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RESUMO 

 

 

 A amebíase é uma doença que atinge cerca de 12% da população mundial, sendo a 

Entamoeba histolytica, responsável por lisar e penetrar nos tecidos do hospedeiro e a 

Entamoeba dispar representante dos casos assintomáticos. Entretanto, estudos têm 

demonstrado a capacidade de E. dispar de produzir lesões em modelos experimentais. O 

sucesso da invasão amebiana no hospedeiro se deve a destruição tecidual pelos seus fatores de 

virulência, capazes de provocar necrose e apoptose. Há poucos estudos sobre a apoptose 

induzida por E. histolytica e E. dispar. Diante disso, foi objetivo deste trabalho avaliar a 

apoptose em modelo experimental de abscesso hepático amebiano (AHA) induzido por E. 

histolytica e E. dispar, por meio do ensaio de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase 

dUTP nick-end labeling) e de reações imuno-histoquímicas para os marcadores Caspase 3, Bax 

e Bcl-2. Em todos os AHA´s induzidos por E. histolytica (grupo EH) e E. dispar (grupo ED) 

foram detectadas reações TUNEL+, em células com aspectos morfológicos indicativos de 

apoptose, tanto do hospedeiro quanto do parasito. Todos os AHA´s também apresentaram 

reações positivas para os três marcadores imuno-histoquímicos analisados. Ao contrário do 

verificado no grupo EH, a análise morfométrica mostrou menor área Caspase 3 clivada+ e Bax+, 

bem como maior área BCl2+ no AHA do grupo ED, indicando menores níveis de apoptose no 

AHA induzido por esta espécie. E. dispar e E. histolytica apresentaram apoptose dependente 

de caspase 3 e de Bax, sendo mais intensa no grupo ED, comprovando a menor capacidade 

desta espécie em sobreviver no AHA. Sendo assim, este estudo demonstrou pela primeira vez 

que a apoptose também está presente, e de forma significativa, no AHA induzido 

experimentalmente pela E. dispar. Também, a expressão significativa de caspase 3 clivada no 

AHA sugeriu o envolvimento da via intrínseca da apoptose e, a expressão de Bax e Bcl-2 

demonstrou a importância destas duas proteínas na modulação da apoptose em ambas espécies.  

Palavras chave: Amebíase, Entamoeba dispar, Abscesso hepático amebiano, Apoptose, 

Capase 3 clivada.  

  



 

ABSTRACT 

 

Amebiasis is a disease that affects about 12% of the world's population, with Entamoeba 

histolytica responsible for lysing and penetrating the host's tissues and Entamoeba dispar 

representing asymptomatic cases. However, studies have demonstrated the ability of E. dispar 

to produce lesions in experimental models. The success of amoebic invasion in the host is due 

to tissue destruction by its virulence factors, capable of causing necrosis and apoptosis. There 

are few studies on apoptosis induced by E. Histolytica and E. dispar. Therefore, the objective 

of this study was to evaluate apoptosis in an experimental model of amoebic liver abscess 

(ALA) induced by E. histolytica and E. dispar, using the TUNEL assay (Terminal 

deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end labeling) and immunological reactions -

histochemistry for Caspase 3, Bax and Bcl-2 markers. In all ALA's induced by E. histolytica 

(EH group) and E. dispar (ED group) TUNEL+ reactions were detected in cells with 

morphological aspects indicative of apoptosis, both of the host and the parasite. All ALA's also 

showed positive reactions for the three immunohistochemical markers analyzed. Unlike what 

was seen in the EH group, the morphometric analysis showed a smaller Caspase 3+ and Bax+ 

cleaved area, as well as a larger BCl2+ area in the ALA of the ED group, indicating lower levels 

of apoptosis in the ALA induced by this species. E. dispar and E. histolytica showed caspase 3 

and Bax-dependent apoptosis, being more intense in the ED group, proving the lower ability of 

this species to survive in the ALA. Therefore, this study demonstrated for the first time that 

apoptosis is also present, and significantly so, in AHA experimentally induced by E. dispar. 

Also, the significant expression of cleaved caspase 3 in AHA suggested the involvement of the 

intrinsic pathway of apoptosis, and the expression of Bax and Bcl-2 demonstrated the 

importance of these two proteins in the modulation of apoptosis in both species. 

Keywords: Amoebiasis, Entamoeba dispar, Amoebic liver abscess, Apoptosis, Cleaved 

Capase 3. 
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1. INTRODUÇÃO 
  

 

De acordo com o Comitê de Sistemática da Sociedade Internacional de Protozoologia, 

as espécies do gênero Entamoeba pertencem ao reino protista, sub-reino Protozoa, filo 

Sarcomastigophora, família Endamoebidae e classe Lobosea, composta por organismos 

eucariotas e unicelulares que se locomovem e se alimentam através de pseudópodes. Esse 

gênero é constituído por espécies não patogênicas: Entamoeba coli, Entamoeba 

hartmanni e Entamoeba polecki, Endolimax nana e Iodamoeba buetschlii (CDC, 2019); 

espécies que estão sob investigação devido ao potencial patogênico: Entamoeba dispar (E. 

dispar) (OLIVEIRA et al., 2015; SILVA et al., 2021; OLIVEIRA, et al., 2021); Entamoeba 

moshkovski, Entamoeba bangladeshi (CDC, 2019) e, finalmente, Entamoeba histolytica (E. 

histolytica), a única até o momento considerada patogênica (CDC, 2019; GARCIA, 2007). 

A Amebíase é uma doença causada pelo protozoário Entamoeba histolytica, que pode 

apresentar quadros patológicos graves, eventualmente fatais, mantendo-se como um grande 

problema de saúde pública nos países em desenvolvimento (HUSTON, 2004). Apesar da 

maioria das infecções ser assintomática, ao hospedar o intestino grosso dos seres humanos, a E. 

histolytica pode dar origem a uma importante forma clínica denominada colite amebiana. A 

partir do intestino grosso, os trofozoítos podem disseminar-se para o fígado, diafragma, 

pulmões e encéfalo, caracterizando a amebíase extraintestinal. Nesta forma da doença, o fígado 

é o órgão mais frequentemente atingido, ocorrendo o desenvolvimento do abscesso hepático 

amebiano (AHA) (CDC, 2019; HAQUE et al., 2003; STANLEY, 2003). 

O protozoário E. histolytica foi descrito em 1875 pelo médico Russo Fedor 

Aleksandrovich Lösch, após trofozoítos terem sido observados nas fezes disentéricas de um 

camponês, falecido em virtude de graves úlceras intestinais detectadas à necropsia (GARCIA, 

2007; JACKSON, 1998). Em 1903, devido a sua capacidade de destruir os tecidos do 

hospedeiro, Schaudinn denominou esse protozoário como Entamoeba histolytica (DIAMOND; 

CLARK, 1993). Desde a identificação da E. histolytica por Lösch houve questionamentos 

quanto à sua ação patogênica, já que grande parte dos indivíduos infectados eram 

assintomáticos. Diante disso, Emile Brumpt (1925) propôs a teoria dualista baseando-se no 

aspecto clínico-epidemiológico, na qual duas espécies de amebas poderiam habitar o intestino 

humano. Uma delas seria patogênica, E. histolytica, enquanto a outra não seria capaz de 

produzir lesões, E. dispar (WALSH, 1986).  Posteriormente, pesquisas demonstraram 

diferenças antigênicas e bioquímicas entre E. histolytica e E. dispar corroborando com a 

existência de duas espécies morfologicamente idênticas, porém biologicamente diferentes. De 
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fato, E. histolytica era a espécie patogênica devido a sua capacidade de lisar e penetrar nos 

tecidos, produzindo a amebíase invasiva e, a espécie não patogênica E. dispar explicaria a 

existência de um grande número de casos assintomáticos por todo o mundo (CLARK; 

DIAMOND, 1991; SARGEAUNT, 1992; CLARK, 1998). Em 1997, após os estudos de 

Tannich et al. (1989) e Clark e Diamond (1993), que envolveram a análise do genoma, do perfil 

de isoenzimas e a utilização de anticorpos monoclonais, E. dispar foi assumida como espécie e 

oficialmente reconhecida pela Organização Mundial de Saúde (OMS) (WHO, 1997). 

 

1.1 Epidemiologia  

 

A amebíase é uma doença com ampla distribuição mundial, que produz cerca de 50 

milhões de casos por ano em todo o mundo, sendo que a maioria dos infectados permanecem 

assintomáticos, o que contribui para perpetuação do ciclo de vida do protozoário através da 

excreção de cistos e ingestão de alimentos contaminados com os mesmos (WHO, 1997). Uma 

parcela menor de infectados é acometida com a doença invasiva (STAUFFER; RAVDIN, 

2003). Segundo a OMS, 1% da população mundial está infectada com E. histolytica e 12% com 

a E. dispar (WHO, 1997). Aproximadamente 110.000 pessoas morrem todos os anos por 

amebíase, sendo considerada por alguns a segunda causa de morte por doença parasitária, 

superada apenas pela malária ( STANLEY, 2003; QUE; REED, 2000; WHO, 1997) e o AHA 

é a principal causa de mortalidade por infecções extraintestinais (SINGH A et al., 2019).  

A amebíase é considerada endêmica e ocorre em países subdesenvolvidos de climas 

quentes, tropicais e subtropicais, na qual as condições sanitárias e o abastecimento de água são 

precários e ineficientes. Do contrário, nos países desenvolvidos, ocorre principalmente entre 

imigrantes, viajantes, homossexuais masculinos e pacientes internados em instituições como 

asilos e creches (CHAVES et al, 2010).  

A quantidade de indivíduos infectados varia em diferentes áreas geográficas, porém com 

destaque em algumas regiões, tais como Bangladesh, Índia, México, leste e sul da África, 

Vietnam e América do Sul (ZLOBL, 2001).  

No Brasil, nos períodos de 2012 a 2016 foram totalizadas 14.268 internações por 

amebíase, com o maior número de casos na região Nordeste (6.033; 42,28%), seguido pelas 

regiões Norte (5.388; 37,76%), Sudeste (1.196; 8,38%), Centro-Oeste (1.096; 7,68%) e Sul 

(555; 3,88%). Tais variações ocorrem entre as regiões devido as condições socioeconômicas 

precárias e a dificuldade de acesso aos serviços de saúde pública (SOUZA et al., 2019).  

Contudo, a maior prevalência de infecção pela E. dispar está em Belo Horizonte, Salvador e 
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Manaus (BENETTON et al., 2005; DOURADO et al., 2006; OLIVEIRA-COSTA et al., 2006; 

SANTOS; SOARES, 2008).  

 

1.2 Morfologia de Entamoeba histolytica x Entamoeba dispar 

 

Através da microscopia ótica com tecnologia Nomarski foi observado que a cepa de E. 

dispar SAW 760RR clone A possui algumas diferenças ultra estruturais ao compará-la com a 

cepa HM1: IMSS de E. histolytica. O núcleo de E. dispar apresenta-se com uma camada 

periférica fina composta de grânulos densos, enquanto em E. histolvtica a camada periférica do 

núcleo é espessa; ambos os núcleos apresentam cinco a seis condensações centrais, que 

provavelmente corresponde a um número igual de cromossomos metafásicos.  Os   trofozoítos 

da E. dispar são mais alongados com pseudópode anterior e proeminente, um uroide (região de 

alta adesividade) posterior evidente, enquanto que na E. histolytica, os trofozoítos são mais 

arredondados com vários pequenos pseudópodes e um discreto uroide. Além disso, através da 

microscopia eletrônica de transmissão é possível observar numerosos vacúolos concentrando-

se em determinadas áreas do citoplasma de E. dispar e grandes depósitos de grânulos de 

glicogênio nas áreas livres, já a E. histolytica contêm vários vacúolos de diferentes tamanhos 

distribuídos uniformemente no citoplasma e raros grânulos de glicogênio (ESPINOSA-

CANTELLANO et al., 1998). 

Embora sejam consideradas morfologicamente idênticas, o tamanho dos trofozoítos de 

ambas espécies varia entre 12 a 60 μm de diâmetro. O núcleo apresenta-se com cromatina na 

membrana nuclear e um cariossoma pequeno, compacto e centralizado.  O citoplasma é 

diferenciado em um ectoplasma claro e hialino e o endoplasma mais granular. A motilidade é 

rápida e unidirecional, com o prolongamento de pseudópodes em resposta às condições 

ambientais (GARCIA, 2007). Os cistos variam em tamanho de 10 a 20 μm, podendo se 

apresentar em dois estágios: pré-cisto (cisto imaturo, uninucleado com uma massa de glicogênio 

e corpos cromatoides com bordas lisas e arredondadas) e metacistos (cisto maduro, 

praticamente sem glicogênio e barras cromatoides, com aproximadamente 4 núcleos) 

(GARCIA, 2007).  

  

1.3 Ciclo biológico e patogênese da amebíase 

 

O ciclo biológico é monoxênico, ou seja, não há necessidade de um hospedeiro 

intermediário para completar seu desenvolvimento e com estágios evolutivos bem definidos: 
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trofozoíto, pré-cisto, cisto e metacisto e está relacionado com a patogênese da amebíase (Figura 

1) (SILVA; GOMES, 2005).   

A infecção amebiana inicia com a ingestão de água ou alimentos contaminados com 

cistos de E. histolytica. Após a ingestão, o cisto passa pelo trato digestivo e ao chegar ao 

intestino delgado ocorre o excistamento, formando os metacistos. Os metacistos dividem-se por 

fissão binária, dando origem aos trofozoítos que migram para o intestino grosso, podendo 

permanecer no lúmen alimentando-se de detritos e da microbiota ou transformarem-se em 

novos cistos e serem eliminados nas fezes (HAQUE et al., 2003; STANLEY, 2003). O 

estabelecimento dos trofozoítos na mucosa intestinal depende de vários fatores, tais como o 

estado nutricional, genética e microbiota do hospedeiro (BRANDT; TAMAYO, 1970). 

Contudo, após o excistamento pode ocorrer adesão de trofozoítos na camada da mucina 

intestinal e formação de novos cistos, resultando em infecção assintomática. Entretanto, em 

alguns casos, ocorre adesão, lise do epitélio colônico e consequentemente a invasão do cólon 

por trofozoítos; em outros casos podem ocorrer a  disseminação hematogênica, ocasionando a 

amebíase extraintestinal, atingindo o fígado e outros locais (HAQUE et al., 2003) (Figura 1). 

Os mecanismos de encistamento e excistamento ainda não são completamente 

conhecidos, no entanto, sabe-se que a lectina ligante de galactose/N-acetilgalactosamina 

(Gal/GalNAc), presente na superfície do trofozoíto, atua na lise dependente de contato das 

células alvo e na resistência ao complemento do hospedeiro (EICHINGER, 2001). Após a lise 

tecidual, os trofozoítos invadem camadas mais profundas, gerando zonas de necrose liquefativa 

que podem se coalescer formando úlceras. Além disso, a morte de trofozoítos leva a liberação 

de produtos tóxicos amebianos que podem contribuir para a expansão da necrose (COSTA  et 

al., 2007).  

A característica principal da patogênese deste protozoário é a sua capacidade de lisar 

diretamente as células do hospedeiro e causar destruição tecidual. Evidências sugerem uma 

interação entre os trofozoítos e as células do hospedeiro que ocorre através de uma série de 

etapas: adesão a célula alvo, efeito citopático e fagocitose (GARCIA, 2007).   
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Figura 1: Ciclo biológico e patogênese da amebíase: Cistos e trofozoítos são eliminados nas fezes. Os trofozoítos 

são normalmente encontrados nas fezes diarreicas e os cistos nas fezes formadas. Os cistos podem sobreviver por 

vários dias no ambiente externo e permanecerem infecciosos no ambiente devido à proteção conferida por suas 

paredes. Os trofozoítos eliminados nas fezes são rapidamente destruídos uma vez fora do corpo e, se ingeridos, 

não sobreviveriam à exposição ao ambiente gástrico. A infecção com Entamoeba histolytica e/ou Entamoeba 

dispar ocorre através da ingestão de cistos maduros nos alimentos ou mãos contaminados com fezes. O contágio 

com cistos infecciosos e trofozoítos na matéria fecal durante o contato sexual também pode ocorrer. O 

excistamento ocorre no intestino delgado e os trofozoítos são liberados, migrando para o intestino grosso. Os 

trofozoítos podem permanecer confinados ao lúmen intestinal (A: infecção não invasiva) com indivíduos 

continuando a eliminar cistos nas fezes (portadores assintomáticos), ou invadir mucosa intestinal (B: doença 

intestinal), ou migrar para os vasos sanguíneos, atingindo locais extraintestinais, como fígado, cérebro e pulmões 

(C: doença extraintestinal). Os trofozoítos se multiplicam por fissão binária e produzem cistos, e ambos os estágios 

são eliminados nas fezes. Fonte:(https://www.cdc.gov/dpdx/amebiasis/index.html). 

 

1.4 Abscesso hepático amebiano  

 

O AHA é principal manifestação clínica extraintestinal, sendo significativamente 

associado a elevada morbidade e mortalidade na amebíase. É caracterizado por extensas áreas 

https://www.cdc.gov/dpdx/amebiasis/index.html
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de necrose liquefativa do parênquima hepático, formando cavidades contendo restos celulares. 

Margeando as áreas de necrose é encontrada grande quantidade de debris celulares, escasso 

infiltrado inflamatório constituído por neutrófilos e macrófagos e, tecido de granulação 

circunjacente. Apesar da designação “abscesso”, não se trata de um abscesso verdadeiro por 

não ser constituído de pus. Trofozoítos podem ser encontrados em todas as regiões do AHA, 

bem como no lúmen dos capilares sinusóides do parênquima hepático não-necrosado, 

interstício portal, ramos da veia porta e ductos biliares. Contudo, o maior número 

frequentemente está presente margeando (borda do AHA) a zona central de necrose, bem como 

no interior da mesma (YAN; STANLEY, 2001; STANLEY, 2003). 

Esta forma extraintestinal acomete 1% dos infectados com E. histolytica, sendo que os 

homens são mais propensos à infecção do que as mulheres, provavelmente devido ao consumo 

excessivo de álcool e fatores hormonais (WEELS; ARGUEDAS, 2004). Um estudo 

experimental com camundongos identificou que as fêmeas eram mais suscetíveis de eliminar a 

infecção amebiana por E. histolytica mais rapidamente devido aos altos índices de interferon-γ 

(INF-γ) nas fases iniciais do desenvolvimento do AHA (LOTTER et al., 2006). Sabe-se também 

que a genética do hospedeiro influencia na disseminação da infecção amebiana, uma vez que 

indivíduos que têm o alelo de Antígeno Leucocitário Humano de classe II DQB1*0601 

possuem ação protetora contra E. histolytica, ao alterar a apresentação de antígeno para as 

células TCD4+ (DUGGAL et al., 2004). 

 

1.5 Fatores de virulência amebianos 

 

Embora haja diferenças na expressão dos fatores de virulência entre as espécies, vários 

estudos têm relatado tanto em E. histolytica como em  E. dispar, a presença de produtos 

amebianos que agem como indutores de destruição celular e favorecem a sobrevivência da 

ameba no hospedeiro, são eles: Lectina ligante de galactose/N-acetilgalactosamina 

(Gal/GalNAc), Cisteínas proteinases (CPs) e Amebaporos (HAQUE et al., 2003; TREJOS-

SUÁREZ; CASTAÑO-OSORIO, 2009, fosfatases (AGUIRRE-GARCIA et al., 2003),   

Lipofosfoglicanos e Lipofosfopeptideoglicanos (MOODY et al., 1997). 
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1.5.1 Lectina ligante de galactose/N-acetilgalactosamina (Gal/GalNAc) 

 

Para que os trofozoítos exerçam o papel patogênico nas células hospedeiras e rompam 

a extensa camada de mucina que cobre o epitélio intestinal, é necessário estabelecer contato e 

interação entre as lectinas (glicoproteína multimérica de 260 kDa) do microrganismo e 

glicoproteínas presentes na mucina do cólon (MCCOY et al, 1994; MONCADA et al,  2003; 

TREJOS-SUÁREZ et al., 2009). O muco intestinal oferece uma resistência ao trofozoíto, 

porém os resíduos de Gal-GalNAc se ligam aos terminais expostos das glicoproteínas da 

mucosa intestinal, contrariando essa resistência ( TREJOS-SUÁREZ; CASTAÑO-OSORIO, 

2009). A adesão dos trofozoítos ao tecido epitelial é um requisito para sua colonização e 

invasão, sendo mediada por várias moléculas, dentre elas a lectina específica para resíduos de 

Gal/GalNAc (PACHECO et al., 2004). 

A lectina Gal/GalNAc é um heterodímero composto de uma subunidade leve de 31-35 

KDa que provavelmente está envolvida na atividade citopática do parasito; de uma subunidade 

pesada de 170 KDa ligadas por pontes dissulfeto que está envolvida na sinalização da atividade 

de adesão extracelular da lectina amebiana e uma subunidade intermediária de 150KDa ligada 

não-covalentemente às subunidades leve e pesada (ESPINOSA-CANTELLANO; 

MARTÍNEZ-PALOMO, 2000; PACHECO et al., 2004; TREJOS-SUÁREZ; CASTAÑO-

OSORIO, 2009). Essa molécula também participa da destruição celular, uma vez que a morte 

das células-alvo depende de contato, ocasionando aumento intracelular de Ca2+ e indução de 

apoptose (ESPINOSA-CANTELLANO; MARTÍNEZ-PALOMO, 2000; TREJOS-SUÁREZ;    

CASTAÑO - OSORIO, 2009).   

Essa proteína polimérica e multifuncional, além dos papeis citados acima, desempenha 

uma importante função na transdução de sinal e na evasão do sistema de complemento do 

hospedeiro. Sabe-se que a mucina, principal componente da glicoproteína da mucosa intestinal, 

pode inibir a ação da lectina Gal/GalNAc. No entanto, para evadir dessa inibição,  E. histolytica 

secreta outros carboidratos, dentre eles: glucosidase, galactosidase e N-acetil-D-

galactosaminidase, fazendo com que a mucosa seja alterada e tenha maior afinidade por outras 

substâncias secretadas pela  ameba (PACHECO et al, 2004; TREJOS-SUÁREZ; CASTAÑO-

OSORIO, 2009).  

A lectina Gal/GalNAc possui semelhança estrutural e reatividade cruzada antigênica 

com CD59, um antígeno leucocitário humano que impede o agrupamento do complexo C5b-9 

na membrana. No trofozoíto, esta lectina também atua como agente inibidor do complexo de 

ataque C5b-9, impedindo que o trofozoíto seja destruído pela ação do complemento  (BRAGA 
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et al., 1992). Apesar dos trofozoítos poderem utilizar deste mecanismo para evadir do sistema 

imune do hospedeiro, em um estudo de nosso grupo, verificamos que tanto E. histolytica quanto 

E. dispar podem ser destruídas pelo complemento e contribuir para a seleção de parasitos mais 

resistentes (COSTA, et al., 2010b). Além disso, a E. dispar expressa a lectina Gal/GalNAc em 

quantidade inferior em relação à E. histolytica, sugerindo uma menor resistência diante da ação 

do complemento (DODSON et al. 1997). De fato, estes autores observaram que, apesar da 

lectina apresentar elevado grau de homologia em relação às duas espécies, a E. dispar possui 

menor capacidade de aderência e citotoxicidade devido à uma menor expressão.  

 

1.5.2 Cisteína proteinases 

 

As CP´s são enzimas proteolíticas secretadas pelos trofozoítos e essenciais na destruição 

da mucosa colônica, pois degradam diferentes componentes da matriz extracelular 

(fibronectina, laminina, colágeno, entre outros), além de separar as células, eliminando os 

possíveis obstáculos mecânicos que impediriam a invasão tecidual (KEENE et al., 1986; QUE; 

REED, 2000; TREJOS-SUÁREZ; CASTAÑO-OSORIO, 2009). 

No genoma amebiano já foram descritos mais de quarenta genes que codificam CPs, no 

entanto, pouco se sabe sobre localização precisa destas proteínas na membrana citoplasmática 

(SATO et al., 2006). Em culturas de E. histolytica, os genes que codificam a CP1, CP2 e CP5 

são altamente expressos e responsáveis por 90% da produção das CPs. Foi observada 95% de 

homologia nos genes CP2, CP3, CP4 e CP6 entre as espécies E. dispar e E. histolytica. A 

princípio, os genes CP1 e CP5 não foram encontrados na E. dispar após a análise pelo método 

de Southern blot (BRUCHHAUS et al., 1996). Contudo, nosso grupo detectou pela primeira 

vez a expressão de CP5 por RT-qPCR nas cepas MCR, VEJ e ADO de E. dispar, em culturas 

associadas ou não a Salmonella enterica subsp. enterica serovar typhimurium (S. typhimurium) 

(OLIVEIRA et al., 2021). Expressa em grande quantidade por E. histolytica, a cisteína 

proteinase 5 de E. histolytica (EhCP5) apresenta funções proteolíticas que são fundamentais na 

patogênese da amebíase (MORTIMER; CHADEE, 2010). Os 4 genes homólogos de cisteína 

proteinase presentes em E. dispar estão presentes em menor concentração e atividade biológica, 

corroborando para a característica não invasiva desta espécie (ESPINOSA-CANTELLANO; 

MARTÍNEZ-PALOMO, 2000).  

Embora mais de 90% da atividade das CP´s seja representada pelas CP1, CP2 e CP5, a 

degradação de mucina parece ser predominantemente provocada pela CP5, uma vez que sua 
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inibição reduz intensamente a atividade proteolítica da enzima. Além disso, trofozoítos 

deficientes de CP5 são incapazes de superar a barreira de muco em cultura de células 

(CORNIK; CHADEE, 2017). Após a ruptura da barreira epitelial mediante a ação das CP`s, 

ocorre a degradação da matriz extracelular e, consequentemente, a movimentação dos 

trofozoítos, que se estendem pela submucosa formando úlceras em forma de “boca de garrafa” 

(QUE; REED, 2000).  

As CP`s contribuem para a lise tecidual e também interferem na função do sistema 

imunológico do hospedeiro, por interferirem no recrutamento de células inflamatórias para a 

resposta local à invasão. Tais proteínas ativam a via alternativa do complemento através da 

clivagem do componente C3 e degradam as anafilatoxinas C3a e C5a, geradas na ativação da 

cascata de complemento (TREJOS-SUÁREZ; CASTAÑO-OSORIO, 2009). Essa degradação 

de C3a e C5a, que são mediadores quimiotáticos para polimorfos, contribui para explicar a 

escassez de neutrófilos observada nas zonas de necrose liquefativa (QUE; REED, 2000). Além 

disso, as cisteínas proteinases contribuem com a evasão dos trofozoítos à resposta imune, umas 

vez que degradam as imunoglobulinas A e G (IgA e IgG), e a proteína precursora pro IL-18, 

responsável pela síntese de IL-18, mediador crucial neste processo pró-inflamatório (TREJOS-

SUÁREZ; CASTAÑO-OSORIO, 2009).   

Sabe-se também que as cisteínas proteinases amebianas estimulam a produção de IL-1β 

e IL-8 a partir das células epiteliais intestinais humanas, induzindo o influxo de neutrófilos e 

danos na barreira intestinal (ZHANG et al., 2000). As células epiteliais danificadas ou 

necróticas liberam pIL-1β inativo, que requer clivagem proteolítica pela Enzima de Conversão 

de IL-1 (ICE ou caspase-1) para formar mIL-1β ativo (HOGQUIST et al., 1991). O mIL-1β 

contribui para a produção de mediadores inflamatórios nas células intestinais vizinhas através 

da ativação do Fator de transcrição NF-kβ (SEYDEL et al., 1997). Dessa forma, as CPs 

amebianas contribuem com a progressão e propagação da resposta inflamatória intestinal 

(ZHANG et al., 2000). Além do mais, a ativação da ICE pelas CP´s amebianas contribuem na 

patogênese do AHA, uma vez que essas enzimas mimetizam um membro da família das 

caspases (TREJOS-SUÁREZ; CASTAÑO-OSORIO, 2009; ZHANG et al., 2000).  

 

1.5.3 Amebaporos 

 

Outro fator de virulência produzido pelos trofozoítos são as Amebaporos, proteínas de 

8 kDa, encontradas nas vesículas dos lisossomos de E. histolytica. Tais moléculas formam 

canais iônicos ou poros nas membranas lipídicas e despolarizam as células alvo, ocasionando a 
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mudança do ambiente celular e consequentemente a lise celular por choque osmótico (LEIPPE 

et al., 1994;  LEIPPE, 1997; TREJOS-SUÁREZ; CASTAÑO-OSORIO, 2009).  

A família de amebaporos compreende três isoformas, Amebaporos A, B e C, com o 

mesmo tamanho molecular, porém com uma grande diferença em sua estrutura primária 

(LEIPPE et al., 1994). As três isoformas atuam na formação de poros, mas diferem em sua 

cinética, visto que, a amebaporo C tem uma cinética mais rápida na despolarização dos 

lipossomas e também são necessárias concentrações mais baixas para induzir a formação de 

canais. Tal observação sugere que a amebaporo C tenha uma maior eficácia na ligação com a  

membrana (LEIPPE et al., 1994).  

Esses peptídeos amebianos são análogos estruturais e funcionais da NK-lisa e da 

granulosina, perforinas dos linfócitos T citotóxicos e células Natural Killer (NK), que são 

capazes de formar poros na membrana celular (ESPINOSA-CANTELLANO; MARTÍNEZ-

PALOMO, 2000;  LEIPPE,1997).  

A inibição da expressão gênica de Amebaporos nos trofozoítos de E. histolytica reduziu 

significativamente a patogenicidade deste protozoário, demonstrando que esta proteína 

contribui notavelmente na atividade citolítica e destrutiva dos tecidos pelos trofozoítos 

(BRACHA et al., 1999).  

Em E. dispar, foram encontrados homólogos das isoformas em relação a E. histolytica, 

com altas semelhanças estruturais primárias, porém em menor concentração e atividade 

biológica, provavelmente influenciando na patogenicidade dessa espécie (NICKEL et al., 

1999). 

 

1.5.4 Fosfatase ácida de membrana e Fosfatase ácida secretada 

 

Foram identificadas em diferentes cepas de E. dispar e E. histolytica as enzimas 

Fosfatase ácida de membrana, presente nas duas espécies e, a Fosfatase ácida secretada, 

encontrada somente na E. histolytica. Ambas enzimas possuem ação PTPase (Proteína fosfatase 

especifica tirosina), capazes de desfosforilar tirosina, serina, ATP e treonina, provocando a 

dissociação dos microfilamentos de actina, impedindo que as células do sistema imune 

(principalmente macrófagos) de emitir pseudópodes para realizar fagocitose, contribuindo para 

a resistência do parasita (AGUIRRE-GARCIA, 2003). 
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1.5.5 Lipofosfoglicanos e Lipofosfopeptídeoglicanos 

 

Os lipofosfoglicanos (LPG) e lipofosfopeptídeoglicanos (LPPG) são 

proteofosfoglicanos, presentes na superfície dos trofozoítos e acredita-se que essas moléculas 

colaborem para a citotoxidade amebiana, além de impedir a ativação do complemento. As cepas 

patogênicas de E. histolytica apresentam altos níveis de LPG e LPPG, enquanto que as cepas 

não patogênicas de E. histolytica e as de E. dispar produzem níveis baixíssimos ou indetectáveis 

de LPG e, níveis baixos ou formas modificadas de LPPG (MOODY et al., 1997).  

 

1.6 Resposta imune na amebíase 

 

A imunidade inata contribui significativamente nos primeiros dias da infecção 

amebiana. Auxiliado pelo peristaltismo, o muco colônico produzido pelas células caliciformes 

presentes na mucosa do ceco e colón, impede a adesão, invasão dos parasitos e a chegada de 

toxinas ao epitélio, contribuindo também para a colonização pela microbiota nativa (TSE; 

CHADEE, 1992; VARIYAM, 2007). De fato, em estudo prévio demonstramos que 

camundongos C57BL6 CD1-/- apresentavam menor camada de muco, bem como menor 

expressão da mucina MUC2, principal componente do muco colônico, o que contribuiu para a 

maior intensidade do parasitismo e da colite amebiana ulcerativa (OLIVEIRA et al., 2012). 

A resposta imune mediada por células também é importante para a defesa contra E. 

histolytica. Na fase aguda observa-se na mucosa e submucosa uma grande quantidade de 

neutrófilos e outras células inflamatórias, dentre elas os macrófagos, linfócitos e eosinófilos 

(PRATHAP; GILMAN,  1970). Em contrapartida, nas lesões intestinais e hepáticas, o infiltrado 

inflamatório ao redor da necrose amebiana humana varia de discreto a moderado, sendo 

constituído por neutrófilos, macrófagos e linfócitos (VENTURA-JUÁREZ et al., 2003).  

No início da infecção, os receptores Toll-like (TLR) presentes nas células epiteliais, 

reconhecem e se ligam a lectina amebiana Gal/GalNAc, consequentemente, ativando Fator de 

transcrição NF-kβ e levando a produção de citocinas inflamatórias, dentre elas: as citocinas IL-

1β, IL-6, IL-8, IL-12, Interferon γ (IFN-γ) e Fator de Necrose Tumoral-α (TNF-α) (NAKADA-

TSUKUI; NOZAKI, 2016). A lectina Gal/GalNAc e os LPPG´s presentes na superfície de 

ambas as espécies ativam as células T CD4 que produzem IFN-γ, IL-4, IL-5 e IL-13 e, células 

T CD8 que produzem IL-17. A IL-17 estimula a infiltração de neutrófilos e aumenta a secreção 

de mucinas, peptídeos antimicrobianos e Imunoglobulina A (IgA) no cólon (NAKADA-

TSUKUI; NOZAKI, 2016). Estes fatores de virulência amebianos também ativam as células T 
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Natural Killer (NKT). Um estudo de nosso grupo demonstrou a importância de tais células na 

imunidade contra os trofozoítos em modelo murino experimental de colite amebiana induzida 

pela E. histolytica (OLIVEIRA et al., 2012). 

Quando disseminados pela corrente sanguínea, principalmente para o fígado, os 

trofozoítos são destruídos pelo IFN-γ secretado pelas células NKT. Já o TNF-α secretado pelos 

macrófagos hepáticos ativados parece contribuir também para formação do AHA (NAKADA-

TSUKUI; NOZAKI, 2016).  

Os trofozoítos de E. histolytica aumentam a secreção de IL-8 e TNF-α, aumentando 

rapidamente a ativação e recrutamento dos neutrófilos que não são encontrados em quantidade 

significativa no AHA, sugerindo que a maioria é destruído, podendo contribuir para o aumento 

da área do AHA (ESPINOSA-CANTELLANO; MARTÍNEZ-PALOMO, 2000). Por outro 

lado, nossos estudos tem demonstrado que o parasitismo é o principal responsável pelo 

incremento da área de necrose do AHA, já que a supressão significativa da inflamação não 

reduziu significativamente o dano tecidual (COSTA et al., 2007; COSTA et al., 2011). 

Os níveis de Imunoglobulinas variam conforme o quadro clínico dos pacientes com 

amebíase. Em pacientes com amebíase intestinal são observados níveis séricos elevados de IgA 

e IgM, porém  apresentam-se diminuídos em pacientes com amebíase hepática, na qual 

predomina a classe IgG e seus isotipos IgG1, IgG2 e IgG3, sugerindo uma resposta T-helper 

do tipo 2 (Th2) (KAUR et al., 2004).  

O Sistema Complemento contribui para o desencadeamento da resposta inflamatória, na 

destruição e remoção dos parasitos (BOHLSON et al., 2007). Contudo, os trofozoítos 

conseguem escapar da ação do complemento resistindo à lise através da clivagem e inativação 

de C3a e C5a ( BRAGA et al., 1992; REED et al., 1995), apesar de muitos deles também serem 

lisados pelo complemento (COSTA et al., 2010b). Além disso, estudos também mostraram a 

eliminação de trofozoítos pela ação do óxido nítrico (NO) (RAMOS et al., 2007) e das espécies 

reativas de oxigênio (NAKADA-TSUKUI; NOZAKI, 2016). 

 

1.7 Apoptose induzida por Entamoeba histolytica 

 

O sucesso da invasão amebiana se deve à indução de morte celular e fagocitose das 

células hospedeiras (HUSTON et al., 2003). Nos estágios iniciais da infecção, os trofozoítos 

podem causar lesões inespecíficas. Todavia, caso haja progressão da lesão, a infiltração celular 

em torno dos trofozoítos ocasiona rapidamente lise das células inflamatórias e consequente 

necrose tecidual (ESPINOSA-CANTELLANO; MARTÍNEZ-PALOMO, 2000). No entanto, 
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há indícios de que a apoptose também pode contribuir para o dano tecidual. Inibidores de adesão 

dos trofozoítos como a D-galactose reduziram significativamente os índices de apoptose no 

epitélio intestinal de camundongos inoculados com E. histolytica, mediante ação da lectina 

GAL/GALNAc que promoveu ativação da caspase 3, independente de caspases 8 e 9 

(HUSTON et al., 2000).  

O termo apoptose (a-po-toe-sis) foi citado pela primeira vez por Kerr e colaboradores 

em 1972, e define uma forma morfologicamente distinta de morte celular, na qual ocorre 

autodestruição da célula com consumo de energia, síntese proteica e preservação das estruturas 

de membrana que impede a sua autólise (ELMORE, 2007). 

A apoptose consiste de mecanismos altamente complexos e regulados que participam 

de vários processos biológicos, tais como: embriogênese, formação de órgãos e no controle da 

população celular (JACOBSON et al., 1997; WYLLIE, 1980). Sabe-se que todos os processos 

celulares são cuidadosamente regulados e, qualquer alteração nas vias de controle dessa 

regulação, faz com que a apoptose torna-se patológica (MARTINEZ et al., 2010).    

A ativação da apoptose envolve duas principais vias, na qual os constituintes de uma via 

podem influenciar a outra: a via extrínseca ou via do receptor de morte, que é dependente de 

caspase 8 e, a via intrínseca ou mitocondrial, dependente de caspase 9. Cada via requer uma 

sinalização específica para iniciar a cascata de eventos moleculares dependente de energia 

(Figura 2) (ELMORE, 2007).  

As caspases são proteases de cisteína que clivam proteínas na região C-terminal em 

resíduos de aspartato e são classificadas conforme a sequência de ativação e atuação na 

apoptose: caspases iniciadoras (2, 8, 9 e 10) e caspases efetoras (3 e 7) (PARK, 2012). Já as 

caspases 1, 4 e 5 estão envolvidas no processo inflamatório (FUENTES-PRIOR; SALVESSEN, 

2004). 

Muitas células expressam moléculas de superfície conhecidas como Receptor de morte 

(DR), tais como os membros da superfamília do gene do TNF. A porção intracelular do DR é 

conhecida como Domínio de morte (DD) e faz a ligação do sinal de morte da superfície celular 

para as vias de sinalização intracelular. Os principais ligantes e seus respectivos receptores de 

morte que melhor caracteriza a via extrínseca são: Ligante Fas  (FasL) ou ligante Apo-1/CD95 

e Receptor Fas (FasR); Fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e receptor de fator de necrose 

tumoral 1 TNFR1 (ELMORE, 2007). A ligação FasL/FasR resulta na proteína adaptadora Fas-

associada ao domínio de morte (FADD) e a ligação do TNF-α/ TNFR1 resulta na ligação da 

proteína adaptadora TRADD (receptor associado ao domínio de morte TNF). Esse agrupamento 

de receptor-ligante forma o complexo sinalizador indutor de morte (DISC), que ativa a caspase-
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8 e consequentemente as caspases efetoras 7 e 3, resultando na clivagem nuclear de proteínas e 

no início da apoptose (ELMORE, 2007; MARTINEZ et al.; 2010).  

Na via intrínseca ou mitocondrial, vários estímulos, tais como: radiação, hipóxia, 

toxinas, entre outros, podem causar a transição da permeabilidade mitocondrial, que é o 

aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial interna com consequente abertura de 

poros. Após a abertura dos poros ocorre a liberação de moléculas pró apoptóticas para o citosol: 

1º) o citocromo c, se associa a Apaf-1( Fator ativador de protease apoptose 1) formando o 

apoptossomo, ocasionando a conversão da pro caspase 9 em caspase 9 e ativação das caspases 

3 ou 7 , dando início a apoptose; 2º) a proteína Segundo ativador mitocondrial de caspases 

(Diablo ou SMAC) inibe a proteína inibidora de apoptose (IAP) permitindo a ativação de 

caspases (ELMORE, 2007; MARTINEZ et al., 2010). Com a progressão da apoptose e com a 

célula destinada a morrer, ocorre a liberação de outras moléculas apoptogênicas: Fator indutor 

de apoptose (AIF) que ativa a caspase 9 e as endonucleases. A AIF e endonucleases G seguem 

para o núcleo, sendo que a AIF provoca a fragmentação do Ácido Desoxirribonucleico (DNA) 

em pedaços de aproximadamente 50 a 300 kb e a condensação da cromatina nuclear periférica. 

Já a endonuclease G quebra a cromatina nuclear para produzir oligonucleotídeos de DNA 

(ELMORE, 2007).  

Além das vias citadas, existe uma via adicional dependente de perforinas/granzimas 

(serina proteases presentes em grânulos citoplasmáticos) que envolve a citotoxidade das células 

T (Figura 2). Esta via pode induzir apoptose por meio de granzimas A (GrA) ou B (GrB). 

Embora cada via requeira sinalização específica para iniciar uma cascata de eventos 

moleculares, a via da granzima A atua independente das caspases, causando danos ao DNA. Já 

as vias intrínseca, extrínseca e a da granzima B atuam na ativação de caspases iniciadoras (8, 

9, 10) que consequentemente ativarão a caspase executora 3 (ELMORE, 2007). Como resultado 

da atividade das caspases executoras têm-se as características bioquímicas e morfológicas da 

apoptose, tais como:  fragmentação do DNA, degradação de proteínas citoesqueléticas e 

nucleares, expressão de fosfatidilserina e de outras moléculas para reconhecimento pelos 

receptores de células fagocitárias, formação dos corpos apoptóticos, e finalmente captação por 

estas células, prevenindo o desenvolvimento de inflamação (SAVILL, 1997; ELMORE, 2007). 

Por intermédio da eletroforese de DNA em gel de agarose, é possível detectar o clássico 

“padrão em escada”, resultante da fragmentação internucleosomal do DNA por endonucleases, 

em fragmentos aproximadamente de 180 pares de base, (WYLLIE et al., 1980). A identificação 

“in situ” deste tipo de fragmentação pode ser feita através do método de TUNEL (Terminal 

deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) que detecta as extremidades 3’-OH do 
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DNA fragmentado, por meio da enzima transferase terminal de deoxinucleotídeo (TdT), ao 

incorporar nucleotídeos marcados às extremidades livres do DNA (GAVRIELI et al, 1992). 

As proteínas da família Bcl-2 (Linfoma de Células B2) participam da regulação da 

apoptose através de proteínas anti e pró-apoptóticas que irão determinar a sobrevivência ou a 

morte da célula, respectivamente (SINGH R. et al., 2019). As proteínas antiapoptóticas 

incluem: Bcl-2, Bcl-x; Bcl-xl, Bcl-xs, Bcl-w e Bag e, algumas das proteínas pró-apoptóticas 

incluem Bcl-10, Bax, Bak, Bid e Bad. Acredita-se que as proteínas da família Bcl-2 

desempenham o papel importantíssimo na regulação e liberação do citocromo c, quando há um 

aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial (ELMORE, 2007).  

Após a apoptose ser desencadeada ocorre a liberação de proteínas pró-apoptóticas, tais 

como Bax e Bak, que aumentam a permeabilidade da membrana mitocondrial externa através 

da formação de poros, resultando na liberação das moléculas apoptogênicas. Por sua vez, estas 

proteínas ativadoras pró-apoptóticas podem ser ligadas e inibidas por proteínas anti-

apoptóticas, como a Bcl-2, Bcl-xl e a MCL1, perpetuando a sobrevivência celular (SINGH R. 

et al., 2019).  

Evidências têm demonstrado que a E. histolytica é capaz de induzir apoptose em 

hepatócitos e células inflamatórias independente das vias Fas/FasL e TNF-/TNFr, utilizando-

se das amebaporos e de outras moléculas amebianas (SEYDEL; STANLEY, 1998), 

contribuindo significativamente tanto na expansão do AHA (YAN; STANLEY, 2001) como 

também na infecção intestinal amebiana (BECKER et al., 2010). A apoptose também pode 

ocorrer em células mieloides murinas independente de Bcl-2, visto que a super expressão da 

proteína Bcl-2 não impediu a fragmentação do DNA das células murinas (RAGLAND et al., 

1994). Nosso grupo de pesquisa relatou pela 1ª vez a presença de células em apoptose no AHA 

induzido pela E. Dispar, sugerindo a participação deste outro tipo de morte celular na ampliação 

do dano tecidual produzido por esta espécie (COSTA et a., 2010a). 

Um estudo de inibição da ligação da lectina Gal/GalNAc com D-galactose, mostrou que 

esta inibição pode prevenir a fragmentação do DNA pela Entamoeba histolytica (HUSTON et 

al., 2000), reforçando a ideia que a indução da apoptose é contato-dependente entre célula do 

hospedeiro e parasito (HUSTON et al., 2000; RAVDIN et al., 1980; MARTINEZ-PALOMO 

et al., 1985). No mesmo estudo, a inibição da CP e da atividade da calpaína (outra enzima 

desencadeadora de apoptose) reduziu a atividade da CP, sugerindo que este fenômeno é 

independente de CP e que a calpaína também não está envolvida  (HUSTON et al., 2000). Além 

do mais, o cultivo de células deficientes em caspase 8 e tratadas com um inibidor de caspase 9 

não impediu a fragmentação do DNA, ao contrário do observado quando tratadas com um 
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inibidor de caspase 3, sugerindo que a apoptose por E. histolytica ocorre através de um 

mecanismo independente da caspase 8 e 9 e dependente da caspase 3 (HUSTON et al., 2000). 

Assim como em organismos multicelulares, a fagocitose de corpos apoptóticos na 

amebíase serve para limitar o processo inflamatório, impedindo a liberação de mediadores 

químicos pró-inflamatórios das células destruídas, o que contribui, apesar do elevado dano 

tecidual, para a escassez do infiltrado inflamatório ao redor das lesões amebianas no fígado e 

no cólon e, para o estabelecimento de uma infecção persistente por E. histolytica (HUSTON et 

al., 2003).  

Estudo “in vitro” mostrou que a maioria das células fagocitadas pelos trofozoítos eram 

apoptóticas e positivas para caspase 3 (HUSTON et al., 2003). No mesmo estudo, os autores 

verificaram que a fagocitose foi inibida pelo uso de D-galactose, porém foi aumentada com a 

expressão da fosfatidilserina na membrana externa das células apoptóticas.    

A apoptose parece ser um dos mecanismos de sobrevivência desenvolvido durante o 

processo evolutivo na maioria das espécies animais e vegetais com variações inter e intra-

espécies (RAMOS et al., 2007). Este mecanismo, preservado em diferentes parasitos tais como 

Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondi, Acanthamoeba, Leishmania 

major, Cryptosporidium parvum, Trichinella spiralis e a E. Histolytica, parece favorecer o 

sucesso de seu ciclo biológico nos hospedeiros  (BIENVENU et al., 2010). 

 

1.8 Destruição de Entamoeba histolytica por apoptose  

 

Embora ocorra com algumas diferenças moleculares, a morte celular por apoptose  tem 

sido descrita ocorrer em parasitos, tais como em Leishmania sp, Trypanosoma sp., Giardia sp. 

e E. histolytica, (RAMOS et al., 2007). Estudo “in vitro” demonstrou que o óxido nítrico (NO) 

foi capaz de induzir apoptose de E. histolytica independente de caspases, provavelmente 

utilizando uma proteína p53-like (RAMOS et al., 2007). 

Em 2011, um estudo “in vivo” sobre a interação parasito-hospedeiro e a reação 

inflamatória induzida pela E. histolytica, identificou a presença de trofozoítos com alterações 

morfológicas típicas de apoptose. Pelo método de TUNEL, os autores detectaram a 

fragmentação internucleosomal do DNA, tendo sido proposto que a produção de óxido nítrico 

pelas células inflamatórias poderia estar envolvida no desencadeamento deste tipo de morte 

celular nos trofozoítos (VILLALBA-MAGDALENO et al., 2011).  

Alguns autores conseguiram demonstrar a participação de proteínas calpaína-like cálcio 

dependentes, bem como a elevação dos níveis de cálcio em trofozoítos de E. histolytica durante 
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a fase de execução da apoptose (VILLALBA et al., 2007; NANDI et al., 2010; MONROY, 

2015). Em contrapartida, tais trabalhos não conseguiram detectar a presença de proteínas 

caspase-like nesta espécie. 

 

 

 

 

 

Figura 2: Esquema de representação de eventos apoptóticos: vias extrínseca, intrínseca e via dependente de 

perforina/granzima. Cada via requer sinalização específica para iniciar uma cascata de eventos moleculares 

dependente de energia. Cada via ativa sua própria caspase iniciadora (8, 9, 10) que, por sua vez, ativará a caspase 

executora 3. No entanto, a granzima A funciona de maneira independente da caspase. O caminho da execução 

resulta em características citomorfológicas, incluindo encolhimento celular, condensação de cromatina, formação 

de bolhas citoplasmáticas, corpos apoptóticos e, finalmente, fagocitose dos corpos apoptóticos por células 

parenquimatosas adjacentes, células neoplásicas ou macrófagos. Fonte: (ELMORE, 2007). 

 
 

1.9 Infecção experimental por Entamoeba dispar e ruptura de paradigmas 

 

Até 1997 a Entamoeba dispar era considerada apenas como um micro-organismo não 

patogênico, responsável apenas pelas infecções assintomáticas (WHO, 1997). Porém a partir da 

década de 1990 conseguiu-se reproduzir experimentalmente a colite amebiana e o AHA através 

de cepas de E. dispar isoladas no Brasil, cultivadas juntamente com a microbiota indígena do 

paciente a qual foi isolada (COSTA et al., 2000; GOMES et al., 2000). 

Mesmo sendo considerada uma espécie não invasiva e incapaz de produzir doença, a E. 

dispar já foi isolada de seres humanos portadores de colite não disentérica (COSTA et al., 2000) 
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e sequências do seu DNA foram identificadas por técnicas de biologia molecular em amostras 

de pacientes portadores do AHA (XIMÉNEZ et al., 2010). Além disso, alguns estudos também 

demostraram que esta espécie também poderia ser capaz de produzir amebíase sintomática 

humana, tanto no intestino grosso (GRAFFEO et al., 2014), como no fígado (XIMÉNEZ et al., 

2010).   

Nesse sentido, tais evidências recentes demonstraram que E. dispar poderia apresentar 

algum potencial patogênico para seres humanos. Ximénes e colaboradores (2010) encontraram 

polimorfismo gênico em AHA infectados com E. dispar, sugerindo algumas hipóteses para essa 

variedade: coinfecção intestinal por E. histolytica e E. dispar, na qual a E. dispar se beneficia 

da virulência de E. histolytica e invade passivamente a mucosa intestinal, alcançando o fígado; 

a relação parasito-hospedeiro e o potencial patogênico da cepa de E. dispar contribuem para a 

formação do AHA e, finalmente, a simbiose entre enterobactérias patogênicas do hospedeiro e 

os trofozoítos atuariam em conjunto promovendo a infecção extraintestinal (XIMÉNEZ et al., 

2010).  

A colite amebiana e o AHA experimentais produzidos pela E. dispar desenvolvem-se 

somente a partir de cepas associadas com bactérias do hospedeiro, sugerindo que as mesmas 

poderiam causar lesões iniciais que favoreceriam a proliferação e invasão do tecido pelos 

trofozoítos e/ou aumentariam a expressão de fatores de virulência e/ou provocariam mudanças 

genotípicas. Nesse sentido, é bem provável que a aquisição da patogenicidade de cepas de E. 

dispar está relacionada à interação com a microbiota indígena do hospedeiro onde foi isolada. 

(OLIVEIRA et al., 2015).  

Outros micro-organismos patogênicos talvez possam também interferir na virulência e 

patogenicidade da E. dispar. De fato, ao associar cepas de E. dispar com a Salmonella entérica 

Sorovar Typhimurium, nosso grupo observou aumento da expressão gênica de amebaporo A, 

lectina Gal/GalNAC e da CP5 nas cepas MCR, ADO e VEJ, correlacionando-se positivamente 

com o aumento da intensidade das lesões amebianas cecais experimentais, como a necrose e a 

inflamação (OLIVEIRA et al., 2021). 

Estudo recente de nosso grupo avaliou a patogenicidade e a cinética evolutiva do AHA 

produzido experimentalmente pelas cepas MCR, ACFN, ICS, ADO e VEJ de E. dispar e, pela 

cepa EGG de E. histolytica. Nesse estudo observamos que a cepa ACFN, isolada de paciente 

assintomático do município de Belo Horizonte/MG, no Laboratório de Amebíase do 

Departamento de Parasitologia do ICB-UFMG, foi a mais patogênica. No 3º dia após infecção 

(DPI) o AHA era constituído por zona central de necrose liquefativa circundada por borda rica 

em debris celulares, grande quantidade de trofozoítos (também presentes no interior da área de 
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necrose), poucos neutrófilos e macrófagos e, escasso tecido de granulação. Também foram 

observadas diferentes células com aspectos morfológicos de apoptose. Tais áreas de necrose 

ampliaram significativamente até o 8º dia após a infecção (DPI), levando ao óbito 100% dos 

Hamsters a partir do 9º DPI (SILVA et al, 2021).    

A cepa MCR de E. dispar, isolada de paciente assintomático e com sorologia (ELISA) 

negativa para E. histolytica (GOMES et al., 2000) foi capaz de causar AHA tão importante e 

significativo quanto o produzido pela cepa EGG de E. histolytica (COSTA, et al., 2007). O 

AHA induzido por essa cepa foi estudado e descrito detalhadamente em uma cinética de 16 dias 

de infecção (COSTA, et al., 2010a; da SILVA et al, 2021).  
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2. JUSTIFICATIVA 

 

A amebíase é uma doença negligenciada, que acomete indivíduos em várias regiões do 

mundo, comprometendo a saúde e ocasionando óbito de parte significativa dos pacientes 

acometidos. A indução da apoptose em células do hospedeiro é um dos mecanismos utilizados 

pelos trofozoítos para causar lesões intestinais e hepáticas. Há poucos estudos sobre apoptose 

na amebíase, apenas um sobre este tipo de morte celular no AHA induzido experimentalmente 

pela Entamoeba dispar (Costa et al., 2010a) e ainda não foi completamente esclarecida a 

patogênese das lesões amebianas. 

Sendo assim, torna-se necessário verificar se a E. dispar é capaz de induzir apoptose, 

realizar mais estudos exploratórios no sentido de aprofundar o conhecimento sobre o papel da 

apoptose induzida pela E. histolytica e  E. dispar na infecção experimental, na tentativa de 

identificar e avaliar os prováveis mecanismos envolvidos, contribuindo para aumentar a 

compreensão da patogênese da amebíase.   
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3. OBJETIVO GERAL 

 

Investigar a apoptose no abscesso hepático amebiano experimental (AHA) induzido 

pela Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar.  

 

3.1 Objetivos específicos  

 

No fígado de hamsters inoculados com cepas de Entamoeba histolytica e Entamoeba 

dispar e, eutanasiados 3 dias após a infecção: 

 

✓ 3.1.1 Investigar e quantificar a ocorrência de apoptose no AHA;  

✓ 3.1.2 Avaliar e quantificar a ocorrência de apoptose em trofozoítos presentes no AHA;  

✓ 3.1.3 Investigar os mecanismos de apoptose através da expressão de caspase 3 clivada, 

Bax e Bcl-2 no AHA e, nos trofozoítos.  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

4.1 Animais  

 

O presente trabalho foi realizado com amostras de projetos previamente aprovados e 

executados em conformidade com as normas da Comissão de Ética em Uso Animal – CEUA - 

da Universidade Federal de Minas Gerais, sob os protocolos de números 154/2005 e 252/2018, 

nas instalações dos Laboratórios de Protozooses e de Técnicas Histológicas do Departamento 

de Patologia Geral (DPAG) e, do Laboratório de Amebíase e de Protozoários Intestinais do 

Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG.  

Foram utilizados fragmentos de fígado emblocados em parafina, de 16 hamsters 

(Mesocricetus auratus), sendo 8 hamsters inoculados com a E. dispar (Grupo ED) e 8 

inoculados com a E. histolytica (Grupo EH). Os blocos de parafina com as respectivas amostras 

pertenciam ao acervo do Laboratório de Protozooses do DPAG/ICB/UFMG. 

 

4.2 Cepas de Entamoeba histolytica e de Entamoeba dispar 

 

Os fragmentos de fígado avaliados foram provenientes de hamsters inoculados com as 

cepas ACFN e EGG e, eutanasiados ao 3º dia após a infecção (3 DPI). A cepa EGG de E. 

histolytica, de paciente portador de colite disentérica e AHA, no município de Manaus (AM) e 

a cepa ACFN de E. dispar foi isolada de paciente assintomático no município de Belo Horizonte 

(MG). Ambas as cepas são xênicas, ou seja, estão associadas com a microbiota indígena do 

indivíduo as quais foram isoladas. A identificação da espécie foi confirmada através da análise 

do zimodema e PCR. 

 

4.3 Análise histopatológica 

 

Para a análise histopatológica foram obtidos dos blocos selecionados, secções 

histológicas com 4µm de espessura e realizada a coloração com Hematoxilina e Eosina (H&E). 

Após a coloração, foram feitas reavaliações histopatológicas para confirmação da presença de 

lesões hepáticas e descrição dos aspectos morfológicos característicos de apoptose presentes 

nos dois grupos de hamsters. 
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4.4 Identificação “in situ” da fragmentação do DNA segundo a técnica de TUNEL 

(Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end labeling). 

 

Secções de 4μm de espessura foram obtidas e fixadas em lâminas gelatinizadas para a  

detecção “in situ” da fragmentação do genoma, seguindo o protocolo do kit FragEL™ DNA 

Fragmentation Detection Kit, Colorimetric – Klenow Enzyme - QIA21(Calbiochem - Sigma-

Aldrich; St. Louis, USA). Após a desparafinização e hidratação dos cortes, os mesmos foram 

submetidos à proteinase K por 20 minutos. Já a inativação da peroxidase endógena foi feita em 

imersão na solução de Peróxido de hidrogênio (H2O2) a 3% com metanol. Posteriormente, os 

cortes foram incubados em câmara úmida a 37C overnight com a enzima TdT (transferase 

terminal de deoxinucleotídeo). Após o tempo determinado, adicionou-se o conjugado de 

peroxidase estreptavidina e a revelação foi feita com o cromógeno 3-3’ diaminobenzidina 

(DAB) e, a contracoloração, com verde de metila 0,3%. Na sequência, os cortes foram 

desidratados rapidamente em etanol absoluto, diafanizados em xilol e montados em meio de 

montagem para lâminas histológicas.  

Foram consideradas células positivas para apoptose aquelas que apresentavam grumos 

corados em tons de marrom revelados pelo DAB e também aquelas com características 

morfológicas, tais como a diminuição do seu tamanho e volume, perda do contato com a matriz 

extracelular e células vizinhas (Anoiquia), redução nuclear (Picnose), formação de corpos 

apoptóticos e fragmentação da membrana nuclear (Cariorrexe). 

 

4.5 Reações imuno-histoquímicas 

 

Cortes histológicos de 4µm de espessura foram fixados em lâminas gelatinizadas e 

preparados para as reações imuno-histoquímicas. Foi utilizado um kit comercial de detecção 

anti-mouse/anti-rabbit (Novolink Polymer Detection System, Leica Biosystems, Newcastle 

Upon Tyne, Reino Unido) de acordo com as instruções do fabricante. A recuperação antigênica 

foi realizada por meio de exposição das lâminas com os cortes à solução de ácido cítrico 1%, 

em calor úmido e pressão por 8 minutos (Panela de pressão elétrica Mondial PE-09).  

Posteriormente, os cortes histológicos foram incubados overnight em câmara úmida e escura 

com os seguintes anticorpos primários: anticorpo policlonal produzido em coelho anticaspase 3 

clivada (AB3623-90609, diluição 1:40, Millipore Corporation, EUA);    anticorpo policlonal 

produzido em coelho anti-Bax (sc-526, diluição 1:80, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, EUA); 

https://en.wikipedia.org/wiki/St._Louis
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anticorpo policlonal produzido em coelho anti-Bcl-2 (sc-492, diluição 1:80, Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, EUA);). As reações foram reveladas com o cromógeno 3-3’ 

diaminobenzina (DAB) e contracoradas com hematoxilina de Harris por 30 segundos, lavadas 

em água corrente, desidratadas em soluções alcoólicas de concentrações crescentes, 

diafanizadas em xilol e montadas em meio de montagem para lâminas histológicas. Como 

controle negativo da reação, o anticorpo primário foi substituído por solução salina tamponada 

com fosfato (PBS).  

 

4.6 Análise quantitativa da área de marcação Caspase 3 clivada+, Bax+, Bcl-2+ e 

semiquantitativa de trofozoítos+ para os mesmos marcadores.  

 

Todos os cortes histológicos submetidos às reações imuno-histoquímicas foram 

digitalizados utilizando o scanner de lâminas 3DHISTECH Pannoramic MIDI (Budapest, 

Hungary). Através do programa Pannoramic Viewer foram obtidas aleatoriamente 20 imagens 

da borda do AHA, por meio da objetiva de 40X do microscópio Axiolab - Carl Zeiss 

(Oberkochen, Germany), perfazendo uma área total de 8,69x105m2, de acordo com 

metodologia previamente padronizada para a obtenção das medidas (COSTA et al., 2007; 

COSTA et al., 2010a; COSTA et al., 2010b; COSTA et al., 2011). Para o cálculo das medidas 

foi utilizado o programa KS300 contido no analisador de imagens Carl Zeiss. 

As áreas das marcações imuno-histoquímicas Caspase 3 clivada+, Bax+ e Bcl-2+ foram 

calculadas em µm2 através de algoritmos construídos no programa KS300, contido no 

analisador de imagens Carl Zeis. Em cada imagem foram selecionados todos os pixels com tons 

de marrom (marcação imuno-histoquímica positiva) para a criação de uma imagem binária e 

processamento digital, tomando-se o cuidado de excluir manualmente com o auxílio do cursor, 

todos os trofozoítos positivos para cada marcador (CALIARI, 1997; OLIVEIRA et al., 2021).  

Para quantificar a intensidade das marcações, utilizamos o cálculo da densidade ótica 

(DO) através do mesmo programa de morfometria, por meio de outro conjunto de algoritmos 

(CALIARI, 1997; COSTA et al., 2010b). A DO é a razão entre a luz transmitida e a luz 

incidente no comprimento de onda de 500 nm, de acordo com a Lei de Beer: DO = -  log I/I0.  

Onde I0 é a intensidade total da luz que atravessa as áreas não marcadas do espécimen e I é a 

intensidade de luz transmitida do objeto analisado dividido pela área. Em uma imagem de 

espécime digital, I é proporcional aos valores dos pixels. Assim, valores menores de DO 

correspondem a uma intensa imunomarcação e, consequentemente, maior ligação dos 

anticorpos monoclonais às proteínas Caspase 3 clivada, Bax, Bcl-2 aos hepatócitos, outras 
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células do fígado, restos celulares e trofozoítos. Por outro lado, valores maiores de DO indicam 

uma marcação imuno-histoquímica mais fraca e menor concentração de anticorpos ligados aos 

antígenos. Os valores de DO foram expressos em unidades de tons de cinza (Grey) (COSTA et 

al, 2010b). 

Além disso, todos os trofozoítos Caspase 3 clivada+, Bax+ e Bcl-2+ foram semi-

quantificados nos cortes histológicos, sendo considerada como marcação positiva quando o 

parasito apresentava-se corado de marrom devido à revelação pelo DAB. Cada corte histológico 

foi completamente analisado utilizando a objetiva de 20X do microscópio Axiolab – Carl Zeiss, 

sendo feita a seguinte classificação do parasitismo: discreta (presença de 1 a 5 trofozoítos por 

campo), moderada (presença de 6 a 20 trofozoítos por campo) e intensa (presença acima de 21 

trofozoítos por campo).  

Para a análise da DO, todos os trofozoítos presentes em cada imagem foram 

completamente separados do restante do tecido por meio da criação de um plano gráfico, 

selecionados todos os pixels de sua marcação, criadas as imagens binárias, processadas e 

utilizadas para o cálculo da DO na unidade Grey, seguindo a mesma metodologia mencionada 

acima (CALIARI, 1997; COSTA et al, 2010b; TOSCANO et al., 2019). 

O grupo de hamsters inoculados com E. histolytica (Grupo EH) foi utilizado como 

controle para avaliação da área Caspase 3 clivada+, Bax+ e Bcl-2+ no AHA, bem como em 

relação à DO de cada marcação e ao número de trofozoítos positivos para cada marcador. 

 

4.7 Análise estatística 

 

Para a análise estatística foi utilizado o software GraphPadPrism 8 (GraphPadInc, 

EUA), o teste de Grubb para detectar os outliers e, para verificação da distribuição dos dados, 

o teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov. Para análise de variância foram utilizados os 

testes t de Student para os dados paramétricos e Mann-Whitney para os dados não-paramétricos. 

Todos os testes foram considerados significativos quando apresentaram um valor de p ≤ 0,05.  

  

5. RESULTADOS 

 

5.1 Análises histopatológicas  

 

Em todas as lâminas analisadas foram observadas lesões típicas do AHA, já descritas 

detalhadamente em publicações de nosso grupo de pesquisa (COSTA et al., 2007; COSTA et 
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al., 2010a; SILVA et al., 2021), sendo que as lesões do grupo ED foram tão significativas 

quanto às do grupo EH. As secções histológicas apresentaram extensas áreas de necrose 

delimitadas por borda constituída por detritos celulares, infiltrado inflamatório discreto a 

moderado, constituído principalmente por macrófagos e neutrófilos e, quantidade variável de 

tecido de granulação. Mais frequentemente, quantidade variável de trofozoítos foi observada 

na borda e no centro do AHA e, alguns também estavam presentes nos capilares sinusóides do 

parênquima hepático não necrosado (Figura 3 A-D). 

 

 

  

Figura 3. Fígado de Hamster inoculado com Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar; análises 

histopatológicas.  (A) Borda do Abscesso Hepático Amebiano (AHA) induzido por E. histolytica, constituído por 

faixa de debris celulares e infiltrado inflamatório (*), zona central de necrose (N), bem como por grande número 

de trofozoítos (cabeças de seta), delimitada por parênquima hepático não necrosado (P). Barra = 50 µm; (B) Maior 

aumento da figura anterior. Barra = 20 µm; (C) AHA induzido por E. dispar com as mesmas lesões e estruturas. 

Barra = 50 µm; (D) Maior aumento da figura anterior. Barra 20 = µm. Hematoxilina & Eosina.   
 

5.2 Investigação de apoptose no AHA por meio do ensaio de TUNEL 

 

Para investigar a ocorrência de apoptose no AHA dos hamsters inoculados com as cepas 

ACFN de E. dispar e EGG de E histolytica, realizamos o ensaio de TUNEL em seções 
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histológicas de fragmentos de fígado. Nas análises qualitativas das amostras observamos em 

todas as lâminas analisadas, coloração TUNEL positiva, caracterizada por coloração marrom 

obtida por revelação pelo cromógeno DAB em hepatócitos, células inflamatórias e em 

trofozoítos (Figura 4 A-D). Em menor quantidade, marcações positivas também foram 

observadas em áreas do parênquima hepático não necrosado (Figura 4 A-B).  

 

  

 

Figura 4. Fígado de Hamster inoculado com Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar; ensaio de TUNEL. 

(A) Abscesso Hepático Amebiano (AHA) induzido por E. histolytica. Notar a presença de várias marcações 

TUNEL+, visualizadas como precipitados marrom-escuros, principalmente nas áreas de necrose (#) e, em menor 

quantidade, no parênquima hepático não necrosado (P); (B) Maior aumento da figura anterior. Trofozoíto TUNEL+ 

(cabeça de seta) e maior número de trofozoítos TUNEL- (setas vermelhas). Reações TUNEL+ em prováveis células 

inflamatórias (setas); (C) Abscesso Hepático Amebiano (AHA) induzido por E. dispar. Grande quantidade de 

marcações TUNEL+ de coloração marrom-escura na borda do AHA (#), quantidade menor destas marcações na 

área central de necrose (N) e escassas marcações no parênquima hepático não necrosado (P); (D) Maior aumento 

da figura anterior mostrando trofozoítos TUNEL+ com anoiquia e picnose (Cabeças de setas). Reações TUNEL+ 

em prováveis células inflamatórias (setas). TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end 

labeling). Barra = 50 µm. 

 

5.3 Análises morfométricas das áreas Caspase 3 clivada+, Bax+ e Bcl-2+ nos AHA´s 

induzidos por Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar 
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5.3.1 Caspase 3 clivada+ 

 

Em todas as lâminas analisadas foram observadas marcações Caspase 3 clivada+ em 

hepatócitos, células inflamatórias e em trofozoítos, caracterizadas pela coloração marrom 

obtida por revelação pelo cromógeno DAB. Tal marcação indicou o desenvolvimento de 

apoptose nestas células dos AHA’s de ambos os grupos de Hamsters (Figura 5 A-D), 

corroborando com os achados no ensaio de TUNEL. A substituição do anticorpo 1º por PBS 

produziu reação negativa (Figura 5 E). A análise qualitativa destas reações imuno-

histoquímicas demonstrou maior área de marcação nos hamsters do Grupo EH quando 

comparado ao grupo ED. 

A análise morfométrica demonstrou maior área Caspase 3 clivada+ no AHA induzido 

pela E. histolytica, em comparação com o produzido pela E. dispar, indicando maiores níveis 

de apoptose (p=0,0056) (Figura 5 F). Não foi observada diferença na DO entre os dois grupos 

de hamsters (Figura 5 G). 

 

 

 

Figura 5. Fígado de Hamster inoculado com Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar; imuno-histoquímica 

caspase 3 clivada.  (A) Abscesso Hepático Amebiano (AHA) induzido por E. histolytica. Amplas áreas Caspase 

3 clivada+ (#). Barra = 50 µm; (B) Detalhe da figura anterior mostrando hepatócitos Caspase 3 clivada+ (#). Barra 

= 20 µm; (C) AHA induzido por E. dispar. Menor área Caspase 3 clivada+ (#) em comparação com o grupo EH. 
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Barra = 50 µm; (D) Detalhe da figura anterior hepatócitos (setas) e célula inflamatória (cabeça de seta) Caspase 3 

clivada+. Barra = 20 µm; (E) Controle negativo de reação imuno-histoquímica para Caspase 3 clivada. Notar a 

ausência de marcações positivas. Trofozoíto negativo (seta). Barra = 50 µm. Debris celulares e infiltrado 

inflamatório (*). Necrose (N). Parênquima hepático não necrosado (P). Contracoloração por Hematoxilina. (F) 

Área caspase 3 clivada+ (µm2), p=0,0056, teste t de Student não-pareado; (G) Densidade óptica (DO) das áreas 

caspase 3 clivada+ (Grey), teste t de Student não-pareado. Os dados são representados nos gráficos como média ± 

S.E.M, n = 8. 

    

5.3.2 Bax+  

 

Marcações Bax+ coradas com tons de marrom foram detectadas em hepatócitos, células 

inflamatórias e em trofozoítos em todas as lâminas (Figura 6 A-D). A substituição do anticorpo 

1º por PBS produziu reação negativa (Figura 6 E).  

Foi observada redução da DO de Bax+ no AHA induzido pela E. histolytica, indicando 

aumento da intensidade de marcação imuno-histoquímica e maior expressão da proteína (Figura 

6 G) (p=0,0271). A maior expressão de Bax+ no grupo EH sugere a participação da mesma na 

indução de maiores níveis de apoptose neste grupo. Por outro lado, não foi verificada diferença 

na área de marcação Bax+ entre os grupos EH e ED (Figura 6 F).  
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Figura 6. Fígado de Hamster inoculado com Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar, imuno-histoquímica 

Bax. (A) Abscesso Hepático Amebiano (AHA) induzido por E. histolytica. Amplas áreas Bax+ (#). Barra = 50 

µm; (B) Detalhe da figura anterior mostrando hepatócitos Bax+ (#). Barra = 20 µm; (C) Menor área Bax+ (#) em 

comparação com o grupo EH. Escassos hepatócitos Bax+ (cabeças de seta). Barra = 50 µm; (D) Detalhe da figura 

anterior mostrando alguns hepatócitos Bax+ (setas). Barra = 20 µm; (E) Controle negativo de reação imuno-

histoquímica para Bax. Notar a ausência de marcações positivas. Barra = 50 µm. Debris celulares e infiltrado 

inflamatório (*). Necrose (N). Parênquima hepático não necrosado (P). Contracoloração por Hematoxilina. (F) 

Bax+ (µm2); (G) Densidade óptica (DO) das áreas Bax+ (Grey), p = 0,0271, teste t de Student não-pareado. Os 

dados são representados nos gráficos como média ± S.E.M, n = 8. 

 

 5.3.3 Bcl-2+ 

 

Todas as lâminas analisadas dos dois grupos de hamsters apresentaram marcações Bcl-

2+ em hepatócitos, células inflamatórias e em trofozoítos, caracterizadas pela coloração marrom 

obtida por revelação pelo cromógeno DAB (Figura 7 A-D). A substituição do anticorpo 1º por 

PBS produziu reação negativa (Figura 7 E). Qualitativamente foi observada maior marcação 

imuno-histoquímica no grupo ED em relação ao grupo EH. 

A análise morfométrica demonstrou maior área Bcl-2+ no AHA induzido pela E. dispar 

(p=0,0001), em comparação com o produzido pela E. histolytica , assim como menor densidade 

óptica de Bcl-2 no AHA induzido pela E. dispar (p=0,0217), indicando aumento da intensidade 

de marcação imuno-histoquímica e maior expressão da proteína (Figura 7F-G). Em conjunto, 

estes dados mostraram que a maior expressão de Bcl-2 parece ter contribuído para os menores 

níveis de apoptose no AHA do grupo ED.  
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Figura 7. Fígado de Hamster inoculado com Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar; imuno-

histoquímica Bcl2. (A) Abscesso Hepático Amebiano (AHA) induzido por E. histolytica. Reduzidas áreas 

Bcl-2+ em comparação com o grupo ED (#). Barra = 50 µm; (B) Detalhe da figura anterior mostrando áreas 

Bcl-2+ (#). Barra = 20 µm; (C) Extensas áreas Bcl-2+ (#). Barra = 50 µm; (D) Detalhe da figura anterior 

mostrando áreas Bcl2+ (#). Barra = 20 µm; (E) Controle negativo de reação imuno-histoquímica para Bcl-2. 

Notar a ausência de marcações positivas. Trofozoítos negativos (cabeças de setas). Necrose (N). 

Contracoloração por Hematoxilina. (F) Área Bcl-2+ (µm2), p = 0,0001, teste T de Student não-pareado; (G) 

Densidade óptica (DO) das áreas Bcl-2+ (Grey), p = (p=0,0217), teste t de Student não-pareado. Os dados são 

representados nos gráficos como média ± S.E.M, n = 8. 

 

 

5.4 Análise semiquantitativa dos trofozoítos Caspase 3 clivada+, Bax+ e Bcl-2+ nos 

AHA´s induzidos por Entamoeba. histolytica e Entamoeba dispar 

 

Em todas as amostras analisadas foi possível observar a presença de trofozoítos Caspase 

3+, Bax+ e Bcl-2+ na borda do AHA, na zona central de necrose e nos capilares sinusóides do 

parênquima hepático não necrosado. 

Conforme mencionado na metodologia, para a análise semiquantitativa foram criadas 

três categorias de parasitismo na borda do AHA, na qual a presença do parasita era definida 

como discreta, moderada e intensa.   

Tanto os trofozoítos caspase 3 clivada+ (p= 0,0256) quanto aqueles Bax+ (p = 0,0150) 

relacionados ao desenvolvimento de apoptose, foram encontrados em maior quantidade na 
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borda do AHA do grupo ED, tendo sido classificados como parasitismo moderado (Figura 8 A-

F).  Já em relação aos trofozoítos Bcl-2+, que estão menos propensos a sofrer apoptose, foram 

observados em maior quantidade na borda do AHA do grupo EH (p= 0,0130), sendo 

categorizados como causadores de um parasitismo intenso (Figura 8 G-I). Analisando estes 

dados em conjunto, podemos afirmar que os trofozoítos da cepa ACFN de E. dispar mostraram-

se menos resistentes a sofrer apoptose do que aqueles da cepa EGG de E. histolytica e, que estes 

últimos foram capazes de manter maiores níveis de sobrevivência.  

 

 

 

Figura 8. Fígado de Hamster inoculado com Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar; trofozoítos caspase 

3 clivada+, Bax+ e Bcl-2+. (A) Escassos trofozoítos caspase 3 clivada+ (cabeças de seta) no AHA do grupo EH; 

(B) Grande quantidade de trofozoítos caspase 3 clivada+ (cabeças de seta) no AHA do grupo ED; (C) Análise 

semiquantitativa dos trofozoítos caspase 3 clivada+; (D) Pequeno número de trofozoítos Bax+ (cabeças de seta) no 

AHA do grupo EH; (E) Grande número de trofozoítos Bax+ (cabeças de seta) no AHA do grupo ED; (F) Análise 

semiquantitativa dos trofozoítos Bax+; (G) Grande quantidade de trofozoítos Bcl-2+ no AHA do grupo EH; (H) 

Escassos trofozoítos Bcl-2+ no AHA do grupo ED; (I) Análise semiquantitativa dos trofozoítos Bcl-2+. Debris 

celulares e infiltrado inflamatório (*). Necrose (N).  Contracoloração por Hematoxilina. Barra = 20 µm. Teste 

Mann- Whitney.  
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6. DISCUSSÃO 

 

O AHA é a forma extraintestinal mais comum de manifestação da amebíase e está 

associado com altas taxas de morbidade e mortalidade. Levantamento realizado entre 2011 e 

2015 confirmou que o AHA continua sendo uma importante complicação da amebíase em 

alguns países asiáticos, africanos e latinos, particularmente em populações pobres, analfabetas 

e com elevado índice de alcoolismo (MARTÍNEZ-PALOMO et al., 2017). Diante disso, torna-

se necessária a realização de estudos para melhor compreensão de seus mecanismos de 

desenvolvimento e evolução. A totalidade dos autores sempre considerou que a necrose 

liquefativa experimental produzida na infecção amebiana era a principal responsável pela 

destruição do parênquima hepático (TSUTSUMI et al., 1984). Contudo, pela primeira vez, este 

estudo demonstrou elevados níveis de apoptose no AHA induzido por E. histolytica, mediante 

detecção de elevada expressão de caspase 3 clivada e Bax, maiores do que o observado no AHA 

produzido por E. dispar. Além disso, também demonstramos que ambas as espécies 

expressaram caspase 3 clivada, Bax e Bcl-2 e que, E. dispar foi mais susceptível de sofrer 

apoptose do que E. histolytica, mediante maior expressão de caspase 3 clivada e Bax e, menor 

expressão de Bcl-2. Tais dados em conjunto demonstraram a menor capacidade da E. dispar 

em sobreviver no AHA. Este trabalho preenche uma importante lacuna na pesquisa em 

amebíase, que é a grande escassez de estudos a respeito da apoptose no AHA.  

A utilização experimental de modelos animais “in vivo” contribuiu significativamente 

para o conhecimento da amebíase. Embora não exista um modelo animal que contemple todo 

o ciclo da doença, o uso de diferentes técnicas e de animais de laboratório tem proporcionado 

uma melhor compreensão da relação parasito-hospedeiro. Hamsters (Mesocricetus auratus) e 

gerbils (Meriones unguiculatus) são animais suscetíveis para o desenvolvimento da amebíase, 

sendo que o hamster foi o modelo que mais têm reproduzindo satisfatoriamente o AHA 

(TSUTSUMI E SHIBAYAMA, 2006). Nosso grupo de pesquisa tem reproduzido o AHA 

experimental, tanto por E. histolytica quanto por E. dispar, de forma semelhante ao observado 

na doença humana (GOMES et al, 2000; COSTA et al., 2007; COSTA et al., 2010a; COSTA 

et al., 2010b; COSTA et al., 2011;  SILVA et al., 2021).  

Estudos de cinética da amebíase no AHA, tanto os induzidos por E. histolytica 

(TSUTSUMI et al., 1984), quanto por E. dispar (COSTA et al., 2010a), demonstraram que na 

fase inicial da infecção, são encontrados trofozoítos nos espaços porta, capilares sinusóides e 

veias centrais. A invasão do parênquima hepático pelos trofozoítos desenvolve-se mediante a 

liberação de seus produtos tóxicos, ocorrendo a ativação da resposta inflamatória e 
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recrutamento principalmente de neutrófilos e macrófagos. Há então a formação de 

microabscessos ricos em neutrófilos, que envolvem os trofozoítos na tentativa de eliminá-los. 

Contudo, os trofozoítos resistentes à resposta imune se dividem e os focos inflamatórios vão 

aumentando, coalescendo e levando a formação do AHA (COSTA et al., 2010a; SANTI-

ROCCA, 2009; RIGOTHIER et al., 2002). O AHA é caracterizado por extensas áreas de 

hepatócitos mortos que formam cavidades circunscritas por debris celulares, células 

inflamatórias e trofozoítos, principalmente presentes nas bordas e no centro do AHA (SEYDEL 

e STANLEY, 1998). O aumento do AHA parece ser devido especialmente pelos produtos 

secretados pelos trofozoítos e, em menor grau, pelas células do sistema imune do hospedeiro 

(COSTA et al., 2010b). O AHA produzido pela cepa ACFN de E. dispar foi semelhante ao 

produzido pela cepa EGG de E. histolytica, confirmando o seu potencial patogênico e 

corroborando com os dados de Costa e colaboradores (2007) e  Silva e colaboradores (2021).  

O estabelecimento da infecção amebiana depende da capacidade dos trofozoítos em 

destruir os tecidos do hospedeiro e de fagocitar suas células e restos celulares (HUSTON et al., 

2003). Para isso, o parasito se utiliza de seus fatores de virulência, capazes de lisar células 

hospedeiras, destruir proteínas da matriz extracelular, moléculas imunes e também de induzir 

apoptose (HAQUE et al., 2003; HUSTON, 2004).   

Em nosso estudo foi possível observar a fragmentação do DNA pelo ensaio de TUNEL, 

através da visualização de células marcadas em tons de marrom e com caracteristicas 

morfológicas de apoptose, especialmente na borda do AHA e em sua zona central, 

demonstrando que a infecção pelas cepas EGG de E. histolytica e ACFN de E. dispar  foram 

capazes de induzir apoptose em hepatócitos e células inflamatórias no fígado de hamster, 

corroborando dados do estudo que utilizou a cepa HM1:IMSS de E. histolytica (SEYDEL & 

STANLEY, 1998). Evidências obtidas por outros autores também demonstraram que a 

apoptose também pode contribuir para o dano tecidual. Inibidores de adesão dos trofozoítos 

como a D-galactose reduziram significativamente os índices de apoptose no epitélio intestinal 

de camundongos inoculados com E. histolytica, mediante ação da lectina GAL/GALNAc que 

promoveu ativação da caspase 3, independente de caspases 8 e 9 (HUSTON et al., 2000).  

O ensaio de TUNEL é usado para detectar a fragmentação de DNA associada à morte 

celular (terminais 3'-OH do DNA) por endonucleases. A molécula de DNA é a única que pode 

ser reparada, contudo, não pode ser ressintetizada após o dano. A fragmentação ou a destruição 

do DNA é um dos estágios finais nas várias etapas do processo de morte celular e marcador 

preciso deste tipo de lesão irreversível (HENGARTNER, 2001; BASNAKIAN et al, 2017; 

MOORE et al, 2021). Além do ensaio de TUNEL, a fragmentação do DNA associada à morte 
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celular pode ser detectada por outras técnicas, tais como DNA ladder assay e Comet assay 

(MAJTNEROVA;  ROUSAR, 2018; MOORE et al, 2021). 

A apoptose é mediada por uma família de proteases de cisteína (Caspases) que 

desempenham papel na iniciação, regulação e execução dos eventos proteolíticos que ocorrem 

durante a apoptose. A ativação de caspases é um dos indicadores mais especificos do processo 

apoptótico (DUAN et al, 2003).  Nesse contexto, após a confirmação da presença de apoptose 

nos dois grupos de hamsters pelo TUNEL, investigamos a expressão de caspase 3 clivada, 

enzima esta utilizada como marcador de ativação da apoptose.  

A reação imuno-histoquímica para caspase-3 clivada, bem como para os outros 

marcadores utilizados neste estudo, funcionou perfeitamente nos cortes histológicos de todas 

as amostras, que foram fixadas em formalina tamponada, embebidas e emblocadas em parafina 

e, que estavam arquivadas há muitos anos. Tais achados corroboram com o estudo de DUAN e 

colaboradoes (2003), sobre a detecção de apoptose em cortes histológicos por meio da 

imunohistoquímica de caspase-3 clivada. 

Observamos marcação caspase 3 clivada+, tanto no grupo EH quanto no ED, em 

hepatócitos e células inflamatórias, com alterações morfológicas indicativas de apoptose, bem 

como em células de aspecto morfológico normal. Tal observação pode representar uma 

população de células nos estágios iniciais de apoptose. A análise morfométrica comprovou 

maior área caspase 3 clivada+ no grupo EH. Diante da presença de maiores áreas de reação 

positiva no grupo EH em comparação ao grupo ED, podemos concluir que a E. Histolytica 

produziu maiores níveis de apoptose do que a E. dispar no AHA experimental.  

Estudos demonstraram que E. histolytica causa apoptose independente da via Fas/FasL 

(SEYDEL; STANLEY, 1998). Esse protozoário destrói as células-alvo em um processo 

sequencial de adesão à célula-alvo através da lectina de superfície GaL/GALNac, influxo de 

cálcio, desfosforilação da tirosina e, consequentemente, ativação da caspase 3 (RALSTON & 

PETRI, 2011). Na sequência, ocorre liberação de outros fatores de virulência, tais como 

amebaporos e cisteína-proteinases, induzindo a morte da célula hospedeira e sua fagocitose. De 

fato, estudo “in vivo” demonstrou que o bloqueio de caspases foi capaz de reduzir o tamanho 

do AHA em camundongos (YAN; STANLEY, 2001).  

A família Bcl-2 comprende os agentes mediadores de apoptose que, embora seus 

membros compartilhem estruturas homólogas, suas funções biológicas se diferenciam em 

promotoras de apoptose (Bax, Bak, dentre outras) ou inibidoras de apoptose (Bcl-2, Bcl-xl, 

dentre outras) (GUO et al, 2012). Apesar de nossa análise não ter mostrado diferença nas áreas 

de marcação para a proteína pró apoptótica Bax entre o grupo EH e o ED, foi verificada redução 
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da DO Bax+ no AHA induzido pela E. Histolytica. Tal redução mostra ter ocorrido aumento da 

expressão de Bax em uma mesma área de marcação imuno-histoquímica, conforme 

metodologia padronizada previamente (COSTA et al, 2010b). De fato, conforme padronizamos 

neste estudo de Costa e colaboradores, menores níveis de DO implicam em maior ligação de 

anticorpos e, consequentemente, marcações imuno-histoquímicas mais intensas. Tais resultados 

sugerem a participação desta proteína nos maiores níveis de apoptose no AHA induzido pela E. 

histolytica em comparação ao observado na infecção por E. dispar. Estes resultados são 

corroborados pelas observações de outros autores onde E. histolytica foi capaz de produzir 

maior quantidade e tipos de fatores de virulência do que a E. dispar, sendo, portanto, melhor 

equipada para gerar mais lesões, inclusive a apoptose  (NICKEL et al., 1999; ESPINOSA-

CANTELLANO; MARTÍNEZ-PALOMO, 2000).    

Quanto à expressão de Bcl-2, verificamos maiores áreas de marcação Bcl-2+ e de DO 

Bcl-2+ no AHA do grupo ED quando comparado com o grupo EH. Este dado corrobora o que 

foi verificado em relação à expressão de caspase 3 clivada, que foi menor. Por ter sofrido 

menores níveis de apoptose, era esperado que o AHA deste grupo apresentasse maiores níveis 

de alguma proteína antiapoptótica, conforme observamos em relação à Bcl-2.  No entanto, 

mesmo apresentando maior expressão Bcl-2+ do que o grupo EH, vale ressaltar que no AHA 

produzido pela E. dispar, a infecção também foi capaz de induzir apoptose, mesmo que em 

menores níveis que no grupo EH. Estes resultados são corroborados por um estudo “in vitro” 

onde células mieloides murinas foram induzidas a sofrerem aumento da expressão de Bcl-2. 

Tal aumento não foi capaz de proteger as células de sofrerem a apoptose por E. histolytica, 

sendo sugerido pelos autores, que a morte celular pode ter sido devida a ação de moléculas 

semelhantes à granzima, uma vez que essa espécie de ameba pode transportar enzimas para 

ativar diretamente o mecanismo de morte celular, contornando os controles celulares via Bcl-2 

(RAGLAND et al., 1994). 

Os fatores de virulência que poderiam contribuir na execução de uma via independente 

de Bcl-2, seriam as amebaporos, que estão presentes nas duas espécies (NICKEL et al., 1999). 

Ambas as espécies possuem uma classe de vesículas intracelulares ácidas que possivelmente 

desempenham papel na citotoxicidade, por meio de um mecanismo análogo ao dos CTLs 

(linfócitos T citotóxicos), que utilizam proteínas formadoras de poros (perforinas) e proteases 

(granzimas) (RALSTON; PETRI, 2011). A E. dispar apresenta 95% de homologia de suas 

amebaporos quando comparada à  E. histolytica, mas em menor concentração. Apesar disso, 

estudos “in vitro” mostraram que a E. dispar utiliza amebaporos para destruir bactérias 

fagocitadas (LEIPPE, 1997).  
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Além de alguns produtos de secreção amebianos serem pró-apoptóticos, é possível 

também que o processo inflamatório possa ter contribuído para o desenvolvimento de apoptose 

no AHA. Por outro lado, a escassez de células inflamatórias em relação ao elevado tamanho do 

AHA, aponta para um provável maior envolvimento dos fatores de virulência amebianos como 

responsáveis pela indução desta apoptose. Nesse sentido, ainda precisam ser realizados mais 

estudos para se compreender quais são os responsáveis pela indução de apoptose, tanto nas 

células do hospedeiro quanto nos trofozoítos. 

Apesar dos trofozoítos apresentarem alguns mecanismos de evasão do sistema imune, 

os mesmos podem ser destruídos, por exemplo, por neutrófilos, macrófagos, anticorpos e o 

sistema complemento. Estudo “in vivo” demonstrou que a produção de óxido nítrico pelas 

células fagocitárias pode estar envolvida na morte celular programada dos trofozoítos de E. 

histolytica (VILLALBA-MAGDALENO et al, 2011).  Outro estudo demonstrou a apoptose de 

trofozoítos expostos a H2O2, independente de caspase, com aumento do Ca2+ citosólico e 

expressão de fosfatidilserina no folheto exterior da membrana citoplasmática, com 

características morfológicas de morte por apoptose (NANDI et al., 2010).  Pelo contrário, nosso 

estudo mostrou a presença de marcação caspase 3 clivada+ em vários trofozoítos de E. dispar e 

E. histolytica, muitos com anoiquia e picnose, demonstrando que a apoptose foi caspase 3 

clivada dependente.  Esse achado foi corroborado pela observação da maior expressão da 

proteína pró-apoptótica Bax e, menor da antiapoptótica Bcl-2 no grupo ED, demonstrando a 

menor capacidade desta espécie em sobreviver no AHA. O fato de Nandi e colaboradores 

(2010) não terem observado ativação de caspases em seu estudo talvez fosse devido às 

condições experimentais “in vitro” serem bem diferentes ao que é observado em um estudo “in 

vivo”, como foi o realizado por nós. 

Outros mecanismos têm sido pesquisados e propostos para explicar a ocorrência de 

apoptose em E. histolytica. Monroy e colaboradores (2010) demonstraram, em um estudo “in 

vitru” sobre a expressão gênica de sinais pró-apoptóticos e antiapoptóticos, que o gene do tipo 

saposina apresentou uma elevada expressão no início da apoptose. Esse gene expressa uma 

proteína de características semelhantes à proteína saposina C humana (WINKELMANN et al., 

2006). Essa proteína apresenta várias atribuições, dentre elas, a de ativar quinases e fosfatases 

(KONG et al., 2005), Catepsina D e caspase-3 em células tumorais (De STEFANIS et al., 

2002). Em contrapartida, foi observado que as graninas, proteínas do parasito com semelhança 

estrutural às proteínas de ligação ao cálcio, podem apresentar uma atividade antiapoptótica 

(NICKEL, 2000). Tal hipótese foi formulada após a verificação de que houve sua 

superexpressão, demonstrando uma provável atividade compensatória, onde os trofozoítos 
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ativaram mecanismos moleculares para tentar recapturar o cálcio Ca2+ intracelular livre e 

impedir a apoptose. No entanto, maiores estudos são necessários para avaliar a participação 

destas proteínas na apoptose, tanto na E. histolytica, quanto na E. dispar. 



52 

 

7. CONCLUSÕES  

 

Este estudo demonstrou pela primeira vez que a apoptose também está presente, e de forma 

significativa, no AHA induzido experimentalmente pela E. dispar. Também, a expressão 

significativa de caspase 3 clivada no AHA sugeriu o envolvimento da via intrínseca da apoptose 

e, a expressão de Bax e Bcl-2 demonstrou a importância destas duas proteínas na modulação da 

apoptose. A infecção pela E. histolytica foi capaz de induzir mais apoptose no AHA do que 

pela E. dispar, enquanto esta espécie foi menos eficaz em resistir a indução de apoptose. Bax e 

BCl2 também modularam a apoptose e a sobrevivência dos trofozoítos de ambas as espécies.  
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RESUMO 

 

A amebíase é uma doença que atinge cerca de 12% da população mundial, sendo a 

Entamoeba histolytica, responsável por lisar e penetrar nos tecidos do hospedeiro e a 

Entamoeba dispar representante dos casos assintomáticos. Entretanto, estudos têm 

demonstrado a capacidade de E.dispar de produzir lesões em modelos experimentais. O sucesso 

da invasão amebiana no hospedeiro se deve a destruição tecidual pelos seus fatores de virulência, 

capazes de provocar necrose e apoptose. Há poucos estudos sobre a apoptose induzida por E.dispar 

e E. histolytica. Diante disso, foi objetivo deste trabalho avaliar a apoptose em modelo experimental 

de abscesso hepático amebiano (AHA) induzido por E. dispar, por meio do ensaio de TUNEL 

(Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end labeling ) e de reações imuno-histoquímicas 

para os marcadores Caspase 3, Bax e Bcl-2. Em todos os AHA´s induzidos por E. dispar (grupo 

ED) e E. histolytica (grupo EH) foram detectadas reações TUNEL+, em células com aspectos 

morfológicos indicativos de apoptose, tanto do hospedeiro quanto do parasito. Todos os AHA´s 

apresentaram reações positivas para os três marcadores. Ao contrário do verificado no grupo EH, a 

análise morfométrica mostrou menor área Caspase 3 clivada+ e Bax+, bem como maior área Bcl-2+ 

no AHA do grupo ED, indicando menores níveis de apoptose induzido por esta espécie. E. dispar 

e E. histolytica sofreram apoptose dependente de caspase 3 e de Bax, sendo mais intensa no 

grupo ED, comprovando a menor capacidade desta espécie em sobreviver no AHA. Sendo 

assim, este estudo demonstrou pela primeira vez que a apoptose também está presente, e de 

forma significativa, no AHA induzido experimentalmente pela E. dispar. Também 
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originalmente, a expressão significativa de caspase 3 clivada no AHA sugeriu o envolvimento 

da via intrínseca da apoptose e, a expressão de Bax e Bcl-2 demonstrou a importância destes 

duas proteínas na modulação da apoptose em ambas espécies.  

Palavras chave: Amebíase, Apoptose,  Entamoeba dispar, Abscesso hepático amebiano, 

Caspase 3 clivada. 

 

ABSTRACT 

 

Amebiasis is a disease that affects about 12% of the world's population, with Entamoeba 

histolytica responsible for lysing and penetrating the host's tissues and Entamoeba dispar 

representing asymptomatic cases. However, studies have demonstrated the ability of E.dispar 

to produce lesions in experimental models. The success of amoebic invasion in the host is due 

to tissue destruction by its virulence factors, capable of causing necrosis and apoptosis. There 

are few studies on apoptosis induced by E. dispar and E. histolytica. Therefore, the objective 

of this study was to evaluate apoptosis in an experimental model of amoebic liver abscess 

(AHA) induced by E. dispar, using the TUNEL assay (Terminal deoxynucleotidyl transferase 

dUTP nick-end labeling) and immunohistochemical reactions for the Caspase 3 cleaved, Bax 

and Bcl-2 markers. In all AHA's induced by E. dispar (ED group) and E. histolytica (EH group) 

TUNEL+ reactions were detected in cells with morphological aspects indicative of apoptosis, 

both of the host and the parasite. All AHA's showed positive reactions for the three markers. 

Unlike what was seen in the EH group, the morphometric analysis showed a smaller Caspase 

3+ cleaved and Bax+ area, as well as a larger BCl2+ area in the AHA of the ED group, indicating 

lower levels of apoptosis induced by this species. E. dispar and E. histolytica underwent caspase 

3 and Bax-dependent apoptosis, being more intense in the ED group, proving the lower capacity 

of this species to survive in the AHA. Therefore, this study demonstrated for the first time that 

apoptosis is also present, and significantly so, in AHA experimentally induced by E. dispar. 

Also, the significant expression of cleaved caspase 3 in AHA suggested the involvement of the 

intrinsic pathway of apoptosis, and the expression of Bax and Bcl-2 demonstrated the 

importance of these two proteins in the modulation of apoptosis in both species. 

Keywords: Amoebiasis, Entamoeba dispar, Amoebic liver abscess, Apoptosis, Cleaved 

Caspase 3. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A amebíase é uma doença com ampla distribuição mundial causada pelo protozoário 

Entamoeba histolytica (E. histolytica), sendo transmitida pelas vias fecal/oral, podendo 

apresentar quadros patológicos graves e eventualmente fatais (WHO, 1997; HUSTON, 2004). 

A maioria das infecções são assintomáticas, porém, a E. histolytica pode dar origem a formas 

clínicas importantes, tais como a amebíase intestinal representada pela colite amebiana, e a 

amebíase extraintestinal nos órgãos: pulmão, cérebro e fígado, sendo o abscesso hepático 

amebiano (AHA) a forma mais frequente. O AHA está associado a morbidade e mortalidade da 

amebíase, sendo caracterizado por extensas áreas de morte dos hepatócitos que às vezes formam 

cavidades contendo restos celulares (YAN e STANLEY, 2001; STANLEY, 2003; CDC, 2019).  

A amebíase é considerada endêmica, ocorrendo em países subdesenvolvidos, na qual as 

condições sanitárias e o abastecimento de água são precários e ineficientes. Estima-se que as 

duas espécies infectem cerca de 12% da população mundial, sendo a infecção pela E. dispar 

muito mais comum e podendo a E. histolytica representar cerca de 1% deste universo (WHO, 

1997).    

O sucesso da invasão amebiana se deve à morte celular causada pelos principais 

produtos amebianos: Lectina ligante de galactose/N-acetilgalactosamina (GAL/GalNAc) - 

responsável pela adesão do trofozoíto à mucosa colônica; Cisteínas proteinases (CPs) - enzimas 

proteolíticas, secretadas pelos trofozoítos, que degradam diferentes componentes da matriz 

extracelular; Amebaporos – proteínas que  formam canais iônicos ou poros nas membranas 

lipídicas e despolarizam as células alvo, ocasionando a lise celular por choque osmótico 

(HAQUE et al., 2003; TREJOS-SUÁREZ; CASTAÑO-OSORIO, 2009). Além dos fatores 

citados, tem a  fagocitose das células hospedeiras (HUSTON et al., 2003); a necrose tecidual, 

(ESPINOSA-CANTELLANO; MARTÍNEZ-PALOMO, 2000) e também a apoptose, que 

juntos contribuem para a destruição tecidual (HUSTON et al., 2000).  A apoptose, é um 

processo crucial para a manutenção do desenvolvimento dos seres vivos. Durante a apoptose, a 

célula sofre alterações morfológicas, tais como:  retração da célula, condensação da cromatina, 

fragmentação internucleossômica do DNA e formação dos corpos apoptóticos. A ativação da 

apoptose envolve duas principais vias, a via extrínseca ou via do receptor de morte (caspase  8) 

e a via intrínseca ou mitocondrial (caspase 9).  São várias moléculas envolvidas no controle das 

vias de ativação da apoptose, dentre elas, as proteínas antiapoptóticas  (Bcl-2 e Bcl-xl), as pró-

apoptóticas Bax e Bak  e, finalmente as Caspases. Além das vias citadas, existe uma via 

adicional dependente de perforinas/granzimas (serinas proteases presentes nos grânulos) que 
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envolve a citoxidade das células T. Esta via pode induzir apoptose por meio de granzimas A 

(independente de caspases) ou B (dependente de caspases) (ELMORE, 2007).  A morte celular 

por apoptose,  também tem sido descrita ocorrer em parasitas, tais como Leishmania sp, 

Trypanosoma sp., Giardia sp. e E. histolytica (RAMOS et al., 2007).  

A resposta imune mediada por células é importante para a defesa contra E. histolytica, 

e o sistema complemento contribui para o desencadeamento da resposta inflamatória e na 

destruição e remoção dos parasitos (BOHLSON et al., 2007). Contudo os trofozoítos 

conseguem escapar da ação do complemento resistindo à lise (BRAGA et al., 1992) através da 

clivagem e inativação de C3a e C5a (REED et al., 1995), apesar de muitos deles também serem 

lisados pelo complemento (COSTA et al., 2010b).  

Até 1997 a Entamoeba dispar era considerada não patogênica, responsável apenas pelas 

infecções assintomáticas (WHO, 1997), porém pesquisadores reproduziram experimentalmente 

a colite amebiana e o AHA através de cepas de E. dispar isoladas no Brasil ( GOMES et al., 

2000). Um recente estudo avaliou a patogenicidade e a cinética evolutiva de cepas MCR, 

ACFN, ICS, ADO e VEJ para E. dispar e identificou-se que a cepa ACFN, é a mais patogênica, 

apresentando um AHA constituído por uma zona central de necrose liquefativa circundada por 

áreas com muitos trofozoítos, restos celulares, poucos neutrófilos e macrófagos (SILVA et al, 

2021).    

Nesse contexto, tendo em vista que a amebíase é uma doença mundial e negligenciada, 

e que a indução da apoptose em células do hospedeiro é um dos mecanismos utilizados pelos 

trofozoítos para causar lesões intestinais e hepáticas, bem como a  escassez de estudos 

envolvendo apoptose na colite e no AHA, tornou-se necessário realizar estudos exploratórios 

para aprofundar o conhecimento sobre o papel da apoptose induzida pela E. histolytica e  E. 

dispar na infecção experimental, na tentativa de identificar e avaliar os prováveis mecanismos 

envolvidos, bem como verificar se estas espécies também sofrem apoptose.  

O objetivo geral desse trabalho foi investigar a apoptose no AHA experimental induzido 

pelas E. histolytica e E. dispar, através das proteínas Caspase 3 clivada, Bax, Bcl-2 em células 

do AHA e, em trofozoítos presentes no AHA. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

2.1  Animais  

 

O presente trabalho foi realizado com amostras de projetos previamente aprovados e 
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executados em conformidade com as normas da Comissão de Ética em Uso Animal – CEUA - 

da Universidade Federal de Minas Gerais, sob os protocolos de números 154/2005 e 252/2018, 

nas instalações dos Laboratórios de Protozooses e de Técnicas Histológicas do Departamento 

de Patologia Geral (DPAG) e do Laboratório de Amebíase e de Protozoários Intestinais do 

Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG. Foram utilizados fragmentos de fígado 

emblocados em parafina de:  8 hamsters (Mesocricetus auratus) inoculados com a E. dispar 

(Grupo ED), 8 hamsters inoculados com a E. histolytica (Grupo EH).  

 

2.2 Cepas de Entamoeba histolytica  de Entamoeba dispar 

 

Os fragmentos de fígado avaliados, são provenientes de hamsters inoculados com as 

cepas ACFN de E. dispar  e EGG de E. histolytica e foram  eutanasiados ao 3º dia pós infectados 

( 3 DPI). A cepa EGG de paciente portador de colite disentérica e AHA no município de Manaus 

(AM) e a  cepa ACFN foi isolada de paciente assintomático no município de Belo Horizonte 

(MG). Ambas as cepas são xênicas, ou seja, estão associadas com a microbiota indígena do 

indivíduo as quais foram isoladas. A identificação da espécie foi confirmada através da análise 

do zimodema e PCR. 

 

2.3 Análise histopatológica 

 

Para a análise histopatológica foram obtidos dos blocos selecionados, secções 

histológicas com 4µm de espessura e realizada a coloração com Hematoxilina e Eosina (H&E). 

Após a coloração, foram feitas reavaliações histopatológicas para confirmação da presença de 

lesões hepáticas e descrição dos aspectos morfológicos característicos de apoptose presentes 

nos dois grupos de hamsters. 

 

2.4 Identificação “in situ” da fragmentação do DNA segundo a técnica de TUNEL 

(Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end labeling ) 

 

Outras secções de 4μm de espessura foram obtidos e fixados em lâminas gelatinizadas 

para a  detecção “in situ” da fragmentação do DNA, seguindo o protocolo do kit FragEL™ 

DNA Fragmentation Detection Kit, Colorimetric – Klenow Enzyme - QIA21(Calbiochem - 

Sigma-Aldrich; St. Louis, USA). Após a desparafinização e hidratação dos cortes, os mesmos 

foram submetidos à proteinase K e a inativação da peroxidase endógena foi feita em imersão 

https://en.wikipedia.org/wiki/St._Louis
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na solução de Peróxido de hidrogênio (H2O2) a 3% com metanol. Posteriormente, os cortes 

foram incubados em câmara úmida a 37C overnight com a enzima TdT (transferase terminal 

de deoxinucleotídeo). Após o tempo determinado, adicionou-se o conjugado de peroxidase 

estreptavidina e a revelação foi feita com o cromógeno 3-3’ diaminobenzidina (DAB) e a 

contracoloração com verde de metila 0,3%, depois os cortes foram desidratados rapidamente 

em etanol absoluto, diafanizados em xilol e montados em meio de montagem para lâminas 

histológicas. Foram consideradas células positivas para apoptose aquelas que apresentavam 

grumos corados em tons de marrom revelados pelo DAB e também aquelas com características 

morfológicas, tais como a diminuição do seu tamanho e volume, perda do contato com a matriz 

extracelular e células vizinhas (Anoiquia), redução nuclear (Picnótico), formação de corpos 

apoptóticos, fragmentação da membrana nuclear (cariorrexe). 

 

2.5 Reações imuno-histoquímicas 

 

Outros cortes histológicos de 4µm de espessura foram fixados em lâminas gelatinizadas e 

preparados para as reações de imuno-hitoquímica, foi utilizado um kit comercial de detecção 

antimouse/anti-rabbit (Novolink Polymer Detection System, Leica Biosystems, Newcastle Upon 

Tyne, Reino Unido) de acordo com as instruções do fabricante. A recuperação antigênica foi 

realizada por meio de exposição das lâminas com os cortes à solução de ácido cítrico 1%, em calor 

úmido e pressão (Panela de pressão elétrica Mondial PE-09).  Posteriormente, os cortes 

histológicos foram incubados overnight em câmara úmida e escura com os seguintes anticorpos 

primários:     anticorpo policlonal produzido em coelho anti-Bax (sc-526, diluição 1:80, Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, EUA); anticorpo policlonal produzido em coelho anti-Bcl-2 (sc-492, 

diluição 1:80, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, EUA); anticorpo policlonal produzido em coelho 

anti-caspase 3 clivada (AB3623 (90609), diluição 1:40, Millipore Corporation, EUA). As reações 

foram reveladas com o cromógeno 3-3’ diaminobenzina (DAB) e contracoradas com hematoxilina 

de Harris por 30 segundos, lavadas em água corrente, desidratadas em solução crescente de álcool, 

diafanizadas em xilol   e montadas em meio de montagem para lâminas histológicas. Como 

controle negativo da reação, o anticorpo primário foi substituído por solução salina tamponada 

com fosfato (PBS).  

 

2.6 Análise quantitativa da área de marcação Caspase 3 clivada+, Bax+, Bcl-2+ e de 

trofozoítos+ para os mesmos marcadores  
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 As áreas das marcações imuno-histoquímicas Caspase 3 clivada+, Bax+, Bcl-2+ foram 

calculadas em µm2 através de algoritmos construídos no programa KS300, contido no 

analisador de imagens Carl Zeis. Em cada imagem foram selecionados todos os pixels com 

tons de marrom (marcação imuno-histoquímica positiva) para a criação de uma imagem 

binária e processamento digital, tomando-se o cuidado de excluir manualmente com o auxílio 

do cursor, todos os trofozoítos positivos para cada marcador (CALIARI, 1997; Oliveira et al., 

2021).  

Para quantificar a intensidade das marcações, utilizamos o cálculo da densidade ótica 

(DO) através do mesmo programa de morfometria, por meio de outro conjunto de algoritmos 

(CALIARI, 1997; Costa et al., 2010b;). A DO é a razão entre a luz transmitida e a luz incidente 

no comprimento de onda de 500 nm, de acordo com a Lei de Beer: DO = -  log I/I0. Em uma 

imagem de espécime digital, I é proporcional aos valores dos pixels. Assim, valores de DO 

mais próximos de zero correspondem a uma intensa imunomarcação e, consequentemente, 

maior ligação dos anticorpos monoclonais às proteínas Caspase 3 clivada, Bax e Bcl-2 aos 

hepatócitos, outras células do fígado, restos celulares e trofozoítos. Os valores de DO foram 

expressos em unidades de tons de cinza (Grey) (COSTA et al, 2010b). 

Além disso, todos os trofozoítos Caspase 3 clivada+, Bax+ e Bcl-2+ foram semi-

quantificados nos cortes histológicos, sendo considerada como marcação positiva quando o 

parasito apresentava-se corado de marrom devido à revelação pelo DAB. Cada corte histológico 

foi completamente analisado utilizando o microscópio Axiolab (Oberkochen, Germany), por 

intermédio das objetivas de 20 e 40X, sendo feita a seguinte classificação do parasitismo: 

discreta (presença de 1 a 5 trofozoítos por campo na objetiva de 20x), moderada (presença de 

zero 6 a 20 trofozoítos por campo na objetiva de 20x) e intensa (presença acima de 21 

trofozoítos por campo na objetiva de 20x).  

O grupo de hamsters inoculados com E. histolytica (Grupo EH) foi utilizado como 

controle para avaliação da área Caspase 3 clivada+, Bax+ e Bcl-2+ no AHA, bem como em 

relação à DO de cada marcação e ao número de trofozoítos positivos para cada marcador. 

 

2.7 Análise estatística 

 

Para a análise estatística foi utilizado o software GraphPadPrism 8 (GraphPadInc, 

EUA), o teste de Grubb para detectar os outliers e, para verificação da distribuição dos dados, 

o teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov. Para análise de variância foram utilizados os 
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testes t de Student para os dados paramétricos e Mann-Whitney para os dados não-paramétricos. 

Todos os testes foram considerados significativos quando apresentaram um valor de p ≤ 0,05.  

 

3.  RESULTADOS 

 

3.1 Análises histopatológicas  

 

As secções histológicas apresentaram extensas áreas de necrose delimitadas, a borda 

constituída por detritos celulares, infiltrado inflamatório discreto a moderado, constituído 

principalmente por macrófagos e neutrófilos e, quantidade variável de tecido de granulação. 

Mais frequentemente, quantidade variável de trofozoítos foi observada na borda e no centro do 

AHA e, alguns também estavam presentes nos capilares sinusóides do parênquima hepático não 

necrosado (Figura 1 A-D). Em todas as lâminas analisadas foram observadas lesões típicas do 

AHA, já descritas detalhadamente em publicações de nosso grupo de pesquisa (COSTA et al., 

2007; COSTA et al., 2010a; SILVA et al., 2021), sendo que as lesões do grupo ED foram tão 

significativas quanto às do grupo EH. 
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Figura 1. Fígado de Hamster inoculado com Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar; análises 

histopatológicas. (A) Borda do Abscesso Hepático Amebiano (AHA) induzido por E. histolytica, constituído por 

faixa de debris celulares e infiltrado inflamatório (*), zona central de necrose (N), bem como por grande número 

de trofozoítos (cabeças de seta), delimitada por parênquima hepático não necrosado (P). Barra = 50 µm; (B) Maior 

aumento da figura anterior. Barra = 20 µm; (C) AHA induzido por E. dispar com as mesmas lesões e estruturas. 

Barra = 50 µm; (D) Maior aumento da figura anterior. Barra 20 = µm. Hematoxilina & Eosina.   
 

 

3.2 Investigação de apoptose em Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar e pelo ensaio 

de TUNEL 

 

Para investigar a ocorrência de apoptose no AHA dos hamsters inoculados com as cepas 

ACFN de E. dispar e EGG de E histolytica, realizamos o ensaio de TUNEL em seções 

histológicas de fragmentos de fígado. Nas análises qualitativas das amostras observamos em 

todas as lâminas analisadas, coloração TUNEL positiva, caracterizada por coloração marrom 

obtida por revelação pelo cromógeno DAB em hepatócitos, células inflamatórias e em 

trofozoítos (Figura 4 A-D). Em menor quantidade, marcações positivas também foram 

observadas em áreas do parênquima hepático não necrosado (Figura 2 A-B).  
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Figura 2. Fígado de Hamster inoculado com Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar, ensaio de TUNEL. 

(A) Abscesso Hepático Amebiano (AHA) induzido por E. histolytica. Notar a presença de várias marcações 

TUNEL+, visualizadas como precipitados marrom-escuros, principalmente nas áreas de necrose (#) e, em menor 

quantidade, no parênquima hepático não necrosado (P); (B) Maior aumento da figura anterior. Trofozoíto TUNEL+ 

(cabeça de seta) e maior número de trofozoítos TUNEL- (setas vermelhas). Reações TUNEL+ em prováveis células 

inflamatórias (setas); (C) Abscesso Hepático Amebiano (AHA) induzido por E. dispar. Grande quantidade de 

marcações TUNEL+ de coloração marrom-escura na borda do AHA (#), quantidade menor destas marcações na 

área central de necrose (N) e escassas marcações no parênquima hepático não necrosado (P); (D) Maior aumento 

da figura anterior mostrando trofozoítos TUNEL+ com anoiquia e picnose (Cabeças de setas). Reações TUNEL+ 

em prováveis células inflamatórias (setas). TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end 

labeling). Barra = 50 µm. 

 

 

3.3 Análises morfométricas das áreas Caspase 3 clivada+, Bax+ e Bcl-2+ nos AHA´s 

induzidos por Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar  

 

3.3.1 Caspase 3 clivada+ 

 

Em todas as lâminas analisadas foram observadas marcações Caspase 3 clivada+ em 

hepatócitos, células inflamatórias e em trofozoítos, caracterizadas pela coloração marrom 

obtida por revelação pelo cromógeno DAB. Tal marcação indicou o desenvolvimento de 

apoptose nestas células dos AHA’s de ambos os grupos de Hamsters (Figura 3 A-D), 

corroborando com os achados no ensaio de TUNEL. A substituição do anticorpo 1º por PBS 

produziu reação negativa (Figura 3 E). A análise qualitativa destas reações imuno-

histoquímicas demonstrou maior área de marcação nos hamsters do Grupo EH quando 

comparado ao grupo ED. 

A análise morfométrica demonstrou maior área Caspase 3 clivada+ no AHA induzido 

pela E. histolytica, em comparação com o produzido pela E. dispar, indicando maiores níveis 

de apoptose (p=0,0056) (Figura 3 F). Não foi observada diferença na DO entre os dois grupos 

de hamsters (Figura 3 G). 
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Figura 3. Fígado de Hamster inoculado com Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar; imuno-histoquímica 

caspase 3 clivada.  (A) Abscesso Hepático Amebiano (AHA) induzido por E. histolytica. Amplas áreas Caspase 

3 clivada+ (#). Barra = 50 µm; (B) Detalhe da figura anterior mostrando hepatócitos Caspase 3 clivada+ (#). Barra 

= 20 µm; (C) AHA induzido por E. dispar. Menor área Caspase 3 clivada+ (#) em comparação com o grupo EH. 

Barra = 50 µm; (D) Detalhe da figura anterior hepatócitos (setas) e célula inflamatória (cabeça de seta) Caspase 3 

clivada+. Barra = 20 µm; (E) Controle negativo de reação imuno-histoquímica para Caspase 3 clivada. Notar a 

ausência de marcações positivas. Trofozoíto negativo (seta). Barra = 50 µm. Debris celulares e infiltrado 

inflamatório (*). Necrose (N). Parênquima hepático não necrosado (P). Contracoloração por Hematoxilina. (F) 

Área caspase 3 clivada+ (µm2), p=0,0056, teste T de Student não-pareado; (G) Densidade óptica (DO) das áreas 

caspase 3 clivada+ (Grey), teste t de Student não-pareado. Os dados são representados nos gráficos como média ± 

S.E.M, n = 8. NOS. 

    

3.3.2 Bax+  

 

Marcações Bax+ coradas com tons de marrom foram detectadas em hepatócitos, células 

inflamatórias e em trofozoítos em todas as lâminas (Figura 4 A-D). A substituição do anticorpo 

1º por PBS produziu reação negativa (Figura 4 E).  

Foi observada redução da DO de Bax+ no AHA induzido pela E. histolytica, indicando 

aumento da intensidade de marcação imuno-histoquímica e maior expressão da proteína (Figura 

4 G) (p=0,0271). A maior expressão de Bax+ no grupo EH sugere a participação da mesma na 

indução de maiores níveis de apoptose neste grupo.  
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Figura 4.  Figura 6. Fígado de Hamster inoculado com Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar; imuno-

histoquímica Bax. (A) Abscesso Hepático Amebiano (AHA) induzido por E. histolytica. Amplas áreas Bax+ (#). 

Barra = 50 µm; (B) Detalhe da figura anterior mostrando hepatócitos Bax+ (#). Barra = 20 µm; (C) Menor área 

Bax+ (#) em comparação com o grupo EH. Escassos hepatócitos Bax+ (cabeças de seta). Barra = 50 µm; (D) 

Detalhe da figura anterior mostrando alguns hepatócitos Bax+ (setas). Barra = 20 µm; (E) Controle negativo de 

reação imuno-histoquímica para Bax. Notar a ausência de marcações positivas. Barra = 50 µm. Debris celulares e 

infiltrado inflamatório (*). Necrose (N). Parênquima hepático não necrosado (P). Contracoloração por 

Hematoxilina. (F) Bax+ (µm2); (G) Densidade óptica (DO) das áreas Bax+ (Grey), p = 0,0271, teste t de Student 

não-pareado. Os dados são representados nos gráficos como média ± S.E.M, n = 8. 

 

 

 3.3.3 Bcl-2+ 

 

Todas as lâminas analisadas dos dois grupos de hamsters apresentaram marcações Bcl-

2+ em hepatócitos, células inflamatórias e em trofozoítos, caracterizadas pela coloração marrom 

obtida por revelação pelo cromógeno DAB (Figura 5 A-D). A substituição do anticorpo 1º por 

PBS produziu reação negativa (Figura 5 E). Qualitativamente foi observada maior marcação 

imuno-histoquímica no grupo ED em relação ao grupo EH. 

A análise morfométrica demonstrou maior área BCL2+ no AHA induzido pela E. dispar 

(p=0,0001), em comparação com o produzido pela E. histolytica , assim como menor densidade 
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óptica de Bcl-2 no AHA induzido pela E. dispar (p=0,0217), indicando aumento da intensidade 

de marcação imuno-histoquímica e maior expressão da proteína (Figura 5 F-G). Em conjunto 

estes dados mostraram que a maior expressão de Bcl-2 parece ter contribuído para os menores 

níveis de apoptose no AHA do grupo ED.  

 

 

 

Figura 5.  Fígado de Hamster inoculado com Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar; imuno-

histoquímica Bcl-2. (A) Abscesso Hepático Amebiano (AHA) induzido por E. histolytica. Reduzidas áreas 

Bcl-2+ em comparação com o grupo ED (#). Barra = 50 µm; (B) Detalhe da figura anterior mostrando áreas 

Bcl-2+ (#). Barra = 20 µm; (C) Extensas áreas Bcl-2+ (#). Barra = 50 µm; (D) Detalhe da figura anterior 

mostrando áreas Bcl2+ (#). Barra = 20 µm; (E) Controle negativo de reação imuno-histoquímica para Bcl-2. 

Notar a ausência de marcações positivas. Trofozoítos negativos (cabeças de setas). Necrose (N). 

Contracoloração por Hematoxilina. (F) Área Bcl-2+ (µm2), p = 0,0001, teste T de Student não-pareado; (G) 

Densidade óptica (DO) das áreas Bcl-2+ (Grey), p = (p=0,0217), teste t de Student não-pareado. Os dados são 

representados nos gráficos como média ± S.E.M, n = 8. 

 

 

3.4 Análise semiquantitativa dos trofozoítos Caspase 3 clivada+, Bax+ e Bcl-2+ no absces- 

so hepático amebiano induzido por Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar 

 

Em todas as amostras analisadas foi possível observar a presença de trofozoítos Caspase 

3+, Bax+ e Bcl-2+ na borda do AHA, zona central de necrose e nos capilares sinusóides do 

parênquima hepático não necrosado. Conforme mencionado na metodologia, para a análise 
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semiquantitativa foram criadas três categorias de parasitismo na borda do AHA : discreto, 

moderado e intenso.   

Tanto os trofozoítos caspase 3 clivada+ (p= 0,0256) quanto aqueles Bax+ (p = 0,0150) 

relacionados ao desenvolvimento de apoptose, foram encontrados em maior quantidade na 

borda do AHA do grupo ED, tendo sido classificados como parasitismo moderado (Figura 6 A-

F).  Já em relação aos trofozoítos Bcl-2+, que estão menos propensos a sofrer apoptose, foram 

observados em maior quantidade na borda do AHA do grupo EH (p= 0,0130), sendo 

categorizados como causadores de um parasitismo intenso (Figura 6 G-I). Analisando estes 

dados em conjunto, podemos afirmar que os trofozoítos da cepa ACFN de E. dispar mostraram-

se menos resistentes a sofrer apoptose do que aqueles da cepa EGG de E. histolytica e que estes 

últimos foram capazes de manter maiores níveis de sobrevivência.  

 

 

 

Figura 6. Fígado de Hamster inoculado com Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar, trofozoítos caspase 

clivada +, Bax + e Bcl-2 +. (A) Escassos trofozoítos caspase 3 clivada+ (cabeças de seta) no AHA do grupo EH; 

(B) Grande quantidade de trofozoítos caspase 3 clivada+ (cabeças de seta) no AHA do grupo ED; (C) Análise 

semiquantitativa dos trofozoítos caspase 3 clivada+; (D) Pequeno número de trofozoítos Bax+ (cabeças de seta) no 

AHA do grupo EH; (E) Grande número de trofozoítos Bax+ (cabeças de seta) no AHA do grupo ED; (F) Análise 

semiquantitativa dos trofozoítos  Bax+; (G) Grande quantidade de trofozoítos Bcl-2+ no AHA do grupo EH; (H) 

Escassos trofozoítos Bcl-2+ no AHA do grupo ED; (I) Análise semiquantitativa dos trofozoítos Bcl-2+. Debris 
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celulares e infiltrado inflamatório (*). Necrose (N).  Contracoloração por Hematoxilina. Barra = 20 µm. Teste 

Mann - Whitney.  

 

 

4. DISCUSSÃO 

 

O AHA é a forma extraintestinal mais comum de manifestação da amebíase e está 

associada com altas taxas de morbidade e mortalidade. Levantamento realizado entre 2011 e 

2015 confirmou que o AHA continua sendo uma importante complicação da amebíase em 

alguns países asiáticos, africanos e latinos, particularmente em populações pobres, analfabetas 

e com elevado índice de alcoolismo (MARTÍNEZ-PALOMO et al., 2017). Diante disso, torna-

se necessária a realização de estudos para melhor compreensão de seus mecanismos de 

desenvolvimento e evolução. A totalidade dos autores sempre considerou que a necrose 

liquefativa experimental produzida na infecção amebiana era a principal responsável pela 

destruição do parênquima hepático (TSUTSUMI et al., 1984). Contudo, pela primeira vez, este 

estudo demonstrou elevados níveis de apoptose no AHA induzido por E. histolytica, mediante 

detecção de elevada expressão de caspase 3 clivada e Bax, maiores do que o observado no AHA 

produzido por E. dispar. Além disso, também demonstramos que ambas as espécies 

expressaram caspase 3 clivada, Bax e Bcl-2 e que, E. dispar foi mais susceptível de sofrer 

apoptose do que E. histolytica, mediante maior expressão de caspase 3 clivada e bax e, menor 

expressão de BCL2. Tais dados em conjunto demonstraram a menor capacidade da E. dispar 

em sobreviver no AHA. Este trabalho preenche uma importante lacuna na pesquisa em 

amebíase, que é a grande escassez de estudos a respeito da apoptose no AHA.  

A utilização experimental de modelos animais in vivo contribuiu significativamente 

para o conhecimento da amebíase. Embora não exista um modelo animal que contemple todo 

o ciclo da doença, o uso de diferentes técnicas e de animais de laboratório tem proporcionado 

uma melhor compreensão da relação parasito-hospedeiro. Hamsters (Mesocricetus auratus) e 

gerbils (Meriones unguiculatus) são animais suscetíveis para o desenvolvimento da amebíase, 

sendo que o hamster foi o modelo que mais têm reproduzindo satisfatoriamente o AHA 

(TSUTSUMI E SHIBAYAMA, 2006). Nosso grupo de pesquisa tem reproduzido o AHA 

experimental, tanto por E. histolytica quanto por E. dispar, de forma semelhante ao observado 

na doença humana (GOMES et al, 2000; COSTA et al., 2007; COSTA et al., 2010a; COSTA 

et al., 2010b; COSTA et al., 2011; SILVA et al., 2021).   

Estudos de cinética da amebíase no AHA, tanto os induzidos por E. histolytica 

(TSUTSUMI et al., 1984), quanto por E. dispar (COSTA et al., 2010a), demonstraram que na 
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fase inicial da infecção, são encontrados trofozoítos nos espaços porta, capilares sinusóides e 

veias centrais. A invasão do parênquima hepático pelos trofozoítos ocorre mediante a liberação 

de seus produtos tóxicos, ocorrendo a ativação da resposta inflamatória e recrutamento 

principalmente de neutrófilos e macrófagos. Há então a formação de microabscessos ricos em 

neutrófilos, que envolvem os trofozoítos na tentativa de eliminá-los. Contudo, os trofozoítos 

resistentes à resposta imune se dividem e os focos inflamatórios vão aumentando, coalescendo 

e levando a formação do AHA (COSTA et al., 2010a; SANTI-ROCCA, 2009; RIGOTHIER et 

al., 2002). O AHA é caracterizado por extensas áreas de hepatócitos mortos que formam 

cavidades circunscritas por debris celulares, células inflamatórias e trofozoítos, principalmente 

presentes nas bordas e no centro do AHA, (SEYDEL e STANLEY, 1998). O aumento do AHA 

parece ser devido especialmente pelos produtos secretados pelos trofozoítos e, em menor grau, 

pelas células do sistema imune do hospedeiro (COSTA et al., 2010b). O AHA produzido pela 

cepa ACFN de E. dispar foi semelhante ao produzido pela cepa EGG de E. histolytica, 

confirmando o seu potencial patogênico e corroborando com os dados de Silva e colaboradores 

(2021).  

O estabelecimento da infecção amebiana depende da capacidade dos trofozoítos em 

destruir os tecidos do hospedeiro e de fagocitar suas células e restos celulares (HUSTON et al., 

2003). Para isso, o parasito se utiliza de seus fatores de virulência, capazes de lisar células 

hospedeiras, destruir proteínas da matriz extracelular, moléculas imunes e também de induzir 

apoptose (HAQUE et al., 2003; HUSTON, 2004).   

Em nosso estudo foi possível observar a fragmentação do DNA pelo ensaio de TUNEL, 

através da visualização de células marcadas em tons de marrom e com caracteristicas 

morfológicas de apoptose, tanto na borda do AHA quanto em sua zona central, demonstrando 

que a infecção pelas cepas EGG de E. histolytica e ACFN de E. dispar  foram capazes de induzir 

apoptose em hepatócitos e células inflamatórias no fígado de hamster, corroborando dados do 

estudo que utilizou a cepa HM1:IMSS de E. histolytica (SEYDEL & STANLEY, 1998). 

Evidências obtidas por outros autores também demonstraram que a apoptose também pode 

contribuir para o dano tecidual. Inibidores de adesão dos trofozoítos como a D-galactose 

reduziram significativamente os índices de apoptose no epitélio intestinal de camundongos 

inoculados com E. histolytica, mediante ação da lectina GAL/GALNAc que promoveu ativação 

da caspase 3, independente de caspases 8 e 9 (HUSTON et al., 2000).  

O ensaio de TUNEL é usado para detectar a fragmentação de DNA associada à morte 

celular (terminais 3'-OH do DNA) por endonucleases. A molécula de DNA é a única que pode 

ser reparada, contudo, não pode ser ressintetizada após o dano. A fragmentação ou a destruição 
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do DNA é um dos estágios finais nas várias etapas do processo de morte celular e marcador 

preciso deste tipo de lesão irreversível (HENGARTNER, 2001; BASNAKIAN et al, 2017; 

MOORE et al, 2021). Além do ensaio de TUNEL, a fragmentação do DNA associada à morte 

celular pode ser detectada por outras técnicas, tais como DNA ladder assay e Comet assay 

(MAJTNEROVA;  ROUSAR, 2018; MOORE et al, 2021). 

A apoptose é mediada por uma família de proteases de cisteína (Caspases) que 

desempenham papel na iniciação, regulação e execução dos eventos proteolíticos que ocorrem 

durante a apoptose. A ativação de caspases é um dos indicadores mais especificos do processo 

apoptótico (DUAN et al, 2003).  Nesse contexto, após a confirmação da presença de apoptose 

nos dois grupos de hamsters pelo TUNEL, investigamos a expressão de caspase 3 clivada, 

enzima esta utilizada como marcador de ativação da apoptose.  

A reação imuno-histoquímica para caspase-3 clivada, bem como para os outros 

marcadores utilizados neste estudo, funcionou perfeitamente nos cortes histológicos de todas 

as amostras, que foram fixadas em formalina tamponada, embebidas e emblocadas em parafina 

e, que estavam arquivadas há muitos anos. Tais achados corroboram com o estudo de DUAN e 

colaboradoes (2003), sobre a detecção de apoptose em cortes histológicos por meio da 

imunohistoquímica de caspase-3 clivada. 

Observamos marcação caspase 3 clivada+, tanto no grupo EH quanto no ED, em 

hepatócitos e células inflamatórias, com alterações morfológicas indicativas de apoptose, bem 

como em células de aspecto morfológico normal. Tal observação pode representar uma 

população de células nos estágios iniciais de apoptose. A análise morfométrica comprovou 

maior área caspase 3 clivada+ no grupo EH. Diante da presença de maiores áreas de reação 

positiva no grupo EH em comparação ao grupo ED, podemos concluir que a E. Histolytica 

produziu maiores níveis de apoptose do que a E. dispar no AHA experimental.  

Estudos demonstraram que E. histolytica causa apoptose independente da via Fas/FasL 

(SEYDEL; STANLEY, 1998). Esse protozoário destrói as células-alvo em um processo 

sequencial de adesão à célula-alvo através da lectina de superfície GaL/GALNac, influxo de 

cálcio, desfosforilação da tirosina e, consequentemente, ativação da caspase 3 (RALSTON & 

PETRI, 2011). Na sequência, ocorre liberação de outros fatores de virulência, tais como 

amebaporos e cisteína-proteinases, induzindo a morte da célula hospedeira e sua fagocitose. De 

fato, estudo “in vivo” demonstrou que o bloqueio de caspases foi capaz de reduzir o tamanho 

do AHA em camundongos (YAN; STANLEY, 2001).  

A família Bcl-2 comprende os agentes mediadores de apoptose que, embora seus 

membros compartilhem estruturas homólogas, suas funções biológicas se diferenciam em 



84 

 

promotoras de apoptose (Bax e Bak, dentre outras) ou inibidoras de apoptose (Bcl-2, Bcl-xl, 

dentre outras) (GUO et al, 2012). Apesar de nossa análise não ter mostrado diferença nas áreas 

de marcação para a proteína pró apoptótica Bax entre o grupo EH e o ED, foi verificada redução 

da DO Bax+ no AHA induzido pela E. Histolytica. Tal redução mostra ter ocorrido aumento da 

expressão de Bax em uma mesma área de marcação imuno-histoquímica, conforme 

metodologia padronizada previamente (COSTA et al, 2010b), e sugere a participação desta 

proteína nos maiores níveis de apoptose no AHA induzido pela E. histolytica em comparação 

ao observado na infecção por E. dispar. Estes resultados são corroborados pelas observações 

de outros autores onde E. histolytica foi capaz de produzir maior quantidade e tipos de fatores 

de virulência do que a E. dispar, sendo, portanto, melhor equipada para gerar mais lesões, 

inclusive a apoptose  (NICKEL et al., 1999; ESPINOSA-CANTELLANO; MARTÍNEZ-

PALOMO, 2000).    

Quanto à expressão de Bcl-2, verificamos maiores áreas de marcação Bcl-2+ e de DO 

Bcl-2+ no AHA do grupo ED quando comparado com o grupo EH. Este dado corrobora o que 

foi verificado em relação à expressão de caspase 3 clivada, que foi menor. Por ter sofrido 

menores níveis de apoptose, era esperado que o AHA deste grupo apresentasse maiores níveis 

de alguma proteína antiapoptótica, conforme observamos em relação à Bcl-2.  No entanto, 

mesmo apresentando maior expressão Bcl-2+ do que o grupo EH, vale ressaltar que no AHA 

produzido pela E. dispar, a infecção também foi capaz de induzir apoptose, mesmo que em 

menores níveis que no grupo EH. Estes resultados são corroborados por um estudo “in vitro” 

onde células mieloides murinas foram induzidas a sofrerem aumento da expressão de Bcl-2. 

Tal aumento não foi capaz de proteger as células de sofrerem a apoptose por E. histolytica, 

sendo sugerido pelos autores, que a morte celular pode ter sido devida a ação de moléculas 

semelhantes à granzima, uma vez que essa espécie de ameba pode transportar enzimas para 

ativar diretamente o mecanismo de morte celular, contornando os controles celulares via Bcl-2 

(RAGLAND et al., 1994). 

Os fatores de virulência que poderiam contribuir na execução de uma via independente 

de Bcl-2, seriam as amebaporos, que estão presentes nas duas espécies (NICKEL et al., 1999). 

Ambas as espécies possuem uma classe de vesículas intracelulares ácidas que possivelmente 

desempenham papel na citotoxicidade, por meio de um mecanismo análogo ao dos CTLs 

(linfócitos T citotóxicos), que utilizam proteínas formadoras de poros (perforinas) e proteases 

(granzimas) (RALSTON; PETRI, 2011). A E. dispar apresenta 95%  de homologia das 

amebaporos quando comparada à  E. histolytica, mas em menor concentração. Apesar disso, 
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estudos “in vitro” mostraram que a E. dispar utiliza amebaporos para destruir bactérias 

fagocitadas (LEIPPE, 1997).  

Além de alguns produtos de secreção amebianos serem pró-apoptóticos, é possível 

também que o processo inflamatório possa ter contribuído para o desenvolvimento de apoptose 

no AHA. Por outro lado, a escassez de células inflamatórias em relação ao elevado tamanho do 

AHA, aponta para um provável maior envolvimento dos fatores de virulência amebianos como 

responsáveis na indução desta apoptose. Nesse sentido, ainda precisam ser realizados mais 

estudos para se compreender quais são os responsáveis pela indução de apoptose, tanto nas 

células do hospedeiro quanto nos trofozoítos. 

Apesar dos trofozoítos apresentarem alguns mecanismos de evasão do sistema imune, 

os mesmos podem ser destruídos, por exemplo, por neutrófilos, macrófagos, anticorpos e o 

sistema complemento. Estudo “in vivo” demonstrou que a produção de óxido nítrico pelas 

células fagocitárias pode estar envolvida na morte celular programada dos trofozoítos de E. 

histolytica (VILLALBA-MAGDALENO et al, 2011).  Outro estudo demonstrou a apoptose de 

trofozoítos expostos a H2O2, independente de caspase, com aumento do Ca2+ citosólico e 

expressão de fosfatidilserina no folheto exterior da membrana citoplasmática, com 

características morfológicas de morte por apoptose (NANDI et al., 2010).  Pelo contrário, nosso 

estudo mostrou a presença de marcação caspase 3 clivada+ em vários trofozoítos de E. Dispar 

e E. histolytica, muitos com anoiquia e picnose, demonstrando que a apoptose foi caspase 3 

clivada dependente.  Esse achado foi corroborado pela observação da maior expressão da 

proteína pró-apoptótica Bax e, menor da antiapoptótica Bcl-2 no grupo ED, demonstrando a 

menor capacidade desta espécie em sobreviver no AHA. O fato de Nandi e colaboradores 

(2010) não terem observado ativação de caspases em seu estudo talvez fosse devido às 

condições experimentais “in vitro” serem bem diferentes ao que é observado em um estudo “in 

vivo”, como foi o realizado por nós. 

Outros mecanismos têm sido pesquisados e propostos para explicar a ocorrência de 

apoptose em E. histolytica. Monroy e colaboradores (2010) demonstraram, em um estudo “in 

vitru” sobre a expressão gênica de sinais pró-apoptóticos e antiapoptóticos, que o gene do tipo 

saposina apresentou uma elevada expressão no início da apoptose. Esse gene expressa uma 

proteína de características semelhantes à proteína saposina C humana (WINKELMANN et al., 

2006). Essa proteína apresenta várias atribuições, dentre elas, a de ativar proteína quinases, 

proteína fosfatases (KONG et al., 2005), Catepsina D e caspase-3 em células tumorais (De 

STEFANIS et al., 2002). Em contrapartida, foi observado que as graninas, proteínas do parasito 

com semelhança estrutural às proteínas de ligação ao cálcio, podem apresentar uma atividade 
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antiapoptótica (MONROY, 2010). Tal hipótese foi formulada após a verificação de que houve 

sua superexpressão, demonstrando uma provável atividade compensatória, onde os trofozoítos 

ativaram mecanismos moleculares para tentar recapturar o cálcio Ca2+ intracelular livre e 

impedir a apoptose. No entanto, maiores estudos são necessários para avaliar a participação 

destas proteínas na apoptose, tanto na E. histolytica, quanto na E.dispar. 

 

5. CONCLUSÕES  

 

Este estudo demonstrou pela primeira vez que a apoptose também está presente, e de 

forma significativa, no AHA induzido experimentalmente pela E. dispar. Também, a expressão 

significativa de caspase 3 clivada no AHA sugeriu o envolvimento da via intrínseca da apoptose 

e, a expressão de Bax e Bcl-2 demonstrou a importância destas duas proteínas na modulação da 

apoptose. A infecção pela E. histolytica foi capaz de induzir mais apoptose no AHA do que 

pela E. dispar, enquanto esta espécie foi menos eficaz em resistir a indução de apoptose. Bax e 

Bcl-2 também modularam a apoptose e a sobrevivência dos trofozoítos de ambas as espécies 
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