pos-inoculacéo. A cepa 03C
provocou abscesso intermediario quando comparado aos provocados pelas outras
duas cepas. Foram observados trofozoitos em todos os periodos do estudo. A cepa
EGG apresentou evolugédo progressiva da leséo, diferentemente das cepas HM1 e
03C. O processo de reparo teve inicio no periodo 3 dias pds-inculacdo, sendo mais
adiantado nas cepas 03C e HM1 no ultimo periodo observado. As caracteristicas
histopatolédgicas das lesdes variaram de acordo com o periodo de observacdo e com
a cepa inoculada.

Palavras-chave: Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar, figado, hamster,

abscesso hepatico, amebiase.
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ABSTRACT

Amoebiasis is the second leading cause of mortality from parasitic disease
worldwide. The causative protozoan parasite, Entamoeba histolytica, is a potent
pathogen. E. histolytica trophozoites secret proteinases that dissolve host tissues, Kkill
host cells and engulf red blood cells invading the intestinal mucosa and causing
amoebic colitis. In some cases amoebas breach the mucosal barrier and travel
through the portal circulation to the liver, where they cause abscesses. Amoebic liver
abscesses grow inexorably and are almost always fatal. Evidences based on
morphology pointed out for a single species in the past, but are, in fact, two
genetically distinct species, termed Entamoeba histolytica (pathogenic) and
Entamoeba dispar (non pathogenic or commensal). We worked with the strain 03C of
E. dispar and with two strains of E. histolytica (HM1-IMSS and EGG). They were
inoculated in hamster liver. We used the 03C’s flora and the medium Pavlova
modified by Silva (1972) as control groups. The injury made by them was observed in
three different periods, 1, 3 and 6 days after inoculation. The molecular
characterization of strains was made by Multiplex-PCR reaction, using the
EdP1/EdP2 and EhP1/EhP2 primers. The E. histolytica strains EGG and HM1 and E.
dispar 03C were capable of causing hamster hepatic lesion. The EGG strain
provoked extensive hepatic abscesses and some trofozoites were found in lesions
throughout the three periods of study. HM1 strain provoked smaller abscesses when
compared with EGG lesions, however, trofozoites were observed 1 and 3 days after-
inoculations. The 03C strain provoked intermediate abscesses when compared with
the two others strains. Trofozoites were observed in all days of study. EGG strain
presented gradual evolution of the injury, differently from HM1 and 03C strains. The
repair process begun 3 days after inoculation, being more advanced in 03C and HM1
strains at day 6. The histopatological characteristics of the lesions varied in

accordance with the strain inoculated and period of observation.

Key words: Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar, liver, hamster, liver abscess,

amoebiasis.
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1 INTRODUGAO

O protozoario parasita Entamoeba histolytica € o agente causador da
amebiase, uma doenca humana caracterizada pela disenteria e abscesso hepatico.
Este parasito normalmente vive no intestino grosso do homem, porém,
ocasionalmente pode penetrar na mucosa intestinal e se disseminar para outros
orgaos. E. histolytica € responsavel por 100.000 mil mortes anuais, sendo

considerada a segunda causa de mortalidade por protozoario parasita.

No final do século XIX, acreditava-se que muitos individuos,
aparentemente infectados por E. histolytica, ndo apresentavam sintomas e que a
infeccdo era espontaneamente curada. Isso foi interpretado por muitos autores como
sendo uma variacdo na viruléncia do parasito. Porém, em 1925, Emile Brumpt
sugeriu uma explicacdo alternativa para este fato, sendo assim, proposta a hipotese
da existéncia de duas espécies distintas. Uma capaz de causar a doencga invasiva e
a outra incapaz de causar a doenca. A segunda foi chamada de Entamoeba dispar.

Porém, esta hipotese ndo foi aceita por outros autores na época. Na década de 70



do século passado, o acumulo de varias evidéncias passou a sustentar a hipotese
de Brumpt de que o organismo conhecido como E. histolytica na realidade
compreendia duas espécies distintas. O surgimento de técnicas de bioquimica,
imunologia e biologia molecular mais avancadas levaram, em 1993, a uma
redescricdo da E. histolytica, separando-a da E. dispar. Muito autores acreditam que
apenas E. histolytica é capaz de causar a forma invasiva da doenca. Porém alguns
estudos mostraram que determinadas cepas de E. dispar apresentam certo grau de
viruléncia e sdo capazes de causar a doen¢a em animais de laboratério, sugerindo

assim, a capacidade de causar a doencga invasiva.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DEFINICAO

A amebiase é uma parasitose humana causada pelo protozoario
Entamoeba histolytica, com o individuo podendo ou nédo apresentar sintomas (WHO,
1997). O parasito vive normalmente no intestino grosso, porém, em alguns casos,
ele pode se estabelecer em outros 6rgdos como figado (sitio extra-intestinal mais
frequente), pulmdo e cérebro. Atualmente, € aceita a existéncia de Entamoeba
dispar, uma outra espécie envolvida na amebiase. Juntas, E. dispar e E. histolytica
formam o complexo E. histolytica/E. dispar. A primeira considerada patogénica, e a
segunda considerada incapaz de invadir a mucosa intestinal, estando associada a
amebiase nao invasiva ou luminal. Ambas sdo morfologicamente idénticas, mas
geneticamente distintas. Sendo assim, o termo amebiase deve abranger ndo so a
infecc@o por E. histolytica e seu amplo quadro clinico, como também a infec¢do por

E. dispar.



2.2 HISTORICO

As disenterias e as diarréias parecem ser aspectos clinicos conhecidos
desde a Idade Antiga. Os gregos foram os primeiros a descrevé-las e diferencia-las.
Hoje sabemos que a disenteria é uma infec¢cdo do intestino grosso que provoca
usualmente fortes dores abdominais, ulceracdo das mucosas, tenesmo e diarréia,
sempre acompanhada de muco e sangue, apos estagio inicial de diarréia aquosa. Ja
a diarreia consiste no aumento do numero de evacuacbes (fezes néo
necessariamente liquidas) e/ou a presenca de fezes amolecidas ou até liquidas nas
evacuaclOes e que normalmente ndo sdo graves e prolongam-se pelo maximo de
sete dias. Porém, seus agentes causadores s6 foram recentemente conhecidos, e

dentre eles destaca-se o protozoario E. histolytica.

A primeira descricdo de E. histolytica foi feita pelo médico russo Losch,
em 1875, na cidade de Séo Petersburgo (antiga Leningrado). Ele infectou cdes com
fezes frescas de um paciente que apresentava disenteria persistente com fezes
mucossanguinolentas. A necropsia em um dos animais mostrou ulceragcdes no
intestino grosso e amebas no conteddo intestinal. O mesmo quadro foi observado na

necropsia do paciente. Losch denominou estas amebas de Amoeba coli.

Em 1887, Koch, apds estudo sobre colera realizado no Egito e na india,
analisou amostras de fezes e necropsias de pacientes. Ele observou cinco casos de
disenteria, dois dos quais apresentaram abscessos no figado e amebas idénticas as

encontradas por Losch.
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Councilman & Lafleur, em 1891, deram o nome de Entamoeba
dysenteriae, ao parasito causador da amebiase, ap6s o estudo detalhado do quadro
clinico de 15 casos de amebiase intestinal e hepatica. Foram eles também, os
primeiros a empregarem os termos “disenteria amebiana” e “abscesso amebiano do
figado” e a sugerirem a existéncia de outra espécie de ameba, que seria nao

patogénica.

Em 1903, Schaudinn diferenciou duas amebas do trato intestinal humano.
Uma patogénica chamada E. histolytica e a outra ndo patogénica denominada
Entamoeba coli. Esta hipétese foi confirmada em 1913, por Walker & Sellards, apés
obterem experimentalmente a disenteria amebiana em voluntarios humanos que

foram infectados por cistos isolados de portadores assintomaticos.

ApoOs varias divergéncias sobre nomenclatura e comportamento quanto
aos efeitos patogénicos de E. histolytica, Dobell, em 1919, formulou a teoria unicista
a qual postulava que toda E. histolytica seria invasiva, ou seja, capaz de produzir
lesBes e que em alguns casos, os trofozoitos viveriam em estado de equilibrio com o
hospedeiro, causando lesGes que se curam, ndao determinando uma sintomatologia

importante.

Em 1925, Brumpt procurando explicar a grande frequéncia de individuos
infectados assintomaticamente e as diferencas geogréaficas em relacdo a gravidade
das formas clinicas, formulou a teoria Dualista, segundo a qual duas espécies
morfologicamente semelhantes estariam envolvidas na amebiase. Entamoeba
dysenteriea, patogénica, responsavel pelas formas sintomaticas e Entamoeba

dispar, que viveria como comensal na luz do intestino. As idéias de Brumpt foram

16



amplamente recusadas na época, pois ndo haviam métodos capazes de distinguir os

dois organismos.

Em 1925, Boeck & Drbohlav cultivaram pela primeira vez E. histolytica, o
que possibilitou novos estudos sobre o parasito. Porém, maiores avancos foram

obtidos por Diamond, em 1961, quando foi desenvolvido o cultivo axénico.

Em 1961, foi lancada por Hoare, na reunido de Paris, a teoria
Neodualista, segundo a qual a viruléncia de E. histolytica seria uma caracteristica
instavel, sujeita a variacdes devido a fatores desconhecidos. Esta teoria tambéem
ficou conhecida como Pluralista, pois defendia a idéia da existéncia de cepas de E.
histolytica com diferentes graus de viruléncia, causando desde infec¢cOes

assintomaticas a formas graves da doenca.

Em 1978, Sageaunt et al. demonstraram diferencas bioquimicas usando
como parametro o perfil de isoenzimas (zimodemos) de isolados denominados
“patogénicos” e “ndo patogénicos”. Estes dois grupos apresentavam diferengas na
viruléncia quando submetidos a testes bioldgicos. De forma geral, o zimodema das
cepas se correlacionava com a forma clinica e com parametros bioldgicos.
Posteriormente, com o avango tecnoldgico, a distingdo entre as duas formas
(patogénica e nao-patogénica) pdde ser realizada a nivel molecular. A partir disso, a
Organizacdo Mundial de Saude e os pesquisadores presentes no Seminario de
Amebiase realizado no México em 1997, anuiram que E. histolytica e E. dispar eram
duas espécies morfologicamente idénticas a microscopia Optica e que formavam o

complexo E. histolytica/E. dispar.
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E. histolytica ser& citada com mais frequéncia nesta revisao pelo fato dela
ser a espécie mais estudada e pela maioria dos estudos terem sido realizados com
suas cepas. Sendo assim, a E. dispar serd mencionada quando os estudos forem

pertinentes a mesma.

2.3 IMPORTANCIA E DISTRIBUICAO

E. histolytica encontra-se distribuida amplamente em todo o mundo. Sua
prevaléncia &€ maior nos paises das zonas tropicais e subtropicais, onde a populacao
€ carente e apresenta baixo nivel de saneamento (STAUFFER & RAVDIN, 2003).
Porém, a crescente migracdo de pessoas de paises em desenvolvimento para
paises desenvolvidos, permitiu que o parasito se disseminasse por todo o mundo.
Até mesmo regides frias como o Canada, Norte dos Estados Unidos e Europa,

apresentam grande quantidade de pessoas infectadas.

Este parasito representa grande risco a saude, principalmente nos lugares
onde as barreiras entre fezes humanas e alimentos e/ou agua sao inadequadas.
Atualmente, as prevaléncias mundiais e regionais das infec¢cées causadas por E.
histolytica estdo sendo analisadas por outra Otica, gracas ao avanco da biologia
molecular que permitiu que o organismo, que até meados da década de 90 era
chamado E. histolytica, pudesse ser diferenciado em duas espécies distintas, porém,

morfologicamente idénticas.

18



Antigamente, estimava-se que 500 milhdes de pessoas estariam
contaminadas por E. histolytica em todo o mundo. Porém, hoje se sabe que muitos
destes individuos séo colonizados pela forma n&o patogénica do parasito (E. dispar)

(STANLEY, 2003).

Segundo estimativas, de 40 a 100 mil individuos morrem anualmente
vitimas de amebiase, fazendo dela a segunda principal causa de morte por infeccéo
causada por protozoario parasito (WHO, 1997; STANLEY, 2003). A mortalidade
entre as pessoas com abscesso hepatico € de 2 a 10% e chega a 70% nos casos de

colite fulminante (GUERRANT, 1986).

Algumas regides da Africa, Asia, América Central e do Sul se destacam
no cenario mundial, devido aos baixos niveis soOcio-econdmicos e higiénico-

sanitarios da populacédo (TANYUKSEL & PETRI, 2003).

Em 1996, 1,3 milhdo de casos de amebiase intestinal foi relatado no
México, e provavelmente este valor incluia infec¢cdes por E. dispar. Este dado é
condizente com estudos posteriores de sorologia, que mostraram que mais de 8%

da populacédo mexicana ja tivera amebiase (CABALLERO-SALCEDO et al., 1994).

Entre 1990 e 1998, em Hue (Vietnam) Blessmann relatou pouco mais de
2.000 casos de abscesso hepatico amebiano, indicando uma incidéncia de 21 casos

da doenca para cada 100.000 habitantes (BLESSMANN et al., 2002).
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No Egito, um estudo feito por Abd-Alla, mostrou que 38% dos individuos
que apresentaram diarréia aguda, tinham colite amebiana (ABD-ALLA & RAVDIN,

2002).

Nos EUA, assim como nos paises desenvolvidos, a amebiase é relatada
em homossexuais do sexo masculino, imigrantes, turistas que viajam para areas
endémicas, pessoas imunodeprimidas pelo virus HIV (TANYUKSEL & PETRI, 2003)
e em pessoas que vivem em areas de fronteira com o México (STANLEY, 2003). Em
1993, foram relatados 2.970 casos de amebiase nos EUA, dos quais 33% em
imigrantes do México e América do Sul e Central e 17% em imigrantes da Asia e

llhas do Pacifico (STANLEY, 2003).

O Brasil, em virtude de sua localizac&o geogréfica, condi¢des climaticas e
graves problemas sanitarios enfrentados por grande parte da populacédo, apresenta
altos indices de parasitoses, tanto em areas urbanas quanto rurais (MORAES et al.,
2003; GIATTI et al., 2004; CARVALHO-ALMEIDA et al., 2006). Por apresentar uma
grande extensao territorial, ainda ndo tem uma estimativa da prevaléncia da

amebiase em seu territorio.

A prevaléncia das enteroparasitoses varia de acordo com a regidao e com
a populacao estudada (GATTI et al., 1999). A prevaléncia de infeccdes por parasitos
intestinais €, portanto, considerada um dos principais parametros de avaliacdo do
status da saude publica de uma regido, ou mesmo de um pais (GONCALVES et al.,

1990; COSTA-MACEDO et al., 1998).
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No Brasil, a presenca do Complexo Entamoeba histolytica/Entamoeba
dispar tem sido relatada em varios estados como Rondodnia (ORLANDI et al., 2001),
Amazonas (NOZAKI et al., 1990); Pard (MIRANDA et al., 1998); Sdo Paulo
(FERREIRA et al., 1994; LUDWIG et al., 1999); Minas Gerais (ROCHA et al., 1994;
REZENDE et al., 1997; ROCHA et al., 2000); Piaui (OLIVEIRA et al., 2001; ALVES
et al., 2003); Ceara (BRAGA et al., 2001b), Rio de Janeiro (MACEDO & REY, 1996),
entre outros. Aqui, a prevaléncia e a gravidade da amebiase ndo € tdo elevada
quanto no Mexico, entretanto, apresenta grande diversidade no numero de
individuos infectados ou com sintomatologia da doenca, variando de regido para
regido. No Sul e Sudeste, a prevaléncia varia de 2,5% a 11%, na regido Amazonica
€ em torno de 19% e nas demais regides aproximadamente 10%, provavelmente em
funcdo das condicfes sanitarias e socioecondmicas da populacéo, principalmente
em relacdo as condicbes de habitacdo, presenca de esgoto e agua tratada (SILVA,

2003).

2.4 O PARASITO

E. histolytica € considerada uma das formas mais primitivas de
protozoario, sendo extremamente fragil, pleomorfico e sensivel a mudancas de
temperatura (MARTINEZ-PALOMO, 1988). Pertence a um grupo maior de amebas,
da familia Entamoebidae, que s&o parasitos comuns da espécie humana. E
colocada no grupo das Entamoebas, que significa amebas interiores, por geralmente

serem encontradas no interior de animais vertebrados. Segundo o Comité de
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Sistemética da Sociedade Internacional de Protozoologia, E. histolytica e E. dispar
sao classificadas como protozoarios pertencentes ao filo Sarcomastigophora, subfilo
Sarcodina, superclasse Rhizopoda, classe Lobosia, subclasse Gymnamoebida,
ordem Aemoebida, subordem Tubulina, familia Entamoebida e género Entamoeba

(CORDEIRO & MACEDO, 2007).

O ciclo biologico do parasito apresenta dois estagios basicos e bem

definidos: trofozoitos e cistos.

Os trofozoitos ou forma vegetativa apresentam formas e tamanhos
variados, medindo entre 10 e 60um. Apresentam forma amebdide, nucleo com
cariossoma central e cromatina periférica distribuidos regularmente na membrana
nuclear. Albach, 1989, demonstrou que esta cromatina € responsavel por grande
parte da sintese e acumulo de rRNA, sendo assim, equivalente ao nucléolo. Esta
estrutura é totalmente diferente da encontrada em outros eucariontes. Na
microscopia eletrénica de varredura é possivel observar os pseuddpodos, que sao
projecdes citoplasméticas responsaveis pela movimentacdo e alimentacdo do
parasito. Outra caracteristica importante da ameba observada na microscopia
eletrbnica de transmissdo € a grande quantidade de vesiculas e vacuolos de
diferentes tamanhos encontradas no citoplasma (CHAVEZ-MUNGUIA et al., 2004;
De SOUZA, 2006). Essas vesiculas e vacuolos séo as responsaveis pela producéo e

armazenamento da grande quantidade de enzimas capazes de destruir tecidos

(figura 1).

A forma cistica ou forma de resisténcia é uma estrutura esférica que

apresenta 10 a 20um de diametro. Sua parede € rigida e resistente, devido a
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presenca de quitina e glicoproteinas. Contém de um a quatro ndcleos, com as
mesmas caracteristicas dos nucleos dos trofozoitos. No citoplasma dos cistos,
observa-se a presenca de vacuolos de glicogénio e de corpos cromatdides em forma
de bastonetes com ponta arredondada. A medida que amadurecem, oS cOrpos
cromatoides e os vacuolos vao desaparecendo. Segundo Ravdin (1988), os corpos
cromatdides sdo massas de ribossomas e estdo envolvidos com a sintese de

proteinas (figura 1).

Figura 1 — Entamoeba histolytica. Forma cistica - resisténcia - do parasito (A, B e C) e forma
vegetativa — trofozoito — do parasito (D e E). * Haque et al., 2003

Os trofozoitos de E. histolytica sao considerados microaeréfilos, por nao

possuirem mitocéndrias e citocromos, mas executam a via metabdlica classica,
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apresentando o sistema de malato dehidrogenase e alcool dehidrogenase. Eles
apresentam uma limitada capacidade de consumir oxigénio, sendo capazes de
crescerem em uma atmosfera contendo até 5% de oxigénio (SILVA, 1997). Os
parasitos fagocitam bactérias e particulas de alimento e se reproduzem por divisdo

binaria.

Véarios genes como o da galactose, lectina, ameboporos, hemolisinas e
cisteino-protease sao expressos tanto em E. histolytica quanto em E. dispar, porém,
a diferenca quantitativa e qualitativa da expresséo entre ambas as espécies € o que

torna uma invasiva e a outra ndo-invasiva (QUE et al., 2002).

Mesmo sendo varios os argumentos a favor na literatura e o
reconhecimento pela Organizacdo Mundial de Saude, estudos ainda mostram certas
controvérsias e muitas duvidas quanto a separacdo rigida do complexo E.
histolytica/E.dispar em duas espécies distintas (COSTA et al., 2000; ESPINOSA-
CANTELLANO & MATINEZ-PALOMO, 2000; COSTA et al., 2006; CORDEIRO &

MACEDO, 2007).

2.5 CICLO EVOLUTIVO

O homem se infecta ingerindo a forma cistica madura contida em

alimentos, agua ou por qualquer tipo de contato fecal-oral. Também s&o possiveis
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formas menos usuais de transmissao, incluindo o sexo anal e oral e equipamentos

de lavagem intestinal contaminados (CORDEIRO & MACEDO, 2007).

O desencistamento ocorre no intestino delgado e os trofozoitos liberados
migram para o intestino grosso. L&, eles utilizam receptores de Gal/GalNAc
presentes na membrana do trofozoito, para aderirem a mucina do célon e
colonizarem o orgéo. Os trofozoitos multiplicam-se por divisdo binaria e estes sofrem
0 processo de encistamento, originando novos cistos que sao eliminados nas fezes.
Devido a protecdo conferida por sua parede, os cistos podem sobreviver dias a
semanas no meio ambiente. Os trofozoitos podem ser eliminados em fezes
diarréicas, mas sao rapidamente destruidos no meio externo e, se ingeridos, néo

sobrevivem as enzimas digestivas (SILVA, 1997; SANTOS, 2005).

Para serem eliminados pelas fezes em forma de cistos, os trofozoitos se
arredondam (pré-cisto), reduzem seu metabolismo e comecam a sintetizar a parede
cistica. Aparecem no citoplasma os corpos cromatdides e os vacuolos de glicogénio.
O ndcleo sofre divises multiplas, podendo dar origem a até 4 novos nucleos, que
sao resultado de duas divisdes sucessivas. Outros sinais de um cisto maduro sé&o
percebidos também pela diminuicdo do numero de corpos cromatdides e do
tamanho do vacuolo de glicogénio. O cisto eliminado é entdo capaz de resistir as
condicdes desfavoraveis do meio ambiente externo, podendo, deste modo, infectar

um outro individuo, um novo hospedeiro (RAVDIN, 1988).

Na forma néo invasiva os trofozoitos permanecem confinados no limen
intestinal dos portadores assintomaticos, que eliminam os cistos em suas fezes

(CORDEIRO & MACEDO, 2007).
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Na forma invasiva os trofozoitos invadem a mucosa intestinal. As células
do epitélio intestinal morrem quando em contato com os trofozoitos. Esta destruicédo
produz mediadores inflamatérios que atraem neutrofilos e macréfagos para a regiao
da infeccdo. A transmigracdo dos neutréfilos para a superficie luminal, cria canais
que facilitam a invasdo do parasito. Quando os neutréfilos entram em contato com
os trofozoitos, muitos sdo mortos, liberando mediadores que causam mais estragos
as ceélulas epiteliais intestinais adjacentes. Os macrofagos liberam outros
mediadores que contribuem para o desenvolvimento da inflamacédo (HAQUE et al.,

2003; STANLEY, 2003) (figura 2).

Os trofozoitos que invadem a mucosa multiplicam-se ativamente no
interior das ulceras e através da corrente sangiiinea atingem outros 6rgdos como
figado, pulmdo e encéfalo, causando doenca extra-intestinal (ESPINOSA-

CANTELLANO & MARTINEZ-PALOMO, 2000).
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Figura 2 — Ciclo de vida do protozoéario Entamoeba histolytica — A infeccdo é normalmente
iniciada pela ingestdo de agua ou alimento contaminados por material fecal contendo cistos do
parasito. A forma cistica do parasito sobrevive a passagem através do estdmago e intestino delgado.
O desencistamento ocorre no intestino delgado onde sédo formados trofozoitos com capacidade
invasiva. Nas infec¢gBes assintomaticas, os trofozoitos aderem a camada de mucina da mucosa
intestinal e formam novos cistos que sdo eliminados junto com as fezes do hospedeiro. Nas infec¢bes
invasivas, esses trofozoitos aderem ao epitélio intestinal do hospedeiro através de uma lectina
especifica - galactose e N-acetil-D-galactosamina (Gal/GalNAc) - presente na superficie do
trofozoito. Apds a aderéncia ocorre a lise das células do célon e sua invasao. Ha uma resposta dos
neutroéfilos a invasao, contribuindo ainda mais para a destruicdo celular do local da invasdo. A doenca
intestinal pode, em alguns casos, evoluir e se espalhar para outros 6rgdos como é o caso do figado,
coracdo e cérebro. * Adaptado de Haque et al., 2003
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2.6 VIRULENCIA

A patogenicidade do protozoario E. histolytica é atribuida a sua
capacidade fagocitica, citotoOxica e expressdo de adesinas, cisteina-proteases,
ameboporos, colagenase e fosfolipase (ESPINOSA-CANTELLANO & MARTINEZ-
PALOMO, 2000; OLIVOS et al., 2005). Estas caracteristicas estdo presentes tanto
em cepas virulentas quanto em nao virulentas. As cepas nao virulentas séo definidas
como sendo as que nao séo capazes de produzir abscessos hepaticos em animas
de laboratoérios susceptiveis, como o hamster ou o gerbil. Algumas cepas virulentas
podem perder sua viruléncia pelo fato de terem sido mantidas por um longo periodo

em culturas axénicas (OLIVOS-GARCIA et al., 2004; OLIVOS et al., 2005).

7

A viruléncia do protozoario E. histolytica € um evento multifatorial
influenciado por fatores do hospedeiro, fatores intrinsecos do parasito e fatores do
microambiente. Com relacdo ao microambiente, um dos aspectos de maior
importancia na viruléncia amebiana, talvez seja a interacdo das amebas com os
diferentes tipos de bactérias que concomitantemente habitam o intestino do
hospedeiro. O papel das bactérias intestinais no inicio e durante o curso da
amebiase intestinal € pouco conhecido (SPICE & ACKERS, 1992; 1993; De

MENEZES, 1997).

Os trofozoitos de E. histolytica crescidos em associagdo com bactérias, se
alimentam ativamente delas, por fagocitose. Entretanto, pouco se sabe acerca dos
mecanismos de fagocitose e de digestdo das bactérias, e quais 0s beneficios
nutricionais que este tipo de alimentacdo traz para os trofozoitos. A natureza da

relacdo trofozoito-bactéria parece ser um fendmeno altamente especifico, no qual
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intervém componentes da superficie amebiana com atividade de lectina e residuos
de Gal/GalNAc, presentes na superficie bacteriana (BRACHA et al., 1982; MANN &

LOCKHART, 1998).

Existem evidéncias de que trofozoitos deste protozoario sdo altamente
seletivos em relacéo a sua interacdo com as diferentes espécies de bactérias. Assim
sendo, somente aquelas espécies que possuem um dos mecanismos de
reconhecimento mencionados anteriormente, seriam as que teriam a capacidade de
unir-se aos trofozoitos, sendo posteriormente fagocitadas por estes (BRACHA &
MIRELMAN, 1983). Nos casos em que ocorre um reconhecimento especifico entre
trofozoitos e bactérias, tem sido observado um aumento na expressao da viruléncia
amebiana desde que as bactérias estejam intactas, pois lisados bacterianos e
bactérias atenuadas pelo calor ou por irradiacdo ndo sofrem nenhum efeito dos
trofozoitos (WITTNER & ROSENBAUM, 1970; MIRELMAN, 1987). Entretanto, o
reconhecimento especifico ndo deve ser a Unica condicdo para 0 aumento da
viruléncia amebiana, j& que também existem relatos de que a associacao bacteriana
pode ou ndo determinar uma diminuicdo na expressao da viruléncia dos trofozoitos

(SPICE & ACKERS, 1993; De MENEZES et al., 1997).

Experimentos in vitro demonstraram que quando os trofozoitos séo
associados com bactérias podem causar modificacdes na expressado fenotipica da
viruléncia amebiana, e estas modificacbes dependem da cepa de E. histolytica e da
espécie e cepa de bactérias utilizadas nesta associacdo (ANAYA-VELAZQUEZ &
PADILLA-VACA, 1992; SPICE & ACKERS, 1992; de MENEZES et al.,, 1997).

Padilla-Vaca et al. (1999) demonstraram que a associa¢c0es parasito-bactérias curtas
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(30 minutos — 2 horas) sdo capazes de modular significativamente a expressao

fenotipica amebiana.

Enzimas, como as cisteina-proteases e as metalo-proteases sao
reconhecidamente capazes de destruir as células intestinais causando a invasao da
mucosa intestinal (SINGH et al., 2004; BRUCHHAUS et al., 2003). As proteases sao
consideradas um importante fator de viruléncia na patogenicidade de E. histolytica

(PADILLA-VACA et al., 2000).

Até o momento, foram identificados 8 genes que codificam as cisteina-
proteases, mas, intrigantemente, apenas um pequeno grupo desses genes é
expresso em condicdes artificiais de cultivo, dificultando o estudo da acdo dessas

enzimas no tecido intestinal (BRUCHHAUS et al., 2003).

2.7 ASPECTOS CLINICOS

Em relacdo aos aspectos clinicos da doenca, observamos de um lado do
espectro as formas assintomaticas e do outro, as que caracterizam a amebiase
invasiva intestinal, com disenteria, colite, apendicite, megacélon, peritonite, abscesso
hepatico, abscesso pleuropulmonar, lesbes oculares e genitais. A amebiase
hepatica € a forma invasiva que causa o maior nUmero de mortes, cujo percentual

varia nos diferentes estudos (SHAMSUZZAMAN et al., 2000 b).
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O inicio da doenca ocorre quando trofozoitos de E. histolytica aderem as
células epiteliais do cdlon através de uma lectina Gal/GalNAc especifica expressa na
superficie do parasito. Esta lectina (molécula glicoprotéica) reconhece residuos da
molécula de acucar presente na membrana de células epiteliais e adere fortemente a
sua superficie (YAU et al., 2001). Células de mamiferos sem esses acucares sao
resistentes a aderéncia pelo trofozoito da ameba, mostrando o seu papel na adesao
e a conhecida necessidade do contato parasito-cé€lula, para o processo de morte
celular. As células epiteliais, apés adesdo dos trofozoitos de E. histolytica, perdem
suas fungcbes em minutos. Perdem, também, seus granulos citoplasmaticos e

eventualmente seus nucleos (RAVDIN et al., 2003, OKADA & NOZAKI, 2006).

O parasito invade e danifica o tecido através de uma seqUéncia de
eventos com a participacdo de multiplos fatores relacionados tanto ao parasito
quanto ao hospedeiro. Pelo menos trés etapas ja foram descritas na interacao in
vitro da ameba com diferentes alvos: aderéncia, citélise e fagocitose (PACHECO et

al., 2004).

Estudos in vivo permitiram a observacdo das alteracbes causadas pela
invasdo da mucosa do intestino, assim como no abscesso hepatico amebiano
(PACHECO et al., 2004). A citélise é causada por uma familia de no minimo 3
pequenos peptideos capazes de formarem poros na bicamada lipidica da célula do
hospedeiro (STANLEY, 2003). Trofozoitos de E. histolytica podem, também, matar
células do hospedeiro por apoptose. Esse processo foi detectado no abscesso
amebiano do figado e na doenca intestinal em camundongos, sugerindo que células
do epitélio intestinal ou células do figado devam sofrer o mesmo processo. O sinal

para a invasdo da mucosa intestinal deve ser o contato entre trofozoitos e a proteina
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de matriz extracelular, ou seja, € a fibronectina que dispara a cascata de sinais
dentro do parasito e causa rearranjo na actina que altera a aderéncia e a motilidade
do parasito. Proteinases sdo secretadas pelos trofozoitos de E. histolytica e grandes
quantidades de cisteina-protease sdo observadas extracelularmente no abscesso
induzido em animais. Trofozoitos de E. histolytica podem secretar de 10 a 1000
vezes mais cisteina-protease que os de E. dispar. As cisteina-proteases de E.
histolytica digerem as proteinas da matriz extracelular, o que deve facilitar a invasao
e progressao dos trofozoitos, na submucosa intestinal. Esta lesdo pode apresentar
uma extensdo lateral na submucosa, dando lugar a ulceracbes (CORDEIRO &

MACEDO, 2007).

Trofozoitos de E. histolytica geneticamente construidos, deficientes em
proteases, tém reduzida viruléncia e, em modelo de abscesso hepatico de roedores,
Sdo menos invasivos e causam significativamente menos inflamacdo e dano aos
tecidos. O proximo estagio depende da resposta do hospedeiro a infeccdo por E.
histolytica. As células epiteliais comecam a produzir mediadores que atraem
neutroéfilos, contribuindo para a liberaracao de outros mediadores (causando diarréia
e dano ao tecido). Embora a inflamacé&o contribua claramente para o dano ao tecido,
a imunidade inata tem um papel importante para conter e resolver 0 processo da
colite amebiana. Individuos com colite amebiana, em uso de corticéides, apresentam
agravamento da doenga, com grande incidéncia de perfuragao intestinal e abscesso

amebiano do figado (STANLEY, 2003).

Haque et al. (2001) utilizando exame microscoépico e cultura, observaram
nos pacientes diagnosticados com amebiase por E. histolytica, um maior nimero de

individuos com sangue visivel nas fezes, do que com diarréia de outra origem.
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Posteriormente, mostraram que estes pacientes adquiriram imunidade contra a
colonizagdo de E. histolytica, através da protecdo da mucosa intestinal por

anticorpos IgA anti-lectina (HAQUE et al., 2003).

As formas clinicas frequentemente observadas na amebiase, variam de

colite ndo disentérica, disenteria amebiana a amebiase extra-intestinal.

A colite ndo disentérica apresenta sintomas que na maioria dos casos
passam despercebidos. Traduz-se por evacuacdes, que podem ser diarréicas ou
ndo e podem conter sangue e/ou muco. Pode ocorrer febre e desconforto
abdominal. Ha uma alternancia entre periodos silenciosos e a manifestacéo clinica.
A colite ndo disentérica deve ser tratada, pois ela pode evoluir para a forma invasiva

da doenca (HAQUE et al., 2003; TANYUKSEL & PETRI, 2003).

Pacientes com disenteria amebiana apresentam diarréia muco
sanguinolenta e dor abdominal. O inicio € gradual, com pacientes relatando varias
semanas de sintomas. Sdo comuns pequenos e multiplos volumes de fezes
mucoides, porém, pode ocorrer diarréia aquosa profusa. Como E. histolytica invade
a mucosa do intestino, mesmo que 0 sangue nao seja visivel nas fezes, o exame de
sangue oculto é positivo. Leucdcitos podem estar presentes nas fezes, mas em
quantidades inferiores a infec¢@o bacteriana e em varios casos pode ser visualizado
pus. Febre é observada em cerca de 40% dos pacientes, que podem apresentar

anorexia e perda de peso (CORDEIRO & MACEDO, 2007).

Ocasionalmente os individuos desenvolvem colite amebiana com diarréia

sanguinolenta profusa, febre, leucocitose, dor abdominal freqiiente com peritonite e
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extensa implicacdo do colon. Pode ocorrer abscesso amebiano, mas a perfuracéo
intestinal, em mais de 75% dos casos com colite amebiana fulminante, é a clinica
dominante. Mulheres gravidas, individuos imunocomprometidos e pacientes
recebendo corticoides, sdo de alto risco para a doenca fulminante, assim como
associacdo com diabetes e alcool (HAQUE et al.,, 2003; STANLEY, 2003;

STAUFFER & RAVDIN, 2003).

Alguns individuos podem manifestar as formas mais raras da colite
amebiana que incluem o megacolon toxico, 0 ameboma e as ulceracdes perianais,
com possiveis formacdes de fistulas. O megacdlon toxico € raro, aparecendo em
0,5% dos casos e € tipicamente associado com o0 uso de corticosterdides. A
intervencao cirdrgica € necessaria quando o paciente nao responde ao tratamento
com antiamebianos. O ameboma é o0 resultado da formacdo de tecido
granulomatoso, que pode estar presente em um Unico sitio ou em sitios multiplos no
ceco ou colon ascendente e pode ser confundido com uma neoplasia (HAQUE et al.,

2003; STANLEY, 2003).

A amebiase hepética € a forma extraintestinal mais comum que causa o
maior numero de mortes, cujo percentual varia nos diferentes estudos
(SHAMSUZZAMAN et al., 2000a, b). E dez vezes mais comum em homens e é rara
em criancas (HAQUE et al., 2003). O exame parasitologico de fezes é geralmente

negativo para cistos e/ou trofozoitos.

A manifestacdo clinica mais comumente encontrada é a necrose
liquefativa do figado (abscesso hepético). Na maioria dos casos o abscesso € unico,

acometendo mais o lobo esquerdo (HUGHES & PETRI, 2000). O parasito provoca



um processo inflamatorio difuso, degeneracdo celular e necrose liquefativa do
parénquima, em consequéncia da acdo enzimatica dos trofozoitos. Se houver
inflamacéo bacteriana concomitante, ocorre o agravamento do quadro clinico. O
individuo apresenta dor no hipocondrio direito, febre intermitente e irregular,

hepatomegalia e fraqueza (TANYUKSEL & PETRI, 2003).

A invasdo do trato respiratorio costuma ser secundaria ao abscesso
hepatico apds sua ruptura através do diafragma, o que ocorre em 7 a 20% dos
pacientes com abscesso hepatico. Esses pacientes desenvolvem tosse constante e
dor no torax. Este quadro leva a diagnosticos errbneos, uma vez que pode ser
facilmente confundido com pneumonia bacteriana. Casos mais graves levam a
formacdo de fistulas hepatobranquias, com manifestacbes como a formacédo de
catarro marrom contendo material necrotico e trofozoitos. Mais grave, porém menos
comum, € a ruptura do abscesso para o pericardio com mortalidade superior a 30%.
Os sintomas sdo dor no peito, irritacdo no pericardio, dispnéia e taquicardia

(STANLEY, 2003).

J& a invasédo do encéfalo formando abscesso encefalico é rara, e ocorre
também apds ruptura do abscesso hepatico. Os sintomas sdo repentinos e séo
caracterizados por dor de cabeca, vOmito, convulsdo e mudangcas de
comportamento. Ha relatos de que mais da metade dos pacientes com amebiase

cerebral tiveram uma rapida progressao da doenca e morreram (STANLEY, 2003).

Outros oOrgdos acometidos pela amebiase sdo os do sistema urinario,
genital (podendo apresentar fistulas retovaginais), regido perianal, pele e até 0sso,

porém, sdo muito raros de serem observados (CORDEIRO & MACEDO, 2007).
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2.8 DIAGNOSTICO

O diagnéstico da amebiase pode ser confirmado pela deteccdo de
parasitos ou de seus antigenos nas fezes, pela deteccdo da resposta de anticorpos

ao parasito no soro do paciente e por métodos moleculares.

Existem algumas técnicas capazes de detectar o parasito nas fezes do
individuo infectado. Dentre elas tém-se a microscopia, que consiste em identificar
trofozoitos e cistos utilizando amostras fecais fixadas e coradas. Infec¢des por E.
histolytica ndo podem ser diagnosticadas utilizando apenas o critério morfoldgico.
Esse tipo de método diagndstico tem sido feito ha muitos anos. Porém, os resultados
dependem da habilidade dos técnicos que fazem a analise, pois a diferenciacéo de
trofozoitos com leucdcitos e outros protozoarios intestinas pode ser dificil para um
especialista ndo treinado. Com a descoberta do complexo E. histolytica/E. dispar,
esse tipo de analise se tornou inapropriado e ineficiente, uma vez que estas
espécies ndo podem ser distinguidas através de sua morfologia. Alguns
pesquisadores, depois de varias discussoes, relataram que dependendo da situacao
clinica do paciente (diarréia sanguinolenta) e das caracteristicas morfolégicas do
parasito encontrado nas fezes (presenca de eritrécitos fagocitados por E. histolytica),
o diagnostico através da microscopia € aceitavel. Entretanto, este diagnostico pode
estar errado quando se tem um paciente com E. dispar associada com outro tipo de
parasito, podendo levar a um falso diagnéstico de colite amebiana (AQUINO et al.,

1998; STANLEY, 2003; van HAL et al., 2007).
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Outra técnica empregada é a colonoscopia e a sigmoidoscopia flexivel
gue sdo usadas em pacientes com colite aguda quando ha suspeita de infeccao por

E. histolytica, quando esta ndo é detectada em amostras fecais.

Técnicas de cultura tém sido empregadas ha mais de 100 anos para
detectar o parasito. Porém, estes métodos consomem muito tempo e sé&o
extremamente trabalhosos, além de apresentarem uma sensibilidade muito baixa
(em torno de 50%). H4 a necessidade de mais testes para confirmar o diagndstico.
Este método € restrito a laboratérios especializados em pesquisas parasitolégicas

(van HAL et al., 2007).

O método da deteccdo de antigeno utiliza anticorpos monoclonais
especificos contra varias proteinas da E. histolytica (HAQUE et al, 2000;
SOLAYMANI-MOHAMMADI et al.,, 2006). Alguns kits comerciais sdo capazes de
detectar a presenca do grupo E. histolytica/dispar/moshkovskii, enquanto outros sé&o
especificos para a E. histolytica. A sensibilidade deste método varia de 80% a 99% e
a especificidade de 86% a 98%. As principais vantagens destes testes sédo a rapidez
(resultado no mesmo dia) e a menor subjetividade na interpretacdo dos resultados
que a microscopia (van HAL et al., 2007). Porém, ndo sdo usados com muita
frequéncia em areas endémicas, devido ao seu alto custo (CORDEIRO & MACEDO,

2007).

Os métodos moleculares utilizando a PCR amplificam os genes da E.
histolytica extraidos do DNA fecal. A sensibilidade e a especificidade deste método &
alta, 80% a 100% e 100%, respectivamente. As vantagens deste método sdo sua

extrema sensibilidade, capaz de detectar <1 parasito, e a capacidade de diferenciar
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as cepas nao patogénicas da E. histolytica. A desvantagem € o elevado custo
(GONIN & TRUDEL, 2003; SOLAYMANI-MOHAMMADI et al., 2006, van HAL et al.,

2007).

A sorologia € uma metodologia especifica, mas apresenta variacdes na
sensibilidade dependendo da presenca ou auséncia da doenca invasiva e do tipo da
doenca invasiva. A sensibilidade é cerca de 95% para casos de abscesso hepatico
amebiano e 84% para a doenca intestinal invasiva (van HAL et al.,, 2007).
Resultados falso-negativos podem ser obtidos quando se utiliza o teste soroldgico
em fases iniciais da infeccdo, até os primeiros 10 dias. Testes posteriores a esse
periodo relataram o resultado correto do exame (STANLEY, 2003), ja que o paciente

passa a apresentar altos titulos de anticorpos.

2.9 ESTUDOS IN VIVO

O uso de modelos in vivo na amebiase tém contribuido significativamente
para o melhor conhecimento desta doenca parasitaria. Todavia, ndo existe um unico
modelo animal capaz de reproduzir todo o ciclo que este parasito realiza em seu
hospedeiro, o homem. O uso de diferentes animais de laboratorio, susceptiveis e
resistentes, assim como varios anos de avaliacdo de distintas técnicas, permitiram
uma melhor compreensédo do parasito e da relacéo parasito-hospedeiro (TSUTSUMI

& SHIBAYAMA, 2006).
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Estudos da interacdo de E. histolytica com diferentes substratos,
demonstraram 0s mecanismos patogénicos que participam da producédo de lesdes
amebianas. A utilizacdo de modelos animais para reproduzir as lesdes intestinais e
extra-intestinais, similares as observadas em seres humanos, teve grande
contribuicho no conhecimento para o tratamento e prevencdo da amebiase

(TSUTSUMI & SHIBAYAMA, 2006).

Embora o termo histolytica possa ser facilmente justificado pela
capacidade litica que este parasito apresenta em destruir tecidos, a interacéo
parasito-hospedeiro € um mecanismo intrinseco e multifatorial, que constitui um
fendmeno muito mais complexo que uma simples interagdo parasito-hospedeiro in

vitro.

O desenvolvimento de uma cultura mantida sob condi¢cdes axénicas para
a pesquisa da amebiase, foi evidentemente importante para o0 acumulo de
informacdes obtidas através de seu agente etiologico (DIAMOND, 1961). Muitas
informacdes da fisiopatologia, ultra-estrutura, biologia celular, bioquimica,
imunologia, genética e biologia molecular de E. histolytica, foram obtidas nos ultimos
35 anos e s6 foram possiveis através da utilizacdo de culturas axenizadas
(TSUTSUMI, 2006). A grande maioria dos trabalhos publicados utiliza a mesma cepa
HM1-IMSS, cujos trofozoitos foram isolados ha mais de 40 anos. Porém, a viruléncia
desta cepa que era, a principio, extremamente alta, declinou com o0s anos, sendo
necessaria a passagem dos trofozoitos em figado de hamster, para restaurar esta

viruléncia (TSUTSUMI, 2006).
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A amebiase experimental usando modelos in vivo comegou quando
Losch, produziu lesbes intestinais em um dos cachorros inoculados com fezes de um
paciente que apresentava disenteria (LESH, 1975). A partir disso, varios estudos
utilizando cachorros, gatos, coelhos e macacos foram feitos, porém, atualmente, o
uso destes animais é limitado devido a varios fatores como falta de uniformidade
entre os individuos, dificuldade de manutencdo e numero insuficiente de animais.
Até metade do século passado, a facilidade de acesso a algumas espécies de
roedores para uso em pesquisas, ajudou a aumentar o conhecimento sobre a
patogenicidade da amebiase, ja que estes animais eram de facil manuseio e rapida
reproducdo. Estes modelos de roedores foram usados em muitas aplicacdes
praticas, incluindo estudos terapéuticos e imunoprofilaticos. Todavia, um modelo
animal que fosse capaz de reproduzir totalmente o ciclo do protozoario E. histolytica
como o observado em humanos, ainda nao foi possivel. Além disso, ndo € possivel a
producado de lesdes intestinais e extra-intestinais em animais alimentados com cistos
de E. histolytica. Assim, parte dos estudos experimentais in vivo da amebiase foi
realizada em modelos hepaticos e intestinais separados, injetando os trofozoitos

diretamente no érgao alvo (TSUTSUMI & SHIBAYAMA, 2006).

2.10 AMEBIASE HEPATICA EXPERIMENTAL EM HAMSTER

O hamster €, sem duvida, o animal mais utilizado na amebiase hepatica
experimental, tanto pela inoculacéo direta no parénquima, quanto através do sistema

porta. Os primeiros pesquisadores a utilizarem o hamster como modelo na amebiase
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hepatica foram Reinertson e Thompson ao inocularem a E. histolytica em cultivo
misto (trés espécies de bactérias), por via portal ou intra-hepatica (REINERTSON &
THOMPSON, 1951 apud TSUTSUMI, 2006; REINERTSON & THOMPSON, 1951
apud SILVA, 1997). Outros estudos usando o mesmo roedor, mas com cultivos
axénicos, confirmaram a alta susceptibilidade e uniformidade das lesbes causadas

nestes animais (TANIMOTO et al., 1971).

Este modelo tem sido empregado para estudo de quimioterapia
experimental (BURCHARD & MIRELMAN, 1988; CARRERO et al.,, 2006; ORDAZ-
PICHARDO et al., 2005), parametro para a caracterizacdo de cepas isoladas de
diferentes formas clinicas (TANIMOTO-WEKI, 1989), na comparacdo da viruléncia
entre cepas (COSTA et al., 2000; FURST et al.,, 2002; COSTA et al., 2006) e para
detectar mudancgas na viruléncia de cepas (OLIVOS et al., 2005, COSTA et al.,

2006), entre outros.

Tsutsumi et al. (1984) foram uns dos precursores no estudo morfologico
da inoculacdo hepatica em periodos curtos. Ele sugeriu que os trofozitos de E.
histolytica ndo produziam abscessos hepaticos através da lise direta de hepatécitos,
mas que esta destruicdo estava relacionada com as enzimas lisossomais liberadas
pela destruicdo de células inflamatoérias que se acumulavam ao redor dos trofozoitos
e que posteriormente eram mortas por eles. Este relato foi confirmado por varios
autores como Stanley (2003), Sim et al. (2004), Sharma et al. (2005), Blazquez et al.

(2006), Gutierrez-Alarcon et al. (2006) e Perez-Tamayo et al. (2005).

Além do hamster, um grande numero de estudos tém sido feitos com

outros roedores (camundongos, ratos, gerbilinos). Porém, uma ampla variacdo da
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patogenicidade de uma mesma cepa de amebas tem sido constatada para as varias
espécies de animais. Segundo Silva (1997), ndo ha um modelo que possa ser usado
como parametro fiel, através do qual a amebiase experimental pudesse ser

comparada a humana, sem grandes variagdes.

2.11 HIPOTESE

Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar apresentam diferente grau de
patogenicidade, que pode ser demonstrado em modelo de formacédo de abscesso

hepatico em hamster, através de inoculagao direta no parénquima hepatico.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Comparar o grau de patogenicidade de cepas de E. histolytica e E. dispar

através da formacéo de abscesso hepéatico amebiano em hamster.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Acompanhar através de modelo experimental em hamster a formagédo do

abscesso hepatico por cepa de E. histolytica;

Verificar através de modelo experimental em hamster as lesdes hepaticas

induzidas por cepa de E. dispar.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 CEPADE E. DISPAR

Para caracterizacdo e analise da E. dispar, utilizamos uma cepa isolada e
gentilmente cedida pelo Prof. José Mauro Peralta, do Departamento de Microbiologia

e Imunologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Esta cepa foi isolada de paciente do sexo feminino, 38 anos, alfabetizada
e que trabalha na lavoura. Ela morava em uma casa de 5 comodos, com iluminacgéo
e esgoto encanado que desembocava em um rio. O lixo produzido na residéncia era
lancado a céu aberto na regido peri-domiciliar e queimado periodicamente. Criava
cachorro, gato e porco proximo a residéncia. Fazia uso de agua de nascente.
Relatou nunca ter apresentado verminoses nem outra doenca. Nao fazia uso de
bebidas alcoolicas, fumo ou medicamentos e ndo se alimentava de alimentos crus. A

paciente ndo apresentava diarréia e nunca fora hemo-transfundida. Residia na zona



rural do municipio de Sumidouro, localizado na Regido Serrana do Estado do Rio de
Janeiro a 109km da capital Rio de Janeiro (Figura 3). De acordo com dados do IBGE
(2000), a populacédo local foi estimada em 14.176 habitantes, dos quais 83,5%
viviam na zona rural e 16,3% na zona urbana. A maioria dos domicilios - 95,24% -
apresentava esgotamento sanitario através de rio, 72,86% dos domicilios eram

abastecidos por poc¢os ou nascentes e 3,06% domicilios ndo tinham banheiros.

Figura 3 - Mapa do Estado do Rio de Janeiro com a localizacdo do Municipio de Sumidouro (em
vermelho). * Adaptado de http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/2/2¢c/RiodeJaneiro
Municip_Sumidouro.svg/800pxRiodeJaneiro_Municip_Sumidouro.svg.png (em 23/11/2007).
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4.2 MANUTENCAO DAS CULTURAS

4.2.1 E.HISTOLYTICA

As culturas de E. histolytica (HM1-IMSS e EGG) foram gentilmente
cedidas pelo Prof. Edward Félix Silva, do Departamento de Parasitologia da
Universidade Federal de Minas Gerais. Elas foram mantidas em tubos de vidro
150mm x 10mm com tampa rosqueavel contendo 15mL de meio TYI-S-33
(DIAMOND et al., 1978) cuja formulacdo encontra-se no anexo 2. Os tubos foram
mantidos em posi¢éo inclinada, para aderéncia dos trofozoitos a parede do tubo, em

estufa a 37<C. Foram feitos repiques a cada 72h.

4.2.2 E.DISPAR

A cultura de E. dispar (03C) também foi mantida em tubos de vidro
150mm x 10mm com tampa rosqueavel contendo 10mL de meio Pavlova modificado
por Silva (1972) cuja formulacdo encontra-se no anexo 1. Os tubos foram mantidos

em posicao vertical, em estufa a 37C. Foram realiz ados repiques a cada 72h.
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4.3 CRIOPRESERVACAO DAS CEPAS

4.3.1 CONGELAMENTO

Tanto as cepas de E. histolytica, quanto a de E. dispar foram
criopreservadas em nitrogénio liquido para que possiveis contaminacdes fossem

evitadas, além de se preservar as caracteristicas biolégicas das cepas.

Foram utilizadas culturas em crescimento exponencial através da soma
de varios tubos. Os tubos foram resfriados em banho de gelo por 10 minutos e
centrifugados a 1500rpm. Os sobrenadantes foram desprezados e os sedimentos
lavados em PBS pH 7,2. Em seguida, os trofozoitos foram ressupendidos em
solucdo crioprotetora (Anexo 3) e deixados em repouso por 15 minutos em
temperatura ambiente. ApOs este periodo, os trofozoitos foram levemente

homogeneizados a solucéo e distribuidos em tubos criogénicos de 1,8mL.

Os tubos foram, entdo, colocados no “freezing tray” MVE n° 97 1966-9
com um termdémetro acoplado e congelados segunda a técnica de abaixamento
gradual de temperatura. Na fase inicial (temperatura ambiente a 0T), o
abaixamento foi feito a cada 5C por minuto. Na segunda fase (OC a -45C), o
abaixamento foi feito a cada 2T por minuto. Na terceira fase, os tubos eram
mergulhados no nitrogénio liquido onde permaneciam por 30 minutos. Em seguida

foram transferidos para suportes acondicionados em botijdes de nitrogénio liquido.
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4.3.2 DESCONGELAMENTO

Para verificar o resultado do congelamento, ap0s uma semana, 1 tubo de
cada cepa foi descongelado em banho-maria a 37<C, s em agitacdo, e seu conteudo
passado gota a gota para tubos com meio de cultura (TYI-S-33 ou Pavlova, de
acordo com cada cepa) e incubados a 37TC. Parte do material descongelado foi
colocado entre lamina e laminula e corado com eosina 0,125% para teste de
viabilidade. Apés 4h, os tubos foram centrifugados a 1000rpm. O sobrenadante foi
desprezado e adicionou-se novo meio de cultura aos tubos, que foram incubados
por mais 24h a 37<C. O procedimento foi repetido ob servando-se o desenvolvimento

das culturas até repique.

4.4 CARACTERIZACAO MOLECULAR DAS CEPAS

4.4.1 EXTRACAO DO DNA

A extracdo do DNA foi realizada a partir de DNA gendmico extraido de
culturas em fase exponencial de crescimento. A extracdo foi realizada com o
QIAamp DNA Mini Kit® System (Qiagen), seguindo as instru¢des do fabricante. As

concentracfes de DNA foram determinadas por espectofotometria a 260nm.
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4.4.2 REACAO DE AMPLIFICACAO (MULTIPLEX-PCR)

A reacdo de amplificacdo foi realizada seguindo o0s procedimentos
descritos por NUNEZ et al. (2001), com algumas modifica¢ées. Segundo os autores,
os oligonucleotideos iniciadores foram desenhados a partir de sequéncias
polimorficas altamente repetitivas, localizadas na subunidade menor do rRNA. As
sequéncias alvo foram amplificadas utilizando um par de oligonucleotideos
iniciadores especificos para cada espécie. Para E. dispar foi utilizado o EdP1 (5
'ATGGTGAGGTTGTAGCAGAGA 3) e EdP2 (58 CGATATTGACCTAGTACT 3)),
sendo gerado um produto de 96 pares de bases (pb). Para E. histolytica foi utilizado
EhP1 (5 CGATTTTCCCAGTAGAAATTA 3’) e EhP2 (5°CAAAATGGTCGTCTAGGC
3’), sendo gerado um produto de 132pb. O volume final da mistura da reacéo foi de
50ul, contendo: tampao 20mM Tris-HCI pH 8,4; 50mM KCI; 1,5mM MgCl,; 40pmoles
de cada oligonucleotideo iniciador especifico (“primer”); 250uM de cada nucleotideo
(dNTPs) e 1,25U de Taq DNA polimerase (Invitrogen Life Technologies, USA), 0,1%

de albumina de soro bovino (BSA — Sigma Chem. Co., USA) e 2ul de DNA extraido.

A etapa de amplificacdo foi realizada em 30 ciclos, onde cada ciclo
apresentou uma fase de desnaturacdo a 94C por 30 segundos, uma fase de
anelamento a 55C por 30 segundos e uma fase de extensdo a 72T por 30
segundos. Antes do primeiro ciclo, ocorreu uma fase de pré-desnaturacdo a 94C
por trés minutos, e apos o ultimo ciclo ocorreu a fase de extensao final a 72C por
sete minutos. Foi utilizado o termociclador geneAmp PCR System 2400 (Applied

Biosystems, USA).

49



50

Foram utilizados os seguintes controles na reacdo de amplificacéo:
controle positivo (DNA extraido das cepas HM1-IMSS e EGG de E. histolytica, DNA
extraido das cepas 03C e P2 de E. dispar), controle branco (todos os reagentes da
mistura de reacdo, exceto o DNA que foi substituido por agua ultra pura) e controle

negativo (DNA humano, DNA da flora, DNA extraido da cepa de E. moshkoviskii).

4.4.3 DETECCAO DO PRODUTO AMPLIFICADO

Foram utilizados 10pl dos produtos de amplificacdo obtidos na Multiplex-
PCR para a analise por eletroforese (cuba de eletroforese, modelo HE33 - Hoefer
Scientific Instruments, USA) em gel de agarose a 2% (Invitrogen Life Technologies,
USA). Como marcador de peso molecular foram utilizados 5ul do “100 pb ladder”
(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, SE) para estimar os tamanhos dos
produtos amplificados. O gel a 2% foi preparado em tampao TBE (1M Tris-borato,
0,01M EDTA, pH 8,4). O gel foi submetido a tensédo de 100V por aproximadamente 2
horas. Apés a corrida, o gel foi corado com brometo de etidio numa concentracéo de
0,5ug/ml (SAMBROOK et al., 1998) por 10 minutos e lavado em agua destilada por
30 minutos. A inspecéo visual do gel foi feita no transiluminador (Sigma Chem. Co.,
USA, modelo T1201) de luz ultravioleta, seguida da analise automatizada realizada
com o auxilio do sistema de analise de imagens, empregando o programa Molecular

Analyst, versdo 1.12 (Bio-Rad).
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4.5 CARACTERIZACAO DA FLORA BACTERIANA

Foram utilizados 100puL da flora de cultivo de E. dispar, sendo transferidos
para um tubo contendo 10mL de meio Pavlova e mantidos por 24 horas a 37T.
Ap6s este periodo, as células eram diluidas em PBS na proporcdo de 1:10° (meio
com a flora : PBS), plagueadas em agar sangue e mantidas por 24 horas a 37C. A
quantidade de unidades formadoras de colénia (UFC)/mL foi determinada, assim
como algumas das espécies de bactérias que estavam presentes no cultivo. O

experimento foi feito em triplicata.

4.6 ESTUDO IN VIVO

4.6.1 PREPARACAO DAS CULTURAS PARA A INOCULACAO

4.6.1.1 Crescimento das bactérias

Foram utilizados 100uL da flora do cultivo de E. dispar, sendo transferidos

para um tubo contendo 10mL de meio Pavlova e mantidos por 24 horas a 37<C.



4.6.1.2 Interacdo ameba-bactéria

Para que houvesse uma padronizacdo entre as culturas, as cepas de E.

histolytica foram polixenizadas com a flora do cultivo de E. dispar.

Amebas e bactérias eram colocadas em um mesmo tubo, com um volume
determinado de meio Pavlova, de modo a se obter uma relagdo ameba/bactéria na
ordem de uma ameba para 1.000 bactérias (1/1.000) (SILVA, 1997). As amebas e

bactérias associadas eram mantidas a 37<C, pelo periodo de 2 horas.

4.6.1.3 Preparacao das células para as inoculactes

4.6.1.3.1 E. dispar

Foram utilizadas culturas em garrafas de cultivo com trofozoitos em fase
de crescimento exponencial (48/72h de cultivo). A cepa de E. dispar foi crescida em
cultivo até o esgotamento dos graos de amido no meio e no interior dos trofozoitos.
O meio sobrenadante foi retirado e substituido por PBS pH 7,2 a 37C, agitando-se
levemente a garrafa para lavar os trofozoitos aderidos. Este procedimento foi
repetido mais uma vez e as garrafas foram transferidas para banho de gelo por 10
minutos. ApOs este periodo, o conteudo das garrafas foi transferido para um tubo e
centrifugado a 200 x g por 10 minutos. Os trofozoitos foram contados em camara de

Neubauer, observando-se a respectiva viabilidade através da eosina 0,125%. As
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amebas sedimentadas foram diluidas em meio Pavlova de modo a ajustar a

concentracdo de 5 x 10° trozoitos por 100pL de meio.

4.6.1.3.2 E. histolytica

Os trofozoitos das cepas de E. histolytica, apds o periodo de interagcao
com as bactérias, foram lavados duas vezes com PBS pH 7,2 a 37C e o0s tubos
transferidos para banho de gelo por 10 minutos. Apds este periodo, repetiu-se o

mesmo procedimento descrito anteriormente.

4.6.1.3.3 Bactérias

As Dbactérias oriundas do cultivo anteriormente descrito foram
centrifugadas a 200 x g por 10 minutos, lavadas duas vezes em PBS pH 7,2 a 37C
e novamente centrifugas. Em seguida, as bactérias sedimentadas foram diluidas em
meio Pavlova de modo a ajustar a concentracdo de 5 x 10° bactérias por 100uL de

meio.
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4.6.2 INOCULACAO EM FIGADO DE HAMSTER

4.6.2.1 Animais

Foram utilizados 60 hamsters dourados (Mesocricetus auratus) de ambos
0S sexos, com idade em torno de 3 a 4 semanas, peso médio entre 75 e 85g, criados
e mantidos no Biotério do Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias

Biol6gicas — Universidade Federal de Minas Gerais.

Os animais foram divididos em grupos e alojados em gaiolas de

polipropileno, de forma coletiva, da seguinte forma:

e grupo controle sham teve a cavidade abdominal aberta e fechada (n=6);

e grupo controle meio foi inoculado apenas com o meio de cultura estéril
(Pavlova) (n=6);

e grupo controle flora foi inoculado com a flora bacteriana (n=12);
e grupo tratado E. dispar cepa 03C (n=12);
e grupo tratado E. histolytica cepa HM1-IMSS (n=12);

e grupo tratado E. histolytica cepa EGG (n=12).



4.6.2.2 Inoculacao

Os animais foram anestesiados com Pentobarbital Sédico 30mg (Hypnol
3% - Fontoveter®) na concentracdo de 79mg/kg via intraperitoneal (SILVA, 1997).
Em seguida, sob condi¢Bes estéreis, foi feita uma incisdo longitudinal, de cerca de
lcm de extensdo, na linha média do corpo. Com o lobo esquerdo exposto, as
inoculacdes foram feitas diretamente no lobo, num volume de 100pL. A sutura foi

realizada em um plano com fio absorvivel.

Os animais foram sacrificados mediante deslocamento cervical 1, 3 e 6

dias pos-inoculacao.

O procedimento cirdrgico e todo o protocolo experimental foram feitos
seguindo as normas de vivisseccao de animais descritas pelo Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (COBEA) previsto na Lei n°6. 638, de 08 de maio de 1979.

4.6.3 ESTUDO MACROSCOPICO

ApoOs o sacrificio, os animais foram pesados e necropsiados, o figado foi
totalmente removido e pesado em balanca eletronica de alta precisdo (Marte — ALS).

A macroscopia da lesdo hepatica foi descrita de acordo com 0s seguintes critérios:
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1) cor;

2) tamanho;

3) aspecto da superficie;

4) formato;

5) consisténcia.

Além disso, foi determinada a incidéncia (nimero de animais com leséo
hepatica contendo amebas pelo nimero de animais inoculados) e a gravidade das
lesGes, avaliada por critério baseado na classificacdo de Diamond (1974), conforme

descrito a seguir:

. Grau 0 - figado normal, fibrose no ponto de inoculacédo ou lesdo bacteriana

menor que 4mm (auséncia de amebas);

. Grau | —lesao no ponto de inoculagdo menor que 15mm de diametro;

- Grau Il — lesdo maior que 15mm, sem disseminacéo;

- Grau lll — lesdo no lobo primario, algumas disseminacfes para outras areas;

. Grau IV - lesdo extensa, com disseminacdes, minimo de 50% do figado

comprometido.

Um fragmento de cada leséo foi macerado em PBS pH 7,2 entre

lamina e laminula para verificacdo microscopica da presenca de trofozoitos.
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4.6.4 ESTUDO HISTOPATOLOGICO

ApOs o0 estudo macroscopico, o orgao foi fixado em formol 10%
tamponado, clivado, processado e incluido em parafina. Os cortes histolégicos de 4
micra foram corados pela hematoxilina e eosina (HE), Acido Periédico de Schiff
(PAS), Tricrbmico de Gomori e von Kossa. Além disso, do material formolizado
foram feitos cortes de 10um por congelacdo em criostato que foram corados com

Sudan llI.

Através de exame microscopico avaliamos o parénquima hepatico e o

abscesso formado pelas inoculagdes. Utilizamos como critérios de analise:

presenca ou auséncia de hemorragia;

- presenca ou auséncia de esteatose e degeneracdo hidropica,

. tipo de infiltrado inflamatério, sua localizagéo e células envolvidas;

. abscesso Unico ou multiplo;

- presenga ou auséncia de amebas no abscesso;

- presenca ou auséncia de calcificacdo no abscesso;

. presenca ou auséncia de tecido de granulacgao;

- presenca ou auséncia de fibrose.

57



58



5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO MOLECULAR DAS CEPAS

A amplificacdo foi especifica para cada par de primers. As bandas de
132pb correspondem ao produto amplificado pelos oligonucleotideos EhP1/EhP2 e
as bandas de 96pb correspondem ao produto amplificado pelos oligonucleotideos

EdP1/EdP2.

Os primers de E. histolytica amplificaram apenas o DNA das cepas
EGG e HM1-IMSS e nédo amplificaram o DNA das cepas de E. dispar (03C) e E.
moshkoviskii. Ja os primers de E. dispar amplificaram apenas o DNA das cepas 03C
e P2 e ndo amplificaram o DNA das cepas de E. histolytica (EGG e HM1-IMSS) e E.
moshkoviskii. Ndo houve amplificacdo do DNA da flora e nem da E. moshkoviskii
(Figura 4). Sendo assim, foi possivel afirmar que a cepa 03C pertence a espécie E.

dispar.



PM 1 2 33 456 7 8 8

Figura 4 — Produtos amplificados através de Multiplex-PCR com primer EdP1/P2 e EhP1/P2. PM —
padrdo de peso molecular. 1 — E. histolytica (HM1). 2 — E. histolytica (EGG). 3 — E. dispar (03C). 4 —
Flora (bactérias). 5 — Negativo. 6 — Branco. 7 - E. moshkoviskii. 8 — E. dispar (P2).

5.2 CARACTERIZACAO DA FLORA BACTERIANA

Através do plagueamento em agar sangue da flora bacteriana de cultivo
da cepa 03C verificou-se que havia aproximadamente 2,5 x 10° UFC/mL de meio.
Além disso, o exame qualitativo das colbnias determinou a presenca predominante

de Escherichia coli.

5.3 MACROSCOPIA

Nos animais sacrificados 1 dia poés-inoculacdo, ndo houve diferenca
numérica do peso corporal entre os grupos EGG, 03C, controle flora e controle meio,
cujos valores variaram entre 79,69 e 81,5g. O maior peso corporal foi registrado no

grupo sham (86,9g). Os grupos tratados (HM1, EGG e 03C) apresentaram peso do
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figado semelhante, variando entre 4,3g e 4,4g, assim como 0s grupos controle (flora,
meio e sham) com 4,69. A relacdo % peso do figado/peso corporal mostrou que os
grupos EGG, 03C e sham apresentaram valores numeéricos semelhantes entre si,
variando entre 5,3% e 5,4%, assim como os grupos HM1, controle flora e controle

meio, que variaram entre 5,7% e 5,9% (tabela 1).

Tabela 1 — Média e desvio padréo do peso corporal, peso do figado e relacdo % peso do figado/peso
corporal 1 dia pés-inoculacéo

G Peso corporal Peso do figado Relacao % peso do
rupo .
(9) (9) figado/peso corporal
HM1 74,3 (£ 6,2) 4,4 (+£0,1) 5,9 (£0,6)
EGG 79,6 (£ 0,8) 4,3(x0,1) 54 (x0,1)
03C 81,2 (£ 2,2) 4,3(x0,2) 53(x0,1)
Flora 81,5 (£ 5,8) 4,6 (x0,3) 5,7 (x0,1)
Meio 81,1(x1,5) 4,6 (x0,1) 5,7 (x0,1)
Sham 86,9 (£ 0,4) 4,6 (x0,1) 53(x0,1)

A figura 5 mostra o aspecto macroscopico do figado de hamster apos 1
dia de inoculacdo. Todos apresentaram cor vermelho escura e superficie lisa e
brilhante. Todos os grupos tratados e o controle flora apresentaram lesGes
compativeis com abscesso de cor acastanhada, superficie plana e consisténcia
pastosa. Foi observada aderéncia do figado com a parede abdominal, do figado com
as algas intestinais e das al¢as intestinais com a parede abdominal nos grupos HM1,

EGG, 03C e controle flora.



Figura

Figura 5 — Aspecto macroscoépico do figado de hamster 1 dia pos-inoculagéo — 6rgao de cor vermelho
escura, superficie lisa e brilhante. A - grupo controle flora — lesdo de cor acastanhada, fusiforme e
superficie plana (seta). B - grupo HM1-IMSS (E. histolytica) — lesao de cor acastanhada, fusiforme e
superficie plana (seta). C - grupo EGG (E. histolytica) — lesdo de cor acastanhada, irregular e
superficie plana (seta). D - grupo 03C (E. dispar) — lesdo de cor acastanhada, irregular e superficie
plana (seta). Barra = 1cm.

O tamanho e o formato da lesdo variaram de acordo com o0 grupo
(tabela 4). Os grupos HM1, 03C e controle flora apresentaram lesées com tamanhos
semelhantes, de 2 a 4mm. Apenas o grupo EGG apresentou lesdo com tamanho
bem maior (10 x 5mm). Em relacdo ao formato, os grupos controle flora e HM1
apresentaram lesdes fusiformes. Ja os grupos 03C e EGG apresentaram lesdes

irregulares. Nao foram observadas lesdes nos grupos controle meio e controle sham.
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Tabela 2 — Caracteristicas macroscopicas da lesdo intra-hepatica em hamster 1 dia p6s-inoculacéo

Grupo Cor Tamanho (mm) Superficie Formato Consisténcia
HM1 acastanhada 2x2 plana fusiforme pastosa
EGG acastanhada 10x5 plana irregular pastosa
03C acastanhada 2x2 plana irregular pastosa
Flora acastanhada 4x2 plana fusiforme pastosa
Meio s/l s/l s/l s/l s/l
Sham s/l s/l s/l s/l s/l

s/l — sem lesao

Segundo a classificacdo de acordo com o critério estabelecido por
Diamond (1974), o grupo HM1 apresentou trés animais com lesdo grau | e um
animal com lesdo grau 0. Ja o grupo EGG apresentou trés animais com lesdo grau |.
O grupo 03C apresentou um animal com leséo grau | e dois animais com lesdo grau
0. O grupo controle flora apresentou os quatro animais com leséo grau 0. Os demais

grupos controle (meio e sham) ndo apresentaram qualquer tipo de leséo (tabela 3).

Tabela 3 — Lesao amebiana intra-hepéatica em hamster 1 dia p6s-inoculacao

Grupo N°de an.imais com Grau de les&o®
lesdo/n°inoculados 0 | Il I v
HM1 3/4 1 3 0 0 0
EGG 3/3? 0 3 0 0 0
03C 1/3? 2 1 0 0 0
Flora 0/4 4 0 0 0 0
Meio 0/2 0 0 0 0 0
Sham 0/2 0 0 0 0 0

a — morte de 1 animal durante o experimento (desprezado).
b — grau de les&o avaliado como a seguir:
0 — figado normal, fribrose no local ou leséo bacteriana < 4mm (auséncia de amebas);
| —lesdo no ponto de inoculagdo menor que 15mm de diametro;
Il — lesdo maior que 15mm, sem disseminacao;
Il — lesdo no lobo priméario, algumas disseminac¢®es para outras areas;
IV — lesao extensa, com disseminacdo, minimo de 50% do figado comprometido.
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No periodo 3 dias pés inoculacdo, todos 0os grupos, com excecdo do
grupo controle sham e do grupo HM1, apresentaram peso corporal semelhante,
cujos valores variaram entre 78,3g e 82,9g. O menor peso corporal foi registrado no
grupo HM1 (75,0g) e o maior no grupo sham (91,8g). Em relacdo ao peso do figado,
todos os grupos apresentaram valores numeéricos semelhantes, variando entre 4,09
e 4,3g. O valor numérico da relacdo % peso do figado/peso corporal dos grupos
HM1, EGG, 03C e controle flora foi semelhante, variando entre 5,1% e 5,4%, assim
como o valor numérico dos grupos controle meio e controle sham, 4,8% e 4,4,

respectivamente (tabela 4).

Tabela 4 — Média e desvio padréo do peso corporal, peso do figado e relacdo % peso do figado/peso
corporal 3 dias pés-inoculagéo

G Peso corporal Peso do figado Relacdo % peso do
rupo y
(9) (9) figado/peso corporal
HM1 75,0 (x1,3) 4,1(x0,6) 5,4 (x0,8)
EGG 78,7 (£ 2,3) 4,3(x0,1) 55(x0,1)
03C 82,0 (£5,8) 4,2 (£0,3) 5,1 (x0,04)
Flora 78,3 (£ 6,0) 4,2 (£0,4) 5,4 (x0,3)
Meio 82,9 (£12,4) 4,0(x1,0) 4,8 (x0,5)
Sham 91,8 (£1,5) 4,1(x0,1) 4,4 (£ 0,01)

Estes animais apresentaram figado de cor vermelho escura e superficie
lisa e brilhante. As lesdes foram bem distintas das do periodo anterior (figura 6). A
consisténcia da lesdo compativel com abscesso era pastosa nos grupos tratados e
controle flora. Os grupos HM1 e controle flora apresentaram lesGes de cor
acastanhada. Ja o grupo EGG apresentou lesdes de cor brancacenta, bem diferente

da apresentada pelo grupo 03C (amarelada). O aspecto da superficie, o formato e o

63



tamanho também se mostraram diferentes entre os grupos. Observou-se aderéncia
do figado com a parede abdominal, do figado com as alc¢as intestinais e das alcas

intestinais com a parede abdominal no grupo 03C e controle flora.



Figura

Figura 6 — Aspecto macroscépico do figado de hamster 3 dias pds-inoculacdo — 6rgédo de cor
vermelho escura, superficie lisa e brilhante. A - grupo controle meio — sem lesdo. B - grupo controle
sham — sem lesdo. C - grupo controle flora — lesdo de cor acastanhada, irregular e superficie plana
(seta). D - grupo HM1-IMSS (E. histolytica) — lesédo de cor acastanhada, irregular e superficie plana
(seta). E - grupo EGG (E. histolytica) — lesdo de cor brancacenta, arredondada e superficie elevada
(seta). F - grupo 03C (E. dispar) — lesao de cor amarelada, irregular e superficie elevada (seta). Barra
=1cm.
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O grupo HM1 apresentou lesdes com tamanho entre 4 x 4mm, superficie
plana e formato irregular. O grupo EGG apresentou lesées com tamanho médio de 4
x 5mm, superficie elevada e formato arredondado. Ja no grupo 03C, as lesdes foram
de tamanho bem maior que as encontradas nos outros grupos (7 x 8mm), superficie
elevada e formato muito irregular, sem delimitacdo das bordas. O grupo controle
flora apresentou lesdo bem semelhante a encontrada nos animais sacrificados 1 dia
pos-inoculacdo, ou seja, tamanho 2 x 2mm, superficie plana e formato fusiforme

(tabela 9). Os grupos controle meio e controle sham néo apresentaram lesao.

Tabela 5 — Caracteristicas macroscopicas da lesao intra-hepética em hamster 3 dias pés-inoculacéo

Grupo Cor Tamanho (mm) Superficie Formato Consisténcia
HM1 acastanhada 4x4 plana irregular pastosa
EGG brancacenta 4 x 5* elevada arredondada pastosa
03C amarelada 7x8 elevada irregular pastosa
Flora acastanhada 2X2 plana irregular pastosa
Meio s/l s/l s/l s/l s/l
Sham s/l s/l s/l s/l s/l

s/l — sem les&o
*dois dos animais apresentaram leséo no interior do érgéo, dificultando a medicao externa.

Segundo a classificacdo de Diamond (1974), o grupo HM1 apresentou um
animal com lesédo grau | e trés animais com lesédo grau 0. O grupo EGG apresentou
quatro animais com leséo grau lll, jA que havia lesdo amebiana no lobo primario e
algumas disseminacfes para outras areas. Ja o grupo 03C apresentou dois animais
com lesdo grau Il e um animal com leséo grau 0. O grupo controle flora apresentou

lesdo com grau 0, pois, assim como no dia 1, ndo foram encontrados trofozoitos nas
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lesbes, em todos os animais (tabela 6). Os demais grupos controle (meio e sham)

nao apresentaram qualquer tipo de leséo.

Tabela 6 — Lesdo amebiana intra-hepatica em hamster 3 dias pds-inoculagao

Grupo N°(§e an?mais com Grau de les&o”
lesdo/n°inoculados 0 | Il 1l v
HM1 1/4 3 1 0 0 0
EGG 4/4 0 0 0 4 0
03C 2/3? 1 0 2 0 0
Flora 0/4 4 0 0 0 0
Meio 0/2 0 0 0 0 0
Sham 0/2 0 0 0 0 0

a — morte de 1 animal durante o experimento (desprezado).
b — grau de leséo avaliado como a seguir:
0 — figado normal, fibrose no local ou lesdo bacteriana < 4mm (auséncia de amebas);
| —lesdo no ponto de inoculagdo menor que 15mm de diametro;
Il — lesdo maior que 15mm, sem disseminacao;
Il — lesdo no lobo primario, algumas disseminag¢des para outras areas;
IV — lesdo extensa, com disseminac¢des, minimo de 50% do figado comprometido.

No periodo 6 dias pos-inoculacdo, o peso do figado dos grupos 03C e
HM1 foi numericamente menor (4,19 e 4,0qg, respectivamente) quando comparado
aos demais grupos, que variaram entre 4,59 e 4,8g. Os grupos controle meio e
controle sham apresentaram peso corporal semelhante, respectivamente 88,89 e
93,29, e maior quando comparado aos demais grupos que variaram entre 79,79 e
82,8g. Em contrapartida, a relacdo % peso do figado/peso corporal entre os grupos
EGG e controle flora foi numericamente semelhante (5,69 e 5,59, respectivamente) e
maior em relagdo aos demais grupos que apresentaram média variando de 4,9% e

5,1% (tabela 7).



Tabela 7 — Média e desvio padréo do peso corporal, peso do figado e relacdo % peso do figado/peso
corporal 6 dias pos-inoculacdo

G Peso corporal Peso do figado Relacao % peso do
rupo .
(9) (9) figado/peso corporal
HM1 79,7 (£ 0,5) 4,0 (x0,1) 51(x0,1)
EGG 80,5 (£ 0,9) 4,5 (+0,3) 5,6 (£0,3)
03C 82,8 (£2,5) 4,1(x0,1) 4,9 (x0,1)
Flora 81,0(x1,2) 4,5(+0,2) 55(x0,2)
Meio 88,8 (£0,1) 4,6 (x0,1) 5,1(x0,1)
Sham 93,2 (£1,6) 4,8 (x£0,2) 51(x0,1)

Os animais sacrificados 6 dias poés-inoculacdo apresentaram lesdes
hepaticas bem distintas dos outros dois periodos, ou porque evoluiram para reparo
da lesdo ou por estas persistirem e evoluirem com aumento do tamanho do
abscesso (grupo EGG). O grupo HM1 apresentou figado de cor vermelho escura
com superficie lisa e brilhante e lesdo de cor acastanhada. JA o grupo 03C
apresentou figado palido de superficie lisa e brilhante com lesé&o de cor brancacenta.
O grupo EGG apresentou figado muito palido de superficie lisa e brilhante e lesédo de
cor brancacenta e areas avermelhadas (figura 7). Houve aderéncia do figado com a
parede abdominal, do figado com as algas intestinais e das alcas intestinais com a

parede abdominal no grupo EGG.
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Figura

Figura 7 — Aspecto macroscépico do figado de hamster 6 dias pds-inoculacdo. A - grupo controle
flora — figado de aspecto normal. B - grupo HM1-IMSS (E. histolytica) — lesdo de cor acastanhada,
puntiforme e superficie plana (seta) em figado de cor vermelho escura e superficie lisa e brilhante. C -
grupo EGG (E. histolytica) — leséo de cor brancacenta com areas avermelhadas, ovalada e superficie
elevada (seta) em figado muito palido de superficie lisa e brilhante. D - grupo 03C (E. dispar) — lesao
de cor brancacenta, arredondada e superficie elevada (seta) em figado palido de superficie lisa e
brilhante. Barra = 1cm.

O grupo HM1 apresentou lesdo muito pequena (1 x 1mm), com superficie
plana e formato puntiforme. O grupo 03C apresentou lesdo de tamanho reduzido
guando comparada com o0s outros periodos (3 x 3mm), superficie elevada e formato
arredondado. J& o grupo EGG apresentou lesao extensa que acometia mais de 50%

do orgao (30 x 20mm), superficie elevada e formato ovalado. Todos o0s grupos
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apresentaram lesdo de consisténcia pastosa. Nao foram observadas lesfes nos

grupos controle flora, controle meio e controle sham (tabela 14).

Tabela 8 — Caracteristicas macroscopicas da lesao intra-hepética em hamster 6 dias pés-inoculacéo

Grupo Cor Tamanho (mm) Superficie Formato Consisténcia
HM1 acastanhada 1x1 plana puntiforme pastosa
EGG . brancacenta c/ 30 x 20 elevada ovalada pastosa

areas avermelhadas
03C brancacenta 3x3 elevada arredondada pastosa
Flora s/l s/l s/l s/l s/l
Meio s/l s/l s/l s/l s/l
Sham s/l s/l s/l s/l s/l

s/l — sem lesao

De acordo com o critério de classificacdo da lesdo estabelecido por

Diamond (1974), o grupo 03C apresentou um animal com lesdo grau | e trés animais

com leso grau 0. O grupo EGG apresentou lesdo amebiana com grau 1V, pois houve

lesdo extensa, com disseminacao e mais de 50% do figado ficou comprometido, em

todos os animais. Neste periodo, assim como nos outros, foi possivel observar

varios trofozoitos quando o material do abscesso era observado ao microscopio de

luz. O grupo HM1 nédo apresentou abscesso amebiano, tendo suas lesbes

classificadas como grau 0 em todos os animais. Os grupos controle flora, meio e

sham néo apresentaram qualquer tipo de lesdo hepatica neste periodo (tabela 9).
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Tabela 9 — Lesdo amebiana intra-hepatica em hamster 6 dias pds-inoculagao

Gru N°de animais com Grau de lesdo®
po ~ )
lesdo/n°inoculados 0 [ 1] 11 v
HM1 0/4 4 0 0 0 0
EGG 4/4 0 0 0 0 4
03C 1/4 3 1 0 0 0
Flora 0/4 0 0 0 0 0
Meio 0/2 0 0 0 0 0
Sham 0/2 0 0 0 0 0

a — grau de leséo avaliado como a seguir:
0 — figado normal, fribrose no local ou les&o bacteriana < 4mm (auséncia de amebas);
| —lesdo no ponto de inoculagdo menor que 15mm de diametro;
Il — lesdo maior que 15mm, sem disseminacao;
Il — lesao no lobo primario, algumas disseminacfes para outras areas;
IV — lesdo extensa, com disseminac¢des, minimo de 50% do figado comprometido.

Todos os animais experimentaram ganho de peso corporal ao longo do
periodo de 6 dias, exceto os grupos EGG e flora que tiveram perda de peso no dia 3

e ganho no dia 6.

A figura 8 mostra a evolucao do peso do figado no periodo até 6 dias pos-
inoculacdo. Os grupos HM1 e 03C apresentaram queda progressiva do peso ao
longo dos 3 periodos. Diferentemente, o grupo EGG apresentou aumento
progressivo de peso ao longo do periodo. Os demais grupos apresentaram queda no

peso do 6rgdo no periodo 3 dias pds-inoculacdo e recuperacdo no periodo seguinte.
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Figura 8 — Evolucédo do peso do figado dos animais sacrificados nos periodos 1, 3 e 6 dias pos-
inoculacéo.

A figura 9 representa a evolugdo da relacdo % peso do figado/peso
corporal dos animais sacrificados no periodo até 6 dias pos-inoculagdo. O grupo
EGG apresentou aumento progressivo da relagdo. Os grupos 03C e HM1
apresentaram diminuicdo progressiva. Os demais grupos apresentaram perda no

periodo 3 dias pés-inoculacdo e recuperagdo no periodo seguinte.
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Figura 9 — Evolucdo da relacdo % peso do figado/peso corporal dos animais sacrificados nos
periodos 1, 3 e 6 dias poés-inoculagéo.

5.4 HISTOPATOLOGIA

No periodo 1 dia pés-inoculacdo, péde-se observar que cada grupo

apresentou um padrao distinto.

O parénquima hepatico do grupo HM1 (Figura x) apresentou areas de
congestdo, assim como presenca de vacuolizacdo citoplasmatica dos hepatocitos
centrolobulares. A coloracdo especifica Sudan Il revelou esteatose em hepatocitos

isolados. Multiplos microabscessos e alguns focos de infiltrado com predominio de
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células mistas foram observados proximos ao abscesso, em regides periportais e
centrolobulares. O abscesso era unico, circundado por area de hemorragia e
formado por grande area de necrose de liquefacéo central e necrose de coagulacéo
na periferia, com predominio de infiltrado misto (neutrofilos e macrofagos), incluindo
piocitos e auséncia de células multinucleadas. Neste periodo, ndao houve
calcificacdo, tecido de granulacdo ou fibrose. Alguns trofozoitos foram observados

na area central do abscesso.

O grupo EGG (Figura x) apresentou microabscessos e alguns focos de
infiltrado misto foram observados nas regides periportais e meiozonais,
principalmente proximo ao abscesso que era Unico e maior que o do grupo HM1,
circundado por area de hemorragia e por necrose de coagulacdo, que também se
apresentava com infiltrado inflamatorio misto. Estas areas eram circundadas por
hepatocitos com vacuolizacdo citoplasmatica; a coloracdo especifica Sudan Il
revelou esteatose em hepatdcitos isolados. Ndo foram observadas areas de
calcificagéo, tecido de granulacéo ou fibrose. Foram observados poucos trofozoitos

na periferia do abscesso.

No grupo 03C (Figura X) observou-se o parénquima hepatico mais
preservado, sem areas de congestdo, nem degeneragcdo dos hepatdcitos. Presenca
de varios microabscessos exibindo infiltrado misto, com predominancia de
neutrofilos. O abscesso formado era de tamanho intermedidrio aos outros dois

grupos. Nao havia areas de hemorragia circundando a regiao necraética.

O grupo controle flora (Figura x) apresentou esteatose nas regioes

centrolobulares do parénquima. Um animal apresentou congestao intensa. Muitos
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focos de infiltrado inflamatorio misto foram observados no parénquima. Alguns
microabcessos ocorriam proximos ao abscesso. Houve presenca de area
hemorragica circundando o abscesso. Este era unico, formado por necrose de
liquefacdo central com pidcitos, e necrose de coagulacédo periférica, com presenca
de macréfagos. Nao foram observadas areas de calcificagédo, tecido de granulacéo

ou fibrose.

No grupo controle meio (Figura x) foram observados pequenos focos de
infiltrado mononuclear ou misto, inclusive com eosindfilos, e area hemorragica no
suposto local da inoculacdo, circundada por necrose de coagulacdo e algum

infiltrado misto. O grupo controle sham néo apresentou qualquer tipo de alteracao.

No periodo 3 dias pés-inoculacdo as diferencas entre os grupos eram

mais marcantes.

O grupo HM1 (Figura x) apresentou varios focos de infiltrado de células
mononucleares espalhados pelo parénquima, principalmente nas regides periportais
e centrolobulares. Apenas um animal apresentou esteatose sendo que em
hepatdcitos isolados. Alguns microabscessos, incluindo macréfagos foram
observados préximo ao abscesso. O abscesso era Unico e se espalhava pelo
parénquima. Em alguns animais pode-se verificar que o abscesso era circundado
por &rea hemorragica, com restos celulares no centro e areas de necrose de
coagulagdo na periferia, a qual apresentava pequenos focos de infiltrado
predominantemente mononuclear. Em outros a necrose de coagulagdo era menos
predominante e células epiteliodes ocorriam na &rea mais periférica do abscesso,

sem chegar a formar palicada organizada e também foram observadas vérias células
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multinucleadas com material fagocitado. Um animal apresentou restos celulares
calcificados no interior do abscesso detectados mediante a coloracado de von Kossa.
O tricromico de Gomori revelou areas com tecido de granulacdo e fibrose inicial
envolvendo o abscesso, inclusive com regeneracdo de ductos biliares. Varios

trofozoitos (quantidade superior ao dia 1) foram observados no interior do abscesso.

O grupo EGG (Figura x) apresentou varios focos de infiltrado inflamatério
misto espalhados pelo parénquima (regides periportais e meiozonais) e alguns
microabscessos proximos ao abscesso. Um animal apresentou esteatose em
hepatdcitos isolados. O abscesso era unico, havendo hepatdcitos em apoptose no
parénquima adjacente. Foi possivel observar que o abscesso se espalhava no
parénquima adjacente pelo tecido perivascular. Restos celulares calcificados foram
observadas no interior do abscesso. Células epiteliodes ocorriam na area mais
periférica do abscesso, com aspecto mais organizado do que em HM1, sem chegar
a formar palicada caracteristica de granuloma. Também foram observadas varias
células multinucleadas com material fagocitado. Tecido de granulacdo e &reas de
fibrose foram vistas ao redor e dentro do abscesso (mais frequiente na periferia) com
ductos biliares regenerados. Grande quantidade de trofozoitos foi observada na

periferia do abscesso, nas areas onde eram vistas as células epiteliodes.

No grupo 03C (Figura x), foram observados alguns microabscessos
préximos ao abscesso principal e alguns focos de infiltrado inflamatério misto com
predominio de macrofagos espalhados pelo parénquima. Havia hepatdcitos em
apoptose no parénquima adjacente a alguns microabscessos, bem como, em areas
ao redor do abscesso principal. O abscesso era Unico, as vezes circundado por area

hemorragica, com areas de necrose de coagulacdo na periferia, assim como células
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epiteliodes formando palicada, células gigantes de corpo estranho e de Langhans,
grande quantidade de restos celulares no centro, ainda com infiltrado inflamatério
misto. Houve presenca de alguns focos de calcificacdo no interior do abscesso,
assim como de tecido de granulacdo contendo ductos biliares regenerados e inicio
de fibrose (area periférica). Havia grande quantidade de trofozoitos integros

espalhados pelo abscesso, e também formas degeneradas e calcificadas.

No grupo controle flora (Figura x) foram observados alguns pequenos
focos de infiltrado inflamatorio misto com predominio de macrofagos espalhados
pelo parénquima. Apenas dois animais apresentaram uma pequena area de necrose
de coagulacdo na periferia do abscesso, assim como, apoptose em hepatdcitos
isolados. Foram vistas areas de reparo contendo tecido de granulacdo com ductos
biliares e hepatocitos neoformados, além de inicio de fibrose. Em meio ao tecido de
granulacdo pode-se notar a presenca de células epiteliodes espalhadas. Os grupos

controle meio e controle sham n&o apresentaram alteracéo no parénquima.

No periodo 6 dias poOs inoculacdo, pode-se observar inicio de

regressao em alguns grupos, sendo mais evidente no grupo HM1 e controle flora.

O grupo HM1 (Figura x) apresentou alguns focos de infiltrado inflamatério
misto com predominio de macréfagos nas regibes periportais € meiozonais, e
multiplos pequenos abscessos proximos ao abscesso principal. Presenca de
abscesso Unico, com pouca hemorragia na periferia, restos celulares na area central,
com alguns focos de calcificagdo ao interior do abscesso. Células epiteliodes foram
vistas nas areas proximas a periferia, sem apresentar arranjo em palicada, em meio

as quais havia alguns trofozoitos calcificados. Células gigantes multinucleadas de
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corpo estranho com material fagocitado e grande quantidade de macrofagos com
pigmento marrom PAS positivo (lipofuscina) estavam presentes nas areas de inicio
de reparo da leséo, onde havia tecido de granulacéo, regeneracao de ductos biliares

e fibrose. Nao foram encontrados trofozoitos integros.

No grupo EGG (Figura x), a leséo teve grande desenvolvimento tomando
quase todo o 6rgdo. Houve grande numero de pequenos abscessos com infiltrado
misto espalhados pelo parénquima, assim como esteatose intensa e difusa. O
abscesso era uUnico e bastante extenso, com disseminag¢fes pelo restante do
parénquima e pelo tecido perivascular, com poucas areas de hemorragia na
periferia. Nas areas de disseminacdo via-se hepatdcitos isolados em apoptose.
Presenca de grande quantidade de restos celulares e areas de calcificacdo ao
interior do abscesso, e tecido de granulacdo com inicio de fibrose em areas da
periferia, bem como ao interior do abscesso. Na interface entre os restos celulares e
o tecido de granulacdo foram visualizadas células epiteliodes, sem organizagcdo em
palicada, em meio as quais havia grande quantidade de trofozoitos formando o
chamado anel amebiano. Ocasionalmente havia trofozoitos em meio ao tecido de

granulacdo. Nao foram observadas células gigantes multinucledas.

No grupo 03C (Figura x) houve presenca de focos de infiltrado misto com
predominio de macréfagos tanto no parénquima, quanto no abscesso. Foram
observadas é&reas de disseminacdo do abscesso pelo tecido perivascular e
microabscessos com infiltrado misto, na proximidade do abscesso principal. O
abscesso era unico com restos celulares espalhados, assim como focos de
calcificacdo na area central. Havia areas de inicio de reparo com tecido de

granulacao, regeneracao ductal e fibrose na periferia. Presenca de células gigantes
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multinucleadas com material fagocitado, as vezes em meio ao tecido de granulacao
ou em meio as células epiteliodes, que ndo apresentavam arranjo em palicada.
Foram vistos trofozoitos calcificados livres no tecido ou fagocitados por células

gigantes.

O grupo controle flora (Figura x) apresentou poucos focos de infiltrado
inflamatorio misto, com predominio de macrofagos e presenca de eosinofilos nas
regides periportais do parénquima. Em dois animais, as lesfes eram constituidas por
tecido de granulacdo com fibrose isolando-as do parénquima hepatico; ductos
biliares regenerados, grande quantidade de células multinucleadas com material
fagocitado, macrofagos com lipofuscina e algumas células epiteliodes espalhadas
estavam presentes. Algumas areas do parénquima adjacente apresentavam
hepatocitos em apoptose. Nos grupos controle meio e controle sham nao foram

observadas alteragcbes no parénquima.
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho, usamos um isolado identificado como E. dispar. Desde a
descricao do complexo E. histolytica/E. dispar, esta espécie de parasito é
considerada como a forma (RETIRAR) nao patogénica e incapaz de causar a forma
invasiva da doenca e, consequentemente, incapaz de causar o abscesso hepatico

amebiano.

Através da técnica de Multiplex-PCR, verificamos que a cepa utilizada
neste trabalho pertence a espécie E. dispar ja que os “primers” utilizados sao
especificos para as espécies E. histolytica e E. dispar sem amplificar o DNA humano
nem o DNA de E. moshkoviskii. Além disso, ndo houve amplificacdo do DNA da flora
bacteriana. Nossos resultados foram condizentes com os encontrados por Nufiez et

al. (2001) e Santos et al. (2007), uma vez que a reacao Multiplex-PCR da cepa 03C



apresentou uma banda de 96pb e as cepas EGG e HM1 apresentaram uma banda

de 132pb.

Mediante plaqueamento da flora de cultivo da cepa 03C verificou-se a
presenca de vérias cepas de E. coli e outras duas espécies ndo identificadas. Como
esta cepa foi isolada de fezes humanas, ndo € de se surpreender a presenca destas
espécies de microorganismos no meio de cultivo, uma vez que esta espécie de
bactéria vive comensalmente com os trofozoitos no intestino do homem (RANI,

2006).

Para que os resultados obtidos com a cepa polixénica 03C ndo fossem
creditados apenas as bactérias da flora, incubamos por 2 horas os parasitos das
cepas axénicas EGG e HM1 com a flora de cultivo da cepa 03C. Segundo Padilla-
Vaca (1999), a incubacéo de trofozoitos oriundos de cultivo axénico com bactérias,
dentre elas a E. coli, por periodos curtos (30 a 60 minutos) é capaz de aumentar
significantemente a capacidade citopética dos parasitos, fator este relacionado com
aumento da viruléncia. Este aumento se deve ao fato de as bactérias fagocitadas
desencadearem mecanismos bactericidas que estimulam uma série de reagdes nos

trofozoitos, aumentando assim sua viruléncia (PADILLA-VACA et al., 1999).

Vérios autores (TSUTSUMI et al., 1984, 2006; SILVA, 1997) consideram o
hamster como sendo o0 modelo animal mais adequado para o estudo da amebiase
hepatica. Silva (1997) diz que embora varias espécies de animais tenham sido
utilizadas como modelos experimentais da amebiase em laboratdrio, até 0 momento,
nenhuma delas foi capaz de reproduzir a amebiase como ela realmente ocorre no

homem. Entretanto, o hamster é amplamente empregado como modelo animal para
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avaliar a viruléncia de cepas de amebas. Atribuido a isso, o hamster foi escolhido
como modelo para o estudo experimental da amebiase hepatica, permitindo
comparar a patogenicidade da cepa 03C (E. dispar) com as cepas EGG e HML1 (E.

histolytica).

Foram utilizados animais jovens, pois estes ainda ndo possuem o sistema
imunologico totalmente formado, facilitando assim o desenvolvimento da lesdo
amebiana. Outros autores como Costa (2001) e Rigothier et al. (2002) também

utilizaram animais na mesma faixa etaria.

Todos os grupos apresentaram ganho de peso corporal ao longo dos trés
periodos em estudo. Pode-se relacionar isso ao fato de os animais serem muito

jovens e estarem em fase de crescimento.

A cinética de evolucéo do peso do figado e da relacdo % peso do figado/
peso corporal dos animais nos diferentes periodos de estudo mostrou que o 6rgao
dos grupos controle e grupos HM1 e 03C apresentaram perda de peso até o periodo
3 dias pos-inoculacdo, sugerindo a interferéncia do estresse cirargico. Apds este
periodo, 0s grupos controle apresentaram recuperacdo do peso do 6rgdo. Ja 0s
grupos 03C e HM1 apresentaram perda continua do peso do figado, talvez por estar
em fase de regressdo da lesdo hepatica. O grupo EGG apresentou aumento
progressivo do peso do 6rgao, sugerindo que a grande lesdo hepatica inicial e seu
aumento subsequente possa estar relacionado a este fato. Em nenhum animal foi

observado hepatomegalia como descrito por Costa (2001).
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O aspecto macroscopico das lesbes foi distinto para cada grupo. Estas
variaram consideravelmente conforme a cepa utilizada. Foram desde simples lesdes
no local da inoculacdo até grandes lesbes que abrangeram todo o lobo ou
expressiva parte do figado. Na maioria dos casos, houve predominio de lesbes de

coloracdo amarelada e formato irregular.

O grupo EGG apresentou evolucdo progressiva da lesdo de acordo com
0s critérios estabelecidos por Diamond (1974). Embora Silva (1997) e Costa (2001)
nao tenham acompanhado a evolucdo da lesédo ao longo de 6 dias, os resultados
obtidos neste trabalho se assemelham aos observados por esses autores, neste

periodo, ou seja, 0os animais apresentaram leséo grau IV.

O grupo HM1 apresentou apenas lesdo grau | até o dia 3 pos-inoculacao.
Silva (1997), observou que determinadas cepas, mesmo que virulentas e invasivas
como a HM1, quando mantidas em cultivo por periodos prolongados, tém sua
viruléncia gradativamente diminuida, contudo, sem perdé-la totalmente. Isso também
foi relatado por Matinez-Palomo (1982). Esse fato pode sugerir a baixa quantidade
de animais com lesédo e o baixo grau atribuido a elas, jA que a cepa utilizada neste

trabalho estava ha quase um ano em cultura.

A cepa 03C apresentou progressao da lesdo segundo os critérios
estabelecidos por Diamond (1974) até o periodo 3 dias pos-inoculacdo. No periodo 6
dias poés-inoculacdo, apenas 1 animal apresentou lesdo com grau |. Este resultado
difere do encontrado por Costa (2001) que utilizou varias cepas de E. dispar e todas
elas apresentaram lesbes com grau diferente de zero no periodo 6 dias pOs-

inoculacao; algumas cepas apresentaram animais com lesao superior a grau |Il.
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Sob o0 aspecto microscopico, as lesdes mostraram ser distintas umas
das outras, dependendo dos grupos, da mesma forma como ocorreu na
macroscopia. Segundo Tsutsumi et al. (1984), o modelo de abscesso hepatico
amebiano em hamster apos inoculacéo intraportal segue trés fases consecutivas:
inflamacé&o aguda, formacéo de granuloma e avango progressivo da necrose. As trés
fases descritas por ele foram identificadas, havendo variacfes na temporalidade nos
diferentes grupos e as estruturas granulomatosas eram na sua maioria
desorganizadas, talvez, devido a inoculacdo direta no parénquima hepatico e a

associacao dos trofozoitos com a flora de cultivo.

No periodo inicial (1 dia poés-inoculacdo), os resultados obtidos sao
semelhantes aos encontrados por Tsutsumi et al. (1984) nos grupos EGG e HM1,
abscesso com borda irregular formado por necrose de liquefagéo (centro), necrose
de coagulacao (periferia) e grande infiltrado inflamatorio misto ao redor da area da
lesdo. No grupo 03C, a fase de inflamagéo aguda foi mais evidente, indicando
possivel retardo na instalacdo do abscesso caracteristico. Em todos os grupos,
areas de hemorragia estavam associadas ao abscesso. Este fato ndo foi observado
por Tsutsumi et al. (1984), pois, a inoculacéo feita por este autor foi via veia porta e
neste trabalho foi direta no parénquima. Sendo assim, isto pode estar relacionado ao
traumatismo da inoculagdo. Hemorragia discreta e necrose tecidual de fato
ocorreram no grupo controle meio no local da inoculagéo. Entretanto, nos grupos
tratados algumas areas hemorragicas persistiram nos outros periodos, fato este nao

observado no controle meio.

Alguns focos de infiltrado inflamatério foram observados espalhados pelo

parénquima hepatico, principalmente no grupo 03C. Tsutsumi et al. (1984) e Olivos-
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Garcia et al. (2004) relatam esse fato, porém, foram encontrados trofozoitos no
centro desses focos de infiltrado. Rigothier et al. (2002), embora tenham feito o
mesmo tipo de inoculacdo que os outros autores, ou seja, via veia porta, encontrou
varios focos de infiltrado espalhados pelo parénquima, porém sem parasitos. O
mesmo fato, auséncia de trofozoitos nos focos inflamatorios, foi observado no
presente trabalho. Rigothier et al. (2002) sugerem que esses focos de células
inflamatorias sejam 0s responsaveis pela eliminacdo dos parasitos, e que 0s
neutroéfilos, assim como sugerido por Seydel et al. (1997) e Jarrillo-Luna et al. (2002)
em modelo experimental em camundongo, tém papel fundamental nessa eliminacao.
No presente trabalho, encontramos muitos focos de infiltrado misto (neutrofilos e
macrofagos) espalhados pelo parénquima hepatico, principalmente no grupo 03C,
sem a presenca de parasitos. Porém, o grupo controle flora apresentou padréo
semelhante, sugerindo que as bactérias também possam ter participacdo na

formacao desses focos inflamatorios.

Tsutsumi et al. (1984), Olivos-Garcia et al. (2004) e Blazquez et al. (2007)
sugerem que esse inicio de inflamacdo é necessario tanto para a destruicdo do
tecido hepatico quanto para a sobrevivéncia do parasito e que esses fatores sao
necessarios para a progressdo da lesdo. Eles ainda alegam que a maior
contribuicdo para a destruicdo das células e tecido hepatico é dada pelas células
inflamatorias, principalmente pelos polimorfonucleares neutrofilos. Pérez-Tamayo et
al. (2006) sugerem que os potentes mecanismos de defesa das células inflamatorias

sdo capazes de causar algum tipo de estimulo que permite que os trofozoitos sejam

capazes de sobreviver no tecido hepético.



Apenas os grupos HM1 e controle flora apresentaram positividade para
Sudan Ill no periodo 1 dia pés-inoculacao, indicando a presenca de esteatose no
parénquima hepatico. Nao foram encontrados relatos desse tipo especifico de
degeneracdo associada ao abscesso amebiano hepatico, porém Tsutsumi et al.
(1984) menciona, nas primeiras horas, alterac6es degenerativas nos hepatécitos que

culminam na necrose.

No periodo 3 dias pds-inoculacéo, os abscessos dos grupos EGG e 03C
foram maiores. Houve grande substituicdo de polimorfonucleares neutréfilos por
macréfagos, assim como relatado por Tsutsumi et al. (1984). Este autor também
observou um aumento na quantidade do numero de parasitos na lesdo. Neste
trabalho, verificou-se que os trofozoitos das cepas de E. histolytica estavam restritos
a periferia do abscesso, ja os trofozoitos da cepa de E. dispar estavam espalhados
por todo o abscesso. Nao foi encontrado relato na literatura sobre essa diferenca. No
grupo HM1 ainda havia areas de necrose de coagulacdo na periferia do abscesso

indicando uma evolugdo mais lenta.

Neste trabalho, foram observadas células epitelidides no periodo 3 dias
pés-inoculacdo, na periferia do abscesso, nos grupos HM1, EGG, 03C e controle
flora. Tsutsumi et al. (1984) relata o surgimento de células epitelidides na periferia do
abscesso no periodo 2 dias pdés-inoculagdo. Certa organizacdo em palicada das
células epitelidides s6 foi registrada no grupo 03C. Nenhum dos autores
pesquisados relata a presenca de células gigantes multinucleadas no abscesso,
presente neste trabalho a partir do periodo 3 dias apenas nos grupos HM1, 03C e

controle flora.
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No periodo 3 dias pés-inoculacdo, a coloracdo von Kossa apresentou
positividade para a presenca de calcio nas areas de abscesso. O grupo controle
flora ndo apresentou areas de calcificacdo, sugerindo que as amebas possam ter
papel fundamental nesse processo, uma vez que a calcificagcdo ocorria tanto em
restos celulares amorfos quanto em trofozoitos mortos ou parcialmente destruidos.
Além disso, a coloragéo tricromico de Gomori confirmou a presenca de tecido de
granulacéo e fibrose inicial a partir do periodo 3 dias pos-inoculacdo. O grupo EGG

apresentou poucas areas de tecido de granulacéo.

No periodo 6 dias pos-inoculacdo as células epitelidides foram
observadas, porém, ndo havia organizacédo granulomatosa caracteristica, pois essas
células apareciam em meio ao tecido de granulacdo, nos grupos HM1, 03C e
controle flora. Segundo Tsutsumi et al. (1984), neste periodo essas células se
arranjam de forma caracteristica e € possivel encontrar granulomas formados por

células epitelidides organizadas em palicada.

Os grupos 03C, HM1 e controle flora apresentaram fibrose no periodo 6
dias poés-inoculagdo, sugerindo evolucdo para o reparo da lesdo. Entretanto, no
grupo 03C ainda foram observadas trofozoitos integros em pouca quantidade. Costa
(2001) encontrou alguns focos de calcificacdo e varias areas com tecido de

granulacao e fibrose nos abscessos, assim como 0s encontrados neste trabalho.

As lesdes oriundas dos grupos 03C e HM1 foram menos invasivas que as
oriundas do grupo EGG. Neste ultimo grupo, pbéde-se observar claramente a
disseminacgdo da infeccdo, principalmente nos periodos 3 e 6 dias pos-inoculacéo.

As lesbes causadas pelo grupo controle flora eram delimitadas e confinadas ao sitio
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de inoculacdo, mais restritas e circundadas por uma capsula de fibrose que
separava o0 abscesso do parénquima integro. Isso sugere que as lesdes observadas
nado podem ser atribuidas apenas as bactérias. Porém, as bactérias podem ter
influéncia na inducdo de lesdo amebiana nos animais, jA que elas poderiam
promover no parénquima hepatico um ambiente propicio para a multiplicacdo dos
trofozoitos e progressdo da lesdo. Além disso, elas podem servir como fatores
quimiotaticos de células inflamatérias que contribuem para o desenvolvimento do

abscesso (TSUTSUMI et al., 1984).

Os resultados das inoculacdes nos animais demonstraram que o numero de
animais infectados, o tipo e a severidade das lesdes variaram com a cepa, sendo
EGG a mais patogénica, HM1 a menos patogénica e 03C de patogenicidade

intermediaria.

A grande sensibilidade do hamster a infeccdo amebiana néo invalidou a sua
utilizacdo como modelo adequado para a diferenciagdo das cepas em relagdo a
viruléncia e patogenicidade. Embora ele tenha se infectado facilmente com as
cepas, houve uma consideravel diferenca entre elas. Quando verificados o nimero
de animais infectados e o tipo de severidade das lesdes, a diferenca entre as cepas
se tornou ainda mais evidente, assim como observado por Silva (1997) e Costa

(2001).

Contrariamente do que se podia esperar de uma espécie reconhecida
como néo invasiva, nao virulenta e sempre assintomatica (WHO, 1997), a cepa 03C
de E. dispar isolada de paciente assintomatico, foi capaz de causar lesdes em figado

de hamster. Costa et al. apud Clark et al. (2001), alega que a denominacao de “ndo
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patogénica” atribuida a E. dispar estaria incorreta, uma vez que sua capacidade de
causar lesbes mesmo que focais a caracteriza como patogénica, porém n&o
virulenta, uma vez que néo causaria as formas invasivas da doenca como feito pela
E. histolytica. Sendo assim, os dados obtidos sugerem que a E. dispar possui um

potencial patogénico capaz de determinar infeccoes em modelo animal.

Se bem se conhece que a E. dispar possui cisteino-proteases em
guantidade muito inferior a E. histolytica, outros estudos sdo necessarios para
elucidar melhor a questdo da auséncia de capacidade invasiva, necessaria na

ocorréncia natural da doenca, ja que neste modelo essa etapa € substituida pela

inoculacao direta no érgéo.
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7 CONCLUSOES

» Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar possuem diferente grau de
patogenicidade, sendo mais patogénica a cepa EGG, menos patogénica a

HM1 e de patogenicidade intermediaria a cepa 03C.

» A formacdo do abscesso hepatico em hamster apresenta variacdes na
temporalidade das caracteristicas microscopicas, assim como na forma de

evolucdo do abscesso hepatico, de acordo com a cepa utilizada.
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9 ANEXOS




Anexo 1
Meio Pavlova modificado por Silva (1972)

* Meio base

Ajustar pH para7,2a7,4

NasPOy, oo, 2,449

KoHPOy, v 0,429

NaCl ..o, 7,39

extrato de levedo ...................... 1,469

HoO QSp coeveeieeeeiii e, 1000mL

e Complementos

v' penicilina 1.000U/mL de meio;

v’ estreptomicina 500ug/mL;

v/ 100mL de soro bovino adulto inativado por 30 minutos a 56<C;
v

1mg/mL de meio.

apos filtragem em membrana de 0,22um, acrescentar amido de arroz estéril gsp
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Anexo 2
Meio TYI-S-33 (Diamond, 1978)

* Meio base

KoHPO4 i, 1,09

KH2POys o 0,69

NaCl ..o, 2,09

Tripticase (BBL) .........cccevvveennnee 20g

extrato de levedura (Difco) ....... 10g

gliCOSE ..o 10g

L-CISteiNa .......cevvvvveeeieiiiiieiieneee, 1,09

acido ascorbico ..........cccceeeenn 0,29

citrato férrico amoniacal 0,0228g

HoO gSP covvveieiieeiiieceiccee e, 870mL Ajustar pH para 7,0 - 7,2
» Complementos

v' 30mL de vitamina Tween 80;

v/ 100mL de soro bovino adulto inativado por 30 minutos a 56<C;
v Penicilina G Cristalina 1000U/mL de meio;

v estreptomicina 500ug/mL de meio;

v' filtrar em membrana de 0,22um.



Anexo 3
Criopreservacao de amostras de E. histolytica e E. dispar

* Solucao crioprotetora

meio de cultivo (TYI-S-33 ou Pavlova) .................. 6,3mL
SACAI0SE 2M ...oeiiiii e 0,5mL
DMSO (SIgMQA) ..ooeeieeeiiiiiiiiee et 1,2mL

Filtrar em membrana 0,22um e acrescentar 2mL de soro bovino adulto estéril
inativado.

» Criopreservacao

v adicionar 5 a 10mL da solucéo crioprotetora ao sedimento de trofozoitos (minimo
de 2 x 10°), homogenizar levemente e distribuir 1 a 1,5mL por criotubo;

v’ transferir os tubos para o Freezing Tray 97 19609 (MVE) com termémetro e
acopla-lo ao botijao de nitrogénio liquido;

v proceder ao abaixamento gradual de temperatura (1 — 2<C por minuto) até -50TC,
abaixar o Freezing Tray ao maximo e apos 15 — 20 minutos, transferir os
criotubos para o local definitivo nos botijoes.
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Anexo 4

Trabalhos completos publicados em perédicos

Cordeiro, T. G. P. & Macedo, H. W. Amebiase. Rev Patol Trop 36(2): 119-
128, 2007.

Trabalhos completos apresentados em congresso e pub licados em perddicos

Cordeiro, T. G. P.; Mello, M. D.; De Menezes, L. F.; Peralta, R. H. S.; Peralta,
J. M.; Macedo, H. W. Caracterizacdo da expresséao fenotipica da viruléncia da
Entamoeba dispar. Rev Patol Trop 36(Supl. 2): 7, 2007.

Cordeiro, T. G. P.; Santos, H. L. C.; Peralta, J. M.; Silva, E. F.; Guzméan-Silva,
M. A.; Macedo, H. W. Comparacgao da patogenicidade de Entamoeba
histolytica e Entamoeba dispar em modelo experimental de inoculacao
hepética em hamster. Rev Patol Trop 36(Supl. 2): 6, 2007.
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