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RESUMO: A Entamoeba histolytica produz a amebiase, doenga infecciosa que atinge o
intestino humano, constituindo a 2* maior causa de morte entre as doencas parasitarias.
Considerada comensal, alguns autores tém reproduzido experimentalmente a colite e o
abscesso hepatico amebiano (AHA) utilizando Entamoeba dispar isolada de hospedeiros
assintomaticos e sintomaticos. Das cepas de E. dispar disponiveis em nosso acervo, apenas a
MCR foi estudada com maiores detalhes, tendo sido analisada a cinética das lesbes hepaticas
entre 12 horas e 8 dias ap0s a infec¢do (DAI) e, mensurada as les6es. Ainda ndo foi avaliada a
viruléncia das cepas de E. dispar de nosso acervo, através do ensaio de eritrofagocitose,
muitas cepas ainda ndo foram testadas quanto a sua patogenicidade e € desconhecida a
evolucdo do AHA apds 12 DAL. Diante disso, foi objetivo deste estudo avaliar a viruléncia e a
patogenicidade das cepas MCR, ACFN, ICS, ADO E VEJ de E. dispar apds 3, 8, 12 e 16 dias
de infeccdo. No ensaio in vitro, os trofozoitos interagiram com eritrocitos humanos, sendo
entdo contadas as hemécias fagocitadas e os trofozoitos que fagocitaram. Quinze hamsters
foram inoculados com 1x10° trofozoitos de cada cepa e, como controle, 1 hamster foi
inoculado em cada grupo com a microbiota indigena. Cinco hamsters de cada grupo foram
eutanasiados aos 3, 8, 12 e 16 DAI para necropsia, coleta do figado e processamento para
histopatologia e morfometria digital. Todas as cepas de E. dispar foram capazes de fagocitar
eritrocitos, sem diferencas significativas entre elas, porém em quantidades inferiores em
relagdo a E. histolytica. A cepa ACFN demonstrou ser patogénica no hamster, sendo capaz de
produzir o AHA e, 100% de mortalidade em periodos superiores a 8 DAI. Ja a MCR produziu
29% de mortalidade do 8° ao 16° DAI, enquanto as cepas ICS, VEJ e ADO néo causaram
mortalidade. O AHA foi observado em todos os grupos de hamsters, sendo mais frequente nos
inoculados com as cepas ACFN e MCR. A ACFN produziu é&rea de necrose
significativamente superior a ADO no 8° DAI, enquanto a necrose foi gerada somente pela
MCR no 12° DAI. A extensdo da necrose estava associada ao intenso parasitismo
(predominante no 8° DAI) e geralmente ao infiltrado inflamatério granulocitario, histiocitario
ou misto, focal e/ou difuso (predominante geralmente no 12° DAI). No 12° DAI foram
observados os ultimos abscessos em atividade e os primeiros em reparo. A inflamagéo crénica
granulomatosa foi mais frequente no 8° e 12° DAI, variando entre 0s grupos. A trombose e a
hemorragia foram mais frequentes nos hamsters inoculados com a ACFN, enguanto os
fendmenos degenerativos, com a MCR. A maioria dos hamsters no 16° DAI apresentou
preservacdo da maior parte do parénquima hepatico. A regeneracdo € o mecanismo de cura
predominante na amebiase experimental produzida pela E. dispar. A cicatrizacdo ocorre em
pequenas areas, a despeito das grandes extensbes de tecido de granulacdo. Assim, com
excecdo da ACFN, todas as outras cepas foram capazes de produzir danos hepaticos
autolimitantes.
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ABSTRACT: Entamoeba histolytica produces amebiasis, an infectious disease that affects
the human intestine, making it the second largest cause of death among parasitic diseases.
Considered commensal, some authors have experimentally reproduced colitis and amebic
liver abscess (AHA) using Entamoeba dispar isolated from asymptomatic and symptomatic
hosts. Of the strains of E. dispar available in our collection, only MCR was studied in greater
detail, analyzing the kinetics of hepatic lesions between 12 hours and 8 days after infection
(DAI) and, measuring the lesions. Virulence of the strains of E. dispar from our collection has
not yet been evaluated through the erythrophagocitose assay. Many strains have not yet been
tested for their pathogenicity and the evolution of AHA after 12 DAI is unknown. The
objective of this study was to evaluate the virulence and pathogenicity of E. dispar strains
MCR, ACFN, ICS, ADO and VEJ after 3, 8, 12 and 16 days of infection. In the in vitro assay,
the trophozoites interacted with human erythrocytes, and the phagocytosed erythrocytes and
trophozoites that phagocytosed were counted. Fifteen hamsters were inoculated with 1x10°
trophozoites from each strain and, as a control, 1 hamster was inoculated in each group with
the native microbiota. Five hamsters from each group were euthanized at 3, 8, 12 and 16 DAI
for necropsy, liver collection and processing for histopathology and digital morphometry. All
strains of E. dispar were able to phagocyte erythrocytes, with no significant differences
between them, but in lesser amounts in relation to E. histolytica. The ACFN strain proved to
be pathogenic in the hamster, being able to produce AHA and 100% mortality in periods
superior to 8 DAL On the other hand, MCR produced 29% mortality from the 8th to the 16th
DAI, whereas the ICS, VEJ and ADO strains did not cause mortality. AHA was observed in
all groups of hamsters, being more frequent in the inoculated with the strains ACFN and
MCR. The ACFN produced a necrosis area significantly higher than ADO in the 8th DAI,
while necrosis was generated only by the MCR in the 12th DAI. The extent of necrosis was
associated with intense parasitism (predominant in the 8th ICD) and usually to the
granulocytic, histiocytic or mixed, focal and / or diffuse inflammatory infiltrate
(predominantly in the 12th). At the 12th DAI, the last active abscesses were observed and the
first ones under repair. Chronic granulomatous inflammation was more frequent in the 8th and
12th DAI, varying between groups. Thrombosis and hemorrhage were more frequent in
hamsters inoculated with ACFN, while degenerative phenomena, with the MCR. Most
hamsters in the 16th DAI presented preservation of most of the liver parenchyma.
Regeneration is the predominant healing mechanism in the experimental amoebiasis produced
by E. dispar. Healing occurs in small areas, despite large extensions of granulation tissue.
Thus, with the exception of ACFN, all other strains were able to produce self-limiting liver
damage.
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1 - INTRODUGAO E REVISAO DE LITERATURA

A amebiase ¢ causada pelo protozoario Entamoeba histolytica. E a doenca mais grave
provocada por protozodario que atinge o intestino humano e a segunda maior causa de morte
entre as doencas parasitarias (Stanley, 2003). E caracterizada por duas principais sindromes
clinicas, a colite e 0 abscesso hepatico amebiano (Haque et al., 2003). E uma importante
doenca por ser de ampla distribuicdo geogréfica, alta incidéncia e ser capaz de desenvolver
quadros graves, alguns destes fatais, e ainda permanecer como um problema de salde publica
em paises em desenvolvimento (Huston, 2004).

Embora descrita ha mais de 130 anos na Russia por Losch (1875, citado por Jackson, 1998), a
Entamoeba histolytica foi formalmente reconhecida como espécie em 1903 por Schaudinn
(1903, citado por Clark, 1998). Em 1925, Brumpt propds uma teoria a fim de explicar a alta
prevaléncia de casos assintomaticos, denominada teoria dualista, onde afirmava a existéncia
de duas espécies de amebas morfologicamente idénticas, porém biologicamente distintas
(1925, citado por Walsh, 1986). Foi considerado que apenas a E. histolytica seria capaz de
penetrar nos tecidos e produzir a forma extra-intestinal. Posteriormente a espécie foi separada
em dois grupos distintos: E. histolytica patogénica e ndo-patogénica, como evidenciado por
Brumpt (Sargeaunt et al., 1978).

A prevaléncia mundial de individuos assintomaticos, em torno de 90%, poderia ser explicada
pela espécie ndo-patogénica (Walsh, 1986). Analises de DNA destes grupos evidenciaram a
existéncia de duas espécies distintas e a nova espécie foi denominada Entamoeba dispar,
como sugerido por Bumpt em 1925 (Diamond & Clark, 1993). A E. dispar foi reconhecida
oficialmente em 1997 (OMS,1997), ap6s varias analises do perfil de isoenzimas, das
diferencas genéticas e da utilizacdo de anticorpos monoclonais.

As formas clinicas abrangem amplo espectro: infeccdes sintomaticas devido a E. histolytica
(amebiase intestinal ou extra-intestinal), infeccBes assintomaticos por E. dispar, infec¢bes
mistas assintomaticas causadas por E. histolytica e E. dispar e infec¢Bes assintomaticas
provocadas pela E. histolytica (Ximénez et al., 2010).

A infecgdo ocorre na maioria dos casos através da ingestdo de agua ou alimentos contendo
cistos de E. histolytica/E. dispar. Ocasionalmente pode haver infec¢do através de sexo oral,
anal e enema (Stanley, 2003).

Com a comprovacdo da existéncia da E. dispar em 1997 (OMS, 1997), iniciaram-se Varios
estudos comparando esta espécie de ameba com a E. histolytica. A E. dispar ¢é

morfologicamente similar a E. histolytica e é considerada uma espécie distinta baseada nos



padrbes isoenzimaticos observados entre amebas isoladas de pacientes assintomaticos e
naqueles com doenga invasiva (Sargeaunt et al., 1978). Ambas tém quase 0 mesmo conjunto
de genes que codificam os principais fatores de viruléncia. Contudo, a E. histolytica secreta
cerca de 10 a 1.000 vezes mais cisteina proteinases do que a E. dispar (Reed et al., 1989); a
atividade das amebaporos na E. dispar é cerca de um terco da que é observada na E.
histolytica  (Leippe, 1997); além disso, a lectina ligante de galactose e N-acetil-D-
galactosamina (Gal/GalNAc) da E. dispar possui homologia de dois membros da cadeia
pesada e quatro da cadeia leve em relacdo a lectina da E. histolytica levando a reducdo na
aderéncia e citotoxicidade in vitro (Dodson et al., 1997).

E. histolytica ndo-patogénica (NP) era o termo usado para se referir & E. dispar antes de sua
descricdo como uma espécie distinta da E. histolytica (Diamond & Clark, 1993). Os estudos
experimentais envolvendo a E. histolytica NP ndo conseguiram demonstrar sua capacidade
em produzir lesBes significativas em animais de laboratério. A E. dispar é considerada néo
invasiva e esta relacionada as infeccbGes assintomaticas, mas ja foi isolada de paciente
portadores de colite ndo disentérica (Chadee et al., 1985; Vohra et al., 1989). Os isolados de
ameba destes pacientes foram analisados por PCR e na determinacdo do perfil de isoenzimas
(hexoquinase, fosfoglicomutase, L-malato e glicose fosfato isomerase), confirmando a
infeccdo por E. dispar (Diamond & Clark, 1993; Sargeaunt, 1987).

1.1 - Epidemiologia

A amebiase produz cerca de 50 milhdes de casos por ano em todo 0 mundo e mata
anualmente cerca de 100 mil pessoas (OMS, 1997). Estima-se que a E. histolytica e E. dispar
infectem cerca de 12% da populagdo mundial, sendo muito mais comum a infeccdo pela
ultima, podendo a E. histolytica representar 1% deste universo (OMS, 1997). Em 2013 houve
1,3 milhdes de oObitos por doencas diarréicas, onde se enquadra a amebiase (GBD, 2013). A
prevaléncia da E. dispar ndo é conhecida. Especula-se que esta espécie seja responsavel por
grande maioria das infecgdes antes atribuidas a E. histolytica. Existem varios trabalhos que
mostram uma alta prevaléncia da E. histolytica/E. dispar nos paises em desenvolvimento
(Evangeloupolos et al., 2001; Guzman et al., 2001; Rivero et al., 2009; Reyes & Leon, 2002;
Ouattara et al., 2010; Hegazi et al., 2013; Rivera et al., 1998; Ramos et al., 2005; Leiva et al.,
2006; Levecke et al., 2011; Stauffer et al., 2006.)

Em 1996, foram reportados no México 1,3 milhdes de casos de amebiase intestinal, incluindo

infeccdes pela E. dispar. No Vietnam, com populacdo de 1 milh&o de habitantes, um hospital



reportou 1.500 casos de abcesso hepatico amebiano em 5 anos. N&o se sabe o motivo da
diferenca da incidéncia de AHA entre populacOes, mas acredita-se que fatores hormonais e 0
uso de alcool influenciem (Stanley, 2003).

No Brasil a amebiase constitui importante causa de morbidade, cujas lesdes sdo provocadas
pela E. histolytica (Ferreira & Marcal, 1997, Santos et al., 2005). Apesar de ser relacionada
aos casos assintomaticos, a E. dispar é a mais prevalente no territério brasileiro. Em Manaus,
93,2% das amostras positivas para cistos analisadas foram representadas pela E. dispar,
enquanto apenas 6,8% foram positivas para E. histolytica (Benetton et al., 2005). Estudo
realizado com individuos residentes na regido metropolitana de Belém identificou prevaléncia
pela infeccdo de E. dispar (70,65%) em relacdo a E. histolytica (29,35%) (Silva et. al, 2005).
Calegar et al. (2016) identificaram em Russas, municipio do Ceara, predominio de cistos de
E. dispar nas amostras analisadas (57,1%), seguido pela E. histolytica (23,8%) e de 14,3% de
infeccdes mistas (E. dispar e E. histolytica). Nosso grupo tem encontrado em torno de 3% de
infeccdes por E. histolytica/E. dispar em comunidades da grande Belo Horizonte (Gil et al.,
2013). Até o momento, temos verificado que 99% destas infec¢bes foram provocadas pela E.

dispar (dados ndo publicados).

1.2 - Patogénese

A infeccdo ocorre através da ingestdo de cistos maduros, principalmente através de agua e
alimentos contaminados com fezes. A infeccdo e estabelecimento dos trofozoitos na mucosa
intestinal dependem de um conjunto complexo de fatores, como o estado nutricional, fatores
genéticos e bacterianos (Brandt & Tamayo, 1970). O excistamento ocorre no limen do
intestino delgado e os trofozoitos chegam maduros no célon, onde multiplicam-se e
sobrevivem de maneira comensal, alimentando-se por meio da fagocitose de bactérias e restos
celulares. Por vezes, os trofozoitos podem aderir ao epitélio intestinal por intermédio da
lectina GAL/GALNAC, provocar a destruicdo das células epiteliais prismaticas, penetrar na
mucosa e submucosa, induzindo necrose liguefativa e colite. Os trofozoitos podem deslocar-
se lateralmente na submucosa, originando a classica Ulcera em forma de “frasco” ou “botéo de
camisa”. Eles podem ainda por via hematogénica atingir a circulacdo e migrar para outros
orgdos, levando ao desenvolvimento da amebiase extra-intestinal, especialmente o abscesso
hepatico (Stanley,2003). A penetracdo e deslocamento sdo dependentes dos fatores de
viruléncia dos trofozoitos, como as cisteina proteinases e amebaporos (Leippe, 1995; Que &

Reed, 1997). A invasdo é seguida por um processo inflamatdrio agudo que recruta neutrofilos,



macréfagos, eosindfilos, linfocitos e plasmdcitos, contribuindo para o dano tecidual por
liberacdo excessiva de seus produtos tdxicos (Haque et al., 2003). Além da capacidade do
trofozoito de eliminar células do hospedeiro, a resposta inflamatoria decorrente da acdo de
neutrofilos e outras células inflamatorias também contribuem para o dano tecidual. O fator de
necrose tumoral o (TNF-a) é secretado principalmente por macréfagos e o seu papel na
amebiase é controverso: alguns autores consideram como protetor o papel desta citocina por
aumentar a producao de 6xido nitrico (NO) e contribuir com a eliminacéo dos trofozoitos. De
fato, estudos in vitro e in vivo demonstraram que a ativacdo de neutrofilos e macrofagos por
TNF-a e IFN-y sdo capazes de eliminar os trofozoitos (Haque et al., 2003). Outros autores
relataram piora das lesfes na colite amebiana induzida em ratos infectados com E. histolytica
e associaram os elevados niveis de TNF-a com o aumento da lesdo e maior chance de
recorréncia da diarreia (Peterson et al., 2010). Zhang et al. (2003) observaram em ratos
imunodeficientes e xenoenxertados com intestino humano que o TNF-a é responsavel pelo
recrutamento macico de neutréfilos para o local da infeccdo, o que favoreceria a maior
intensidade do dano na parede intestinal e diarreia. Além disso, 0 TNF-o também é capaz de
atrair trofozoitos por quimiotaxia, favorecendo o processo de invasdo do tecido e colite
(Zhang et al., 2003). Durante o inicio da amebiase invasiva nota-se um intenso infiltrado
inflamatorio, ao contrario do observado ap6s o desenvolvimento das Ulceras intestinais e dos
AHA'’s, onde a presenca de infiltrado € minima, apesar do elevado grau de dano tecidual
(Haque et al., 2003).

Os trofozoitos também tém a capacidade de induzir a apoptose em células inflamatodrias,
ligando-se a elas através da lectina GAL/GALNAc e induzindo o influxo de célcio,
desfosforilacdo de tirosina e ativacdo da caspase 3. Assim, 0 processo de apoptose é iniciado,
os trofozoitos reconhecem 0s corpos apoptéticos atraves da exposicao da fosfatidilserina e os
fagocitam (Ralston & Petri, 2011). Estudos demonstram que as caspases Sa0 necessarias para
a morte de células in vitro e para a formagdo do AHA in vivo (Yan & Stanley, 2001; Huston
et. al, 2000). Estudos recentes identificaram que os trofozoitos também podem sofrer
apoptose. Até o momento nenhuma caspase foi identificada no processo, mas sugere-se que
proteases dependentes de calcio presentes no seu citoplasma podem estar envolvidas neste

processo de morte celular (Villalba-Magdaleno et al., 2011; Monroy et al., 2015).



1.3 — Fatores de viruléncia

Os produtos amebianos relacionados com a viruléncia da ameba incluem moléculas de
superficie, tais como Lipofosfoglicanos e Lipofosfopeptideoglicanos (Moody et al., 1997;
Lauwaet et al.,2004) e a lectina ligante de GAL/GALNAc (Haque et al., 2003; Stanley,
2003), proteinas geradoras de poros denominadas de amebaporos (Leippe, 1995), cisteina
proteinases (Que & Redd, 1997) e fosfatases (Aguirre-Garcia, 2003). Tais fatores de
viruléncia favorecem a sobrevivéncia da ameba em seu hospedeiro e sdo responsaveis pelo

desenvolvimento de lesdes.

1.3.1 — Lectina ligante de galactose e N-acetil-D-galactosamina (GAL/GALNAC)

Os trofozoitos utilizam lectinas ligantes de galactose e N-acetil-D-galactosamina
(GAL/GALNAC) para se ligar as células intestinais através de oligossacarideos de membrana
e assim colonizar o intestino grosso. Células de mamiferos sem a presenca de residuos
terminais de N-galactose ou N-acetilgalactosamina sdo resistentes a aderéncia e efeito
citopatico dos trofozoitos, sendo entdo o contato célula-célula essencial para o processo de
invasdo e destruicdo tecidual (Espinosa-Cantellano et al., 1998). A lectina € um complexo
composto por uma subunidade leve de 31-35KDa (Lgl) e uma subunidade pesada de 170KDa
(HgL), ligadas por pontes dissulfeto, associadas a uma proteina de 150KDa (Igl). A
GAL/GALNACc possui homologia com a molécula CD59, um antigeno leucocitario que
impede a formacdo do complexo de atague a membrana C5b-C9 do complemento. Desta
forma, o trofozoito inibe a ativacdo deste complexo (Haque et al., 2003; Stanley, 2003).
Recentemente foi elucidado que a subunidade Igl dessa lectina possui atividade hemolitica e
esta presente tanto na E. histolytica quanto na E. dispar, sendo menos expresso na E. dispar
(Kato et. al, 2017). Apesar da atividade protetora contra a acdo do complemento, verificamos
que alguns trofozoitos de E. histolytica e de E. dispar podem ser destruidos através deste
mecanismo imune (Costa et al., 2010). Além disso, restos de trofozoitos de E. dispar
mostraram maior expressdo de C9 e C3 do que os de E. histolytica, mostrando que esta Gltima
ameba se mostrou mais resistente a agdo do complemento. Tais achados sdo corroborados
pela observacdo de que 27% e 60% dos trofozoitos de E. dispar e E. histolytica,

respectivamente, expressam a lectina ligante de GAL/GALNAc (Pacheco et al., 2009).



1.3.2 - Cisteina proteinases

As cisteina proteinases (CPs) possuem um papel importante na infec¢do: degradam
mucoproteina 2 (MUC 2), que funciona como barreira mecanica intestinal e assim favorecem
a penetracao dos trofozoitos na mucosa; degradam proteinas do sistema imune do hospedeiro,
como as anafilotoxinas C3a e C5a, o que provoca reducdo de atividade inflamatoria e,
também digerem colageno, elastina, fibrinogénio e laminina, favorecendo a mobilidade do
parasito na matriz extracelular. Tais proteinas sdo alvos potenciais atraentes para o tratamento
da amebiase porque sdo essenciais para a patogénese (Que & Reed, 1997; Reed & Gigli,
1990). Embora mais de 90% da atividade das CPs sejam representadas pelas EhCP1, EnCP2 e
EhCP5, a degradacdo de mucina parece ser predominantemente provocada pela EhCP5, uma
vez que sua inibicdo reduz intensamente a atividade proteolitica da enzima. Além disso,
trofozoitos deficientes de EhCP5 sdo incapazes de superar a barreira de muco em cultura de
células (Cornik & Chadee, 2017). Um estudo demonstrou que a EhCP5 néo é expressa pela E
dispar, contribuindo para a interpretacdo de que tal espécie é ndo-patogénica (Que & Reed,
1997). Contudo, recentemente nosso grupo conseguiu demonstrar a expressao positiva de
EhCP5 nas cepas MCR, ADO e VEJ de E. dispar (dados ndo publicados).

1.3.3 — Fosfatase &cida de membrana e Fosfatase acida secretada

Foram identificadas em diferentes cepas de E. dispar e E. histolytica enzimas com acéo
PTPase, sendo elas a Fosfatase acida de membrana (MAP) e a Fosfatase &cida secretada
(SAP). A MAP é encontrada em ambas as espécies, enquanto a SAP somente na E.
histolytica. Estas PTPases possuem alta especificidade em desfosforilar tirosina, mas também
sdo habeis para serina, ATP e treonina, na sua ordem. Tal processo provoca a dissociacdo dos
microfilamentos de actina, impossibilitando células do sistema imune (principalmente
macrofagos) de emitir pseudopodes para realizar fagocitose, contribuindo para a resisténcia

do parasita. (Aguirre-Garcia, 2003).

1.3.4 — Lipofosfoglicanos e Lipofosfopeptideoglicanos

Os lipofosfoglicanos (LPG) e lipofosfopeptideoglicanos (LPPG) sdo proteofosfoglicanos,
peptideos ancorados via glicosilfosfatidilinusitol (GPI). Estdo presentes na superficie dos
trofozoitos e acredita-se que essas moléculas colaborem para a citotoxidade amebiana, além
de impedir a ativacdo do complemento. Estudos revelaram diferengas na composigéo

estrutural dessas moléculas entre cepas de E. histolytica patogénicas e ndo-patogénicas e,



cepas de E. dispar, mostrando que a mesma molécula tem quantidades de aminoéacidos
diferentes entre as amebas analisadas (Moody et al., 1996). As LPPGs estdo presentes em
ambas as especies, enquanto as LPGs somente na E. histolytica. Estudos de como esses
proteofosfoglicanos se ligam aos enterdcitos ainda necessitam ser realizados, mas sabe-se que
eles possuem acdo semelhante ao antigeno VSG (Variant surface glycoprotein) do
Trypanossoma brucei, inserindo-se na membrana via GPI1 (Moody et al., 1996; Lauwaet et al.,
2003). Lauwaet et al. (2003) identificaram diferenca na capacidade de ligacdo da E.
histolytica e E. dispar as células epiteliais via LPG e LPPG. A E. dispar ndo se ligou as

células epiteliais por ndo conseguir ultrapassar a barreira de muco.

1.3.5 — Amebaporos

Os amebaporos sdo um c*onjunto de proteinas formadoras de poros de 5kD que ndo
necessitam de receptor para se inserirem & membrana citoplasmatica. Compreendem trés
isoformas, A, B, e C, sendo a primeira em maior propor¢do e atividade. Tais peptideos
amebianos sdo semelhantes estrutural e funcionalmente a um polipeptideo produzido por
células natural Killer (NK) e linfécitos T citotdxicos, chamado NK-lisina (Leippe, 1995),
sendo responsavel pela formacdo de poros na membrana citoplasmatica da célula alvo,
levando & tumefacéo e morte celular. Esta atividade foi detectada tanto em células hospedeiras
quanto em bactérias. Os amebaporos mostraram-se eficazes em provocar citélise de células do
hospedeiro, exceto hemacias, devido provavelmente a auséncia de moléculas carregadas
negativamente na monocamada lipidica externa dos eritrocitos (Leippe et al., 1994). A funcéo
basica dos amebaporos é destruir as bactérias fagocitadas para fins nutritivos e para combater
o crescimento intracelular destas bactérias (Leippe, 1997). A E. dispar também é capaz de
produzir as trés isoformas de amebaporos. Nickel et al. (1999) identificaram em cepas de E.
dispar e E. histolytica, similaridade de aminoacidos na mesma posi¢do em todos os peptideos
analisados, entretanto a atividade dos ameboporos da E. histolytica foi 25 vezes maior a da E.
dispar.

1.4— Fagocitose

Os trofozoitos possuem a capacidade de fagocitar particulas e células, tais como eritrocitos.
Este processo foi descrito ha mais de 100 anos por LOSH (1875) e é utilizado como forma de
avaliacdo da viruléncia e caracterizagdo de cepas “patogénicas” e “nao patogénicas” (Orozco

et al., 1983). Dentre as alteragdes bioquimicas que acompanham 0 processo estdo o aumento



do consumo de oxigénio e glicose e, a producdo do peréxido de hidrogénio (H202),
caracterizando a explosdo respiratoria (Talamas-Lara et al., 2014). A menor capacidade de
realizar eritrofagocitose esta associada a uma menor viruléncia (Orozco et al., 1983). Embora
também tenha a capacidade de fagocitar eritrcitos humanos, comparando com a E.
histolytica, a E. dispar possui menor capacidade de ades&o, citdlise e fagocitose de hemécias.
A menor adesdo é devida a reduzida capacidade do trofozoito de provocar a externalizagdo da
molécula de fosfatidilserina dos eritrocitos, que é reconhecida pela ameba (Boettner et al.,
2005). Taldmas-Lara e colaboradores (2014) realizaram um estudo comparativo sobre a
eritrofagocitose praticada pela E. dispar e E. histolytica, verificando que a E. dispar possuia
uma populacdo maior de trofozoitos ndo-fagociticos e aqueles que realizaram a fagocitose
continham menos heméacias em seu interior. As CP’s estdo relacionadas ao processo de
fagocitose. Ankri e colaboradores (1998) verificaram em cepas de E. histolytica que a
diminuigdo da expressdo de CP’s ¢ capaz de inibir a eritrofagocitose, sem contudo afetar o

efeito citopatico sobre células renais cultivadas e sobre a atividade hemolitica.

1.5 — Imunidade

A primeira linha de defesa do hospedeiro contra a infeccdo amebiana é 0 muco coldnico, que
impede o contato dos trofozoitos com o epitélio. Apdés o reconhecimento da lectina
GAL/GALNAC, o hospedeiro passa a produzir niveis elevados de IgA, representando cerca de
90% do total de anticorpos especificos, que sdo responsaveis por inibir a aderéncia dos
trofozoitos as células epiteliais. A presenca de anticorpos e a camada de muco podem permitir
a eliminacdo do patégeno, auxiliada pelo peristaltismo (Haque et al., 2003; Carrero et al.,
2007). Ap0s a penetracdo na mucosa intestinal os trofozoitos induzem a produgdo de citocinas
pro-inflamatorias: IL1-B, IL-23, IL-25, IL-17 ¢ TNFa. A IL-25 induz a produgéo de citocinas
do tipo Th2 (IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13), o que promove eosinofilia e colabora na protecdo do
epitélio contra a invasdo dos trofozoitos (Noor et al., 2017). Ocorre ainda, a ativacdo da via
alternativa do sistema complemento, resultando na clivagem de C3 em C3a e C3b. A
anafilotoxina C3a pode ser degradada pelas CP’s dos trofozoitos, ao passo que o peptideo C3
inicia a cascata que resulta no complexo de ataqgue a membrana (C5b9) (Reed & Gigli, 1990).
Calderon & Schreiber (1985) utilizando da cepa HM1 de E. histolytica observaram que os
trofozoitos também podem ativar a via classica do complemento mesmo na auséncia de
anticorpos, contudo a resposta predominante parece ser a promovida pela via alternativa,

devido aos altos niveis de C3 em relacéo aos de C1, C4 e C2.



A grande maioria dos trabalhos para elucidar a resposta imune do hospedeiro na amebiase
invasiva é realizada em hamsters, atraves da inducdo experimental do abscesso hepético
amebiano (AHA). Estes hospedeiros desenvolvem uma resposta do tipo Thl, cursando com a
producdo de altos niveis de IL-12, IL2 e IFN-y. Esta resposta € resultado da apresentacao de
antigenos por ceélulas apresentadoras de antigenos por APC’s para os linfonodos satélites
proximo ao local de penetracdo dos trofozoitos. A medida que ocorre cronificacdo da
infeccdo, a resposta € repolarizada para o tipo Th2, predominando altos niveis de IL-10. Este
processo reduz significativamente a fibrose portal, a fim de tornar menos intenso o dano
tecidual (Carrero et al., 2007).

1.6 — Abcesso hepatico amebiano

E uma das formas extra-intestinais mais frequentes da amebiase e é provocada pela migracéo
dos trofozoitos para o parénquima hepatico. Os mecanismos pelos quais as amebas invadem
outros 6rgdos ainda ndo estdo bem compreendidos. Ndo somente fatores relacionados ao
parasito estdo envolvidos, mas também ao hospedeiro, como a genética e o género. Estudos
realizados identificaram que certos individuos possuem um alelo de MHC Classe Il que
protegem contra a amebiase invasiva (DQB1*0601), alterando a apresentacdo de antigeno
para as células TCD4+ (Duggal et al., 2004). Individuos do sexo masculino séo de 5 a 6 vezes
mais predispostos a desenvolver o AHA do que os do sexo feminino (Lotter et al., 2006). A
gonadectomia em hamsters reduziu a inducdo do AHA em 50% e 15%, respectivamente em
machos e fémeas e, foi acompanhada de reducdo do infiltrado inflamatorio. Foi observado que
0s hamsters gonadectomizados repolarizaram a resposta imune de Thl para Th2 e Th3,
sugerindo que a protecdo contra 0 AHA se daria pela regulacdo negativa da resposta Thl
hepética durante a infeccdo amebiana (Cervantes-Resolledo et al., 2009). Os autores também
observaram nestes animais, reducéo da expressdo de citocinas Thl e Th2, com excec¢do da IL-
4, e aumento da expressdo de IL-10 e TGF-p.

Os neutrofilos desempenham um papel fundamental na infeccdo por este protozoario,
determinando resisténcia ou susceptibilidade a invasdo amebiana, respectivamente devido a
uma adequada ou inadequada ativagdo deste tipo de granuldcito (Campos-Rodriguez et al,
2016). A inflamacdo gerada pela invasdo dos trofozoitos provoca vasodilatagdo, hipoxia e
isquemia. As moléeculas LPG e LPPG funcionam como PAMPS, sendo reconhecidas pelos
TLR-2 e TLR-4, que ativam os neutrofilos. Essa ativacdo resulta numa exploséo respiratdria,

aumentando a producdo de superdxido, peréxido de hidrogénio, &cido hipocloroso e éxido



nitrico, as chamadas espécies reativas de oxigénio (ERO). Estes compostos sdo capazes de
lisar a membrana dos trofozoitos e provocar a sua morte. Entretanto, estudos demonstram que
os neutrofilos podem exercer sua funcdo imunitaria mesmo na deficiéncia da explosao
respiratoria, concluindo que eles podem ser apenas ativadores das proteinas de seus granulos
ou outras moléculas efetoras. Fatores como a capacidade dos trofozoitos de resistir a acdo do
complemento e ataques oxidativos favorecem a sobrevivéncia no microambiente hepatico, ao
passo que os fatores de viruléncia permitem que eles facam fagocitose, desencadeiem a morte
celular e se locomovam no parénquima do 6rgdo (Santi-Rocca, 2009).

Apesar de comensal, a E. dispar ja foi isolada de abscessos hepéticos e para explicar a sua
presenca foram sugeridas as seguintes hipoteses: trofozoitos de E. histolytica invadem a
mucosa intestinal possibilitando a invasdo também pela E dispar, que se aproveita da
viruléncia da outra espécie para atingir a circulacdo portal e migrar para o figado; algumas
cepas de E. dispar também seriam patogénicas e poderiam invadir a mucosa; a
patogenicidade da E. dispar seria resultado do seu sinergismo com bactérias especificas da
microbiota indigena de certos hospedeiros ou da recombinacdo entre as duas espécies
(Ximénez et. al., 2010).

1.6.1 — O papel dos fatores de viruléncia e dos neutrofilos no desenvolvimento do AHA
Apo6s a migracdo para o parénquima hepatico através da veia porta, os trofozoitos evadem do
sistema imune e secretam seus fatores de viruléncia tais como amebaporos, CP’s, LPG,
LPPG, MAP e SAP no figado. Estes por sua vez possuem efeito citopatico e provocam a
destruicdo de hepatdcitos, sendo eventos focais e de menor intensidade. De acordo com
alguns autores, os principais responsaveis pela progressdo do AHA em sua fase tardia ndo
estariam relacionados aos fatores de viruléncia das amebas, mas sim da acdo dos produtos
secretados por neutrofilos ou liberados apos sua morte pelos trofozoitos (Campos-Rodriguez
etal., 2016).

Contudo, camundongos tratados previamente com anticorpos monoclonais anti-neutréfilos e
inoculados com E. histolytica desenvolveram AHA do mesmo tamanho que aqueles que nao
receberam o tratamento para destruir os neutrofilos (Velazquez et al., 1998). Também em
nossos experimentos, verificamos que os produtos dos trofozoitos é que sdo 0s principais
responsaveis pelo desenvolvimento do AHA, seja destruindo diretamente o parénquima
hepéatico ou as células inflamatorias, que liberam enzimas de seus lisossomas rompidos. O

tratamento prévio de camundongos com duas doses de 0,5 mg/Kg de dexametasona e
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posterior inoculacdo dos trofozoitos ndo reduziu significativamente a area do AHA, apesar da
diminuicdo significativa dos neutrofilos e macréfagos (Costa et al., 2011). Nesse sentido,
ainda ndo estdo devidamente esclarecidos tanto os mecanismos pelos quais o0 abscesso ocorre,

quanto a importancia de cada um.

1.6.2 — Histopatologia e cinética das lesdes em modelo animal

Varios modelos experimentais ja foram propostos para estudar o AHA e o hamster sirio
(Mesocricetus auratus) foi o modelo que mais se aproximou em suas caracteristicas
estruturais dos casos humanos. O AHA ¢é representado por uma necrose de liquefagdo, com
presenca de inimeros trofozoitos na borda da les&o, debris celulares e células inflamatorias
gue o delimitam no parénquima hepatico. Estudos realizados em hamsters verificaram que
apos 30 minutos de inoculacdo intraportal (I1IP) de trofozoitos eles ja sdo encontrados no
lumen de pequenos ramos da veia porta e de veias centrolobulares, ao passo que 60 minutos
apos eles ja se encontram aleatoriamente nos sinusoides dos lobos hepaticos (Tsutsumi et al.,
1984). Trés horas apds IIP de trofozoitos ha migracao de neutrdfilos, eosinofilos, monadcitos e
alguns linfécitos, resultando na formacéo de focos inflamatdrios, a maioria sem a presenca de
trofozoitos. Tal fato se deve a eliminacdo do parasito pelo sistema imune. Os trofozoitos
resistentes a resposta imune se dividem e os focos inflamatdrios vdo aumentando e coalescem.
A partir dai a acdo dos trofozoitos e da inflamacdo forma o abscesso hepético. A necrose se
forma cerca de 24 horas ap0s a infeccdo, tornando-se mais evidente as 48 horas (Costa et al.,
2010; Santi-Rocca, 2009; Rigothier et al., 2002). Os granulomas amebianos podem comecar a

se formar no 2° DAI e tornam-se bem evidentes nos 6° e 8° DAI (Costa et al., 2010).

1.6.3 — Experimentacdo animal utilizando E. dispar

Os primeiros estudos experimentais envolvendo a E. histolytica ndo-patogénica (E. dispar)
ndo obtiveram sucesso em reproduzir as lesbes amebianas (Chadee, 1985; Vohra, 1989;
Espinosa-Cantellano, 1997). Apds o reconhecimento da E. dispar como uma espécie distinta
da E. histolytica (Clark, 1998), as pesquisas continuaram demonstrando sua incapacidade de
produzir lesbes experimentais. Estudos utilizando inculos de 5x10° e 5x10°8 trofozoitos de E.
dispar em hamsters pela via intra-hepatica evidenciaram que ap0s sete dias de infec¢do havia
apenas infiltrado inflamatoério focal, sem a formacdo de necrose e granulomas (Espinosa-
Cantellano et al., 1997). Estes achados, aliado as observagdes “in vitro” de que a E. dispar

secreta produtos toxicos em menor quantidade e atividade do que a E. histolytica reforcaram a
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ideia de que a E. dispar seria apenas comensal, incapaz de gerar lesfes humanas e
experimentais. De fato, a cepa axénica SAW 760 de E. dispar produziu efeito citopatico mais
lento sobre células epiteliais MDCK quando comparado com a E. histolytica (Cantellano et
al., 1998).

Nosso grupo isolou no Brasil, cepas de E. dispar de casos sintomaticos e assintomaticos, que
cresciam em cultivo xénico, utilizando a microbiota indigena do paciente onde foi isolada a
cepa (Martinez et al., 1996; Gomes et al., 1997). As cepas isoladas destes casos foram
capazes de infectar animais de experimentacdo e de produzir lesdes. A partir de 2000
comecaram a ser publicados alguns estudos destas cepas que demonstraram resultados
diferentes do observado nos estudos prévios. Tais cepas foram inoculadas em hamsters e
ratos, respectivamente no figado e no ceco. Foram encontradas lesdes hepaticas e intestinais
semelhantes as produzidas pela E. histolytica em todos os modelos utilizados, bem como a
presenca de trofozoitos (Costa et al., 2000; Gomes et al., 2000; Furst et al., 2002). A
inoculacdo da microbiota indigena de cada cepa em hamsters e ratos controles ndo foi capaz
de produzir lesdes ou produziu apenas discretas lesdes purulentas, evidenciando que foi
realmente a inoculacdo dos trofozoitos de E. dispar a responsavel pelo desenvolvimento da
necrose liquefativa (Gomes et al., 2000; Costa et al., 2010). A utilizacdo de cepa axénica
(Cantellano et al., 1997) e monoxénica (Costa et al., 2000; Furst et al., 2002) de E. dispar
falhou na producdo do abscesso amebiano, o que reforca a importancia da associagédo
bacteriana para a aquisicdo de patogenicidade.

Para aprofundar o conhecimento acerca da E. dispar, nosso grupo selecionou uma das cepas
analisadas por Gomes et al. (2000). Foi utilizada a cepa MCR de E. dispar, isolada em 1988
de paciente assintoméatico e com sorologia (ELISA) negativa para E. histolytica, no
Laboratorio de Amebiase do Departamento de Parasitologia do ICB-UFMG e confirmada por
zimodema e PCR. A utilizacdo da morfometria digital foi capaz de demonstrar que o abscesso
hepético produzido pela cepa MCR de E. dispar € tdo importante e significativo quanto o
produzido pela cepa EGG de E. histolytica (Costa et al., 2007). A cinética do abscesso
hepatico amebiano induzido por esta cepa foi estudada ao longo de 8 dias de infeccdo, sendo
possivel descrever alteracBes tais como as diferentes fases da formacdo de granulomas
epitelioides, trombose, apoptose e fibrose (Costa et al., 2010). A aquisi¢do da patogenicidade
de cepas de E. dispar estaria ligado a interacdo com a microbiota indigena de onde foi isolada.
As lesdes experimentais obtidas pela espécie foram somente em cepas xénicas, que associam

os trofozoitos com a bactéria, sugerindo que as bactérias causam lesdes iniciais que
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favorecem a proliferagdo e invasdo do tecido pelos trofozoitos e/ou aumentam a expressdo de
fatores de viruléncia e/ou provocam mudancgas genotipicas. Esta simbiose pode alterar
propriedades de viruléncia dos trofozoitos e provocar mudancas fenotipicas (Oliveira et al.,
2015).

Foram feitas analises genéticas em individuos com infec¢do assintomatica ou com doenca
invasiva e os resultados mostraram elevado polimorfismo entre as espécies E. histolytica e E.
dispar (Gosh et al., 2000; Ramos et al., 2005; Ximénez et al., 2010). Ali e colaboradores
(2008) evidenciaram esta diversidade genética através da observacdo de diferencas nos
genotipos da E. histolytica isolada de amostras de fezes e de abscesso hepatico amebiano
obtidas a partir de um mesmo paciente. Outros estudos também detectaram diferentes
gendtipos de trofozoitos de E. histolytica isolados a partir de dois AHAs diferentes de um
mesmo paciente (Valenzuela et al, 2009). As cepas de E dispar também podem apresentar
diferentes comportamentos bioldgicos devido ao seu polimorfismo genético (Gomes et al.,
2000).

Conforme pb6de ser observado na revisdo bibliografica, o Laboratorio de Amebiases do
ICB/UFMG isolou cepas de E. dispar oriundas de paciente sintomaticos e assintomaticos,
algumas delas ja inoculadas em animais de experimentacdo, onde foi verificado serem
capazes de produzir lesdes semelhantes as causadas pela E. histolytica. Até o presente
momento, das cepas de E. dispar disponiveis em nosso acervo, apenas a MCR foi estudada
com maiores detalhes a respeito de alguns aspectos imunoldgicos e patoldgicos, tais como a
cinética do processo inflamatério amebiano desenvolvida entre 12 horas e 8 dias apds a
infecgdo experimental, bem como a realizacdo de morfometria das lesGes. Aléem disso, ainda
ndo foi avaliada a viruléncia destas cepas através do ensaio de eritrofagocitose e, algumas
delas ainda ndo foram testadas quanto a sua patogenicidade. Também sdo desconhecidos 0s
aspectos morfoldgicos relativos a evolucdo do abscesso hepatico amebiano induzido pela E.

dispar, com mais de 8 dias de infec¢éo.
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2-OBJETIVOS

2.1 - Geral

Avaliar a viruléncia e a patogenicidade das cepas MCR, ACFN, ICS, ADO e VEJ de
Entamoeba dispar.

2.2 — Especificos

2.2.1 — Avaliar a viruléncia in vitro das cepas de E. dispar, através do ensaio de
eritrofagocitose.

2.2.2 — Em hamsters experimentalmente infectados, avaliar em diferentes periodos de

infeccdo:

e O indice de mortalidade dos hamsters;

e A evolucdo das lesbes hepaticas produzidas pela E. dispar através de andlise
histopatoldgica;

e Comparar a patogenicidade e o parasitismo no abscesso hepatico induzido pelas

diferentes cepas.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 — Cepas de Entamoeba dispar e de Entamoeba histolytica

Foram utilizadas 5 cepas de E. dispar e 1 de E. histolytica ambas isoladas no Laboratério de
Amebiases do Departamento de Parasitologia do ICB-UFMG sendo elas: MCR, ACFN, ICS,
ADO e VEJ de E. dispar e, EGG de E. histolytica. A identificacdo das espécies foi
confirmada através da andlise do zimodema e PCR (Gomes et al., 2000). As cepas MCR e
ACFN foram isoladas de pacientes assintomaticos e, as cepas ICS, VEJ e ADO, de pacientes
portadores de colite ndo disentérica. Com excec¢do da cepa ICS, que foi isolada na Colémbia,
as demais tém origem brasileira, tendo sido isoladas nos municipios de Belo Horizonte-MG
(VEJ e ACFN), Manaus-AM (MCR), Itacarambi (Comunidade indigena Xacriaba)-MG
(ADO). A cepa EGG foi isolada de paciente portador de colite disentérica e AHA em
Manaus-AM. Todas as cepas sdo xénicas, ou seja, estdo associadas com a microbiota indigena

do individuo as quais foram isoladas.

3.2 — Ensaio de eritrofagocitose

Em todas as 5 cepas de E. dispar e na de E. histolytica foi realizado o ensaio de
eritrofagocitose in vitro, segundo adaptacdo do método de Trissl et al. (1978). Os trofozoitos
foram ajustados a uma concentracio de 1x10%mL em PBS; 0.4 mL desta suspensdo foi
interagida com o mesmo volume de uma suspensdo de 1 x 108/mL de eritrocitos tipo A
(Diacell ABO Alccddee, Biorad). A taxa de ameba e eritrocitos foi de 1:100 e o tempo de
interacdo de 40 minutos a 37°C, adaptado dos experimentos de Gomes et al. (1997).

Os resultados foram expressos como o percentual de amebas que fagocitaram eritrécitos e o
namero de eritrdcitos fagocitados por ameba na contagem de 100 amebas por lamina.

3.3 — Avaliacdo da patogenicidade

3.3.1 — Animais utilizados

Foram utilizados 5 hamsters (Mesocricetus auratus) machos, com idade entre 25-30 dias, para
cada cepa e periodo de infecgdo (3, 8, 12 e 16 dias). Um hamster foi usado para indculo da
microbiota indigena do hospedeiro de quem foi isolada a cepa. Considerando, a grande
mortalidade observada nas cepas mais virulentas, foi necessario um nimero maior de animais
para concluirmos os tempos de eutanasia apos a infeccdo. Assim, 98 hamsters foram divididos

nos seguintes grupos:
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Tabela 1: Grupos experimentais.

Grupo

Microbiota-MCR 3DAI
Microbiota-MCR 8DAI
Microbiota-MCR 12DAI
Microbiota-MCR 16DAI
Microbiota-ACFN 3DAI
Microbiota-ACFN 8DAI
Microbiota-ACFN 12DAI
Microbiota-ACFN 16DAI
Microbiota-ICS 3DAI
Microbiota-ICS 8DAI
Microbiota-ICS 12DAI
Microbiota-ICS 16DAI
Microbiota-ADO 3DAI
Microbiota-ADO 8DAI
Microbiota-ADO 12DAI
Microbiota-ADO 16DAI
Microbiota-VEJ 3DAI
Microbiota-VEJ 8DAI
Microbiota-VEJ 12DAI
Microbiota-VEJ 16DAI
MCR-3DAI

MCR-8DAI
MCR-12DAI
MCR-16DAI
ACFN-3DAI
ACFN-8DAI
ACFN-12DAI
ACFN-16DAI

ICS-3DAI

ICS-8DAI

ICS-12DAI

ICS-16DAI

ADO-3DAI

ADO-8DAI

ADO-12DAI
ADO-16DAI

Descricdo do grupo

Inoculagdo com MAC MCR. Eutanésia: 3 DAI
Inoculagdo com MAC MCR. Eutanasia: 8 DAI
Inoculagdo com MAC MCR. Eutanasia: 12 DAI
Inoculagdo com MAC MCR. Eutanésia: 16 DAI
Inoculagdo com MAC ACFN. Eutanasia: 3 DAI
Inoculagdo com MAC ACFN. Eutanésia: 8 DAI
Inoculagdo com MAC ACFN. Eutanésia: 12 DAI
Inoculagdo com MAC ACFN. Eutanésia: 16 DAI
Inoculagdo com MAC ICS. Eutanésia: 3 DAI
Inoculagdo com MAC ICS. Eutanésia: 8 DAI
Inoculagdo com MAC ICS. Eutanésia: 12 DAI
Inoculagdo com MAC ICS. Eutanésia: 16 DAI
Inoculagdo com MAC ADO. Eutanasia: 3 DAI
Inoculagdo com MAC ADO. Eutanasia: 8 DAI
Inoculagdo com MAC ADO. Eutanésia: 12 DAI
Inoculagdo com MAC ADO. Eutanasia: 16 DAI
Inoculagdo com MAC VEJ. Eutanésia: 3 DAI
Inoculagdo com MAC VEJ. Eutanésia: 8 DAI
Inoculagdo com MAC VEJ. Eutanasia: 12 DAI
Inoculagdo com MAC VEJ. Eutanésia: 16 DAI
Inoculagcdo com cepa MCR. Eutanasia: 3 DAI
Inoculagdo com cepa MCR. Eutanasia: 8 DAI
Inoculagcdo com cepa MCR. Eutanasia: 12 DAI
Inoculagdo com cepa MCR. Eutanésia: 16 DA
Inoculagdo com cepa ACFN. Eutanésia: 3 DAI
Inoculagdo com cepa ACFN. Eutanésia: 8 DAI
Inoculagdo com cepa ACFN. Eutanésia: 12 DAI
Inoculagdo com cepa ACFN. Eutanésia: 16 DAI
Inoculagdo com cepa ICS. Eutanasia: 3 DAI
Inoculagdo com cepa ICS. Eutanasia: 6 DAI
Inoculagdo com cepa ICS. Eutanasia: 12 DAI
Inoculagdo com cepa ICS. Eutanasia: 16 DA
Inoculagdo com cepa ADO. Eutanasia: 3 DAI
Inoculagdo com cepa ADO. Eutanasia: 6 DAI
Inoculagdo com cepa ADO. Eutanasia: 12 DAI

Inoculagdo com cepa ADO. Eutanasia: 16 DAI

NuUmero de

hamsters
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VEJ-3DAI Inoculacdo com cepa VEJ. Eutanésia: 3 DAI 5
VEJ-8DAI Inoculagéo com cepa VEJ. Eutanésia: 6 DAI 5
VEJ-12DAI Inoculagéo com cepa VEJ. Eutanasia: 12 DAI 5
VEJ-16DAI Inoculagéo com cepa VEJ. Eutanésia: 16 DAI 5

DAI: dias ap0s a infeccao;

MAC: microbiota associada a cepa.

Os hamsters foram obtidos no biotério do Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG, com
idade aproximada de 30 dias. Os hamsters foram alojados no biotério do departamento de
Parasitologia/ICB/UFMG e foram mantidos em gaiolas coletivas, com temperatura ambiente
de 23°C e exposic¢do a luz durante 12 horas, recebendo agua e racdo ad libitum. A manutencao
dos hamsters e todos os procedimentais experimentais foram conduzidos e aprovados de
acordo com a Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG (protocolo
247/2016).

3.3.2—Preparo do in6culo

Os trofozoitos de cada cepa foram previamente criopreservados em nitrogénio liquido pela
técnica de abaixamento gradual a 1°C por minuto, usando DMSO a 1% como crioprotetor, e
armazenados no Laboratorio de Amebiases do Departamento de Parasitologia do ICB-UFMG.
Para o cultivo as cepas foram descongeladas em banho-maria & 37°C, por aproximadamente
cinco minutos, colocadas em tubos com meio PAVLOVA (Silva, 1972) modificado e
introduzidas em estufa a 37° C. Sua viabilidade foi analisada ao microscopio Optico sempre
que realizado o repigue, ou seja, a cada 48h. Quando as amebas alcancaram um crescimento
proximo do ideal, foram transferidas para garrafas de cultura e novamente introduzidas em
estufa até atingirem o crescimento méximo (Em média 800.000 trofozoitos/garrafa).

As garrafas foram colocadas em banho de gelo para as amebas destacarem-se da superficie do
vidro, em seguida foi desprezado o sobrenadante, acrescentado PBS, centrifugado por cinco
minutos e novamente desprezado o sobrenadante. 10ul do meio rico em amebas foram
colocados na cadmara de Neubauer onde os trofozoitos foram contados. A suspensdo foi

diluida com salina até atingir o indculo de 1x10° trofozoitos/0.1mL.
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3.3.3 = Inoculagéo

Os animais foram anestesiados com uma solugédo de xilazina 2% (10 mg/Kg) e ketamina 5%
(150mg/Kg) e foi feita uma incisdo abdominal de aproximadamente 2 cm para visualizacdo do
figado. Cinco hamsters de cada grupo foram inoculados diretamente no lobo esquerdo do
6rgdo com 1x10° trofozoitos de E. dispar e para cada tempo foi inoculado um animal apenas

com microbiota, como controle.

3.3.4 — Necropsia, coleta do material e histopatologia

Os animais foram eutanasiados aos 3, 8, 12 e 16 dias ap0s a infeccdo (DAI) através de sangria
sob anestesia geral (solucdo de xilazina 2% - 10 mg/Kg e ketamina 5% - 150mg/Kg) e o
figado foi removido in totum. Foram feitas trés fatias transversais sequenciais de
aproximadamente 2mm, sempre do &pice em direcdo a base do lobo hepético e fixadas em
formol tamponado 10% pH 7,2. Ap6s o periodo de fixacdo, as trés fatias foram desidratadas,
diafanizadas, infiltradas e incluidas em parafina, sendo obtidos cortes com 4um de espessura
para coloracdo com hematoxilina e eosina (H&E) para andlise histopatolégica. As lesdes
foram descritas quanto ao seu tipo, frequéncia e quanto a presenca de parasitos. Os AHA
foram classificados como “Em atividade”, quando constituidos predominantemente por
necrose e, “Em reparo”, quando ocupados por grande quantidade de tecido de granulagéo.
Apos a eutanasia, as carcagas foram imediatamente acondicionadas em sacos de lixo branco,
identificados como lixo bioldgico infectante, autoclavadas e refrigeradas a -20°C em freezer
do Departamento de Patologia Geral, que é exclusivamente utilizado para 0 armazenamento
temporario destas carcacas. Posteriormente, as carcacas foram retiradas em um dia especifico
da semana por funcionario da limpeza interna da UFMG e depois a VIASOLO, uma empresa
terceirizada contratada pelo ICB encaminhou os residuos bioldgicos para tratamento por

incineracdo e posteriormente, para o aterro sanitario.

3.3.5 — Analise de mortalidade
A analise de mortalidade foi representada pela porcentagem de animais que foram a 6bito
apos o0 3° dia de 1P de 100.000 trofozoitos.

3.3.6 — Anédlise morfometrica do abscesso hepatico amebiano
Os cortes histoldgicos obtidos para a analise histopatoldgica tambem foram submetidos a
anélise morfométrica das areas de necrose, focos inflamatorios e tecido de granulacgdo, através
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do programa KS300 contido no analisador de imagens Carl Zeiss (Oberkochen, Germany)
(Costa et al., 2007). Todas as areas de necrose, focos inflamatdrios e tecido de granulacdo
foram visualizadas por intermédio da objetiva de 4x do microscopio Axiolab Carl Zeiss,
digitalizadas através da microcamera QColor3 — Olympus (Tokyo, Japdo) e delimitadas
interativamente com o auxilio do cursor para o calculo da area em pum2. Em seguida, todos os
cortes histologicos foram digitalizados por intermédio do scanner Epson, na resolucéo de 800
dpi. Todos os pixels de cada corte histoldgico foram totalmente selecionados, com
subsequente criacdo de uma imagem bindria e calculo da area total do corte. A menor area de
corte histoldgico do figado foi usada como padrdo minimo de parénquima hepatico a ser
analisado estatisticamente.

3.4 — Andlise estatistica

As andlises foram realizadas utilizando-se o programa estatistico Graphpad Prism 6.0
(GraphPad Software Inc., La Jolla, USA). Os dados passaram pelos testes de normalidade
Kolmogorov-smirnov e Shapiro-wilk e foram identificados de natureza ndo paramétrica,
sendo entdo empregado o teste Kruskal-Wallis, para compara¢fes mdltiplas de pequenas
amostras. Os resultados foram expressos como mediana e interquartis. As diferengas foram

consideradas significativas quando p< 0,05.
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4 - RESULTADOS

4.1 — Ensaio de eritrofagocitose

A fagocitose de hemécias foi confirmada através da presenca das mesmas no citoplasma dos
trofozoitos. As hemacias apresentavam coloracdo marrom devido a sua coloracdo pela DAB
(Figura 1). Ajustes no foco do microscopio descartaram a possibilidade de se contar hemacias
sobrepostas aos trofozoitos. Ndo foram contadas as hemécias simplesmente aderidas a
superficie dos trofozoitos. As hemacias foram encontradas no interior dos trofozoitos de todas
as cepas analisadas, demonstrando a sua capacidade de realizar eritrofagocitose. A anélise
estatistica por meio do teste de Kurskal-Wallis ndo mostrou diferenca significativa ao nimero
de hemécias fagocitadas entre as cepas de E dispar, contudo foi observada diferenca quando
comparadas com a cepa EGG de E. histolytica (p < 0,001). O grafico 1 mostra a quantidade

de amebas que realizaram a fagocitose e a quantidade de hemécias fagocitadas.
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Gréfico 1 — Numero de trofozoitos das cepas MCR, ACFN, ICS, ADO e VEJ de E. dispar e, EGG de E. histolytica que
realizaram eritrofagocitose e nimero de hemacias fagocitadas por trofozoito. Foi utilizado o teste de Kurskal-Wallis, por
serem dados ndo-paramétricos. Os dados sdo exibidos nos graficos com mediana e interquartis), mostrando diferenca
estatistica somente da cepa EGG sobre as demais (p< 0,001).

4.2 — Andlise de mortalidade

Durante os periodos de infeccéo a cepa ACFN foi a que apresentou maior percentual de obitos
nos hamsters experimentados (12/22 hamsters - 55% dos animais), seguido da cepa MCR
(6/26 hamsters - 23% dos animais). Os hamsters inoculados com as cepas ICS, ADO e VEJ

ndo evoluiram para o Gbito.
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4.3 — Andlise macroscépica e histopatoldgica do figado de hamsters infectados com as
cepas MCR, ACFN, ICS, ADO e VEJ

O AHA foi observado em todos os grupos de animais, sendo mais frequente nos hamsters
inoculados com as cepas MCR e ACFN (Tabela 2). Ndo foram observadas lesdes
macroscopicas e microscopicas nos hamsters inoculados com as respectivas microbiotas
indigenas. Ao 3° DAI, a frequéncia de abscessos em atividade foi maior nos grupos MCR e
ACFN (100%), seguido dos grupos ICS-3DAI (40%) e VEJ-3DAI (20%), ndo sendo
observados no grupo ADO-3DAI. Quando analisados somente os grupos com 8-DAI, a
frequéncia de abscessos em atividade foi maior no grupo ACFN-8DAI (100%), seguido dos
grupos ICS-8DAI (60%) e MCR-8DAI (40%) (Tabela 2). O AHA era constituido por areas
branco-amareladas firmes ou de baixa consisténcia, correspondendo a areas de necrose,
frequentemente associadas a zonas avermelhadas de hemorragia (Figura 2). Em todos os AHA
foram observadas aderéncias constituidas por espessas membranas fibrinosas, que se
estendiam entre os proprios lobos hepéticos e os 6rgaos circunvizinhos, tais como o estdmago,
intestino, pancreas e também com o tecido adiposo visceral, sendo mais extensas nos hamsters
inoculados com a cepa ACFN (Figuras 2 e 3). Foi observada alta frequéncia de abscessos em
reparo nos hamsters inoculados com a cepa ADO e eutanasiados ao 3° DAI (80%). Os
mesmos foram visualisados também ap6s o 12° DAI nos hamsters inoculados com as cepas
MCR, ICS e VEJ, entretanto apresentando baixa frequéncia, mas de forma semelhante entre
o0s grupos (Figura 4).

Todas as cepas de E. dispar produziram lesdes amebianas nos grupos experimentais. Todas as
cinco cepas testadas foram capazes de produzir zonas de necrose liquefativa frequentemente
ricas em trofozoitos (Figura 5). A necrose era caracterizada pela presenca de material
granuloso e eosinofilico, as vezes com pequenos depdsitos basofilicos de calcificacdo, cuja
borda era rica em debris celulares com a presenca de grande quantidade de nucleos em
picnose, cariorrexe e caridlise (Figuras 2, 3 e 5). Destacaram-se 0s grupos ACFN-3DAI,
ACFN-8DAI e MCR3-DAI pela positividade da necrose em 100% dos hamsters (Tabela 2;
Figura 3). Na borda destas zonas de necrose notava-se a presenca de discreto ou moderado
infiltrado inflamatério misto composto por principalmente por neutréfilos e macréfagos e, por
inimeros trofozoitos, localizados também em meio a necrose (Tabela 3; Figuras 6 e 7). Ja nos
outros grupos, o parasitismo foi detectado em apenas 1 ou 2 hamsters e, a necrose foi mais
frequente no grupo ICS 8DAI (60%), acometendo 3 hamsters (Tabelas 2 e 3). Aos 12 DAL, a

necrose e o0 parasitismo foram encontrados somente no grupo MCR 12-DAI (40%), enquanto
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foram ausentes em todos os grupos aos 16 DAI (Tabelas 2 e 3). Todos os hamsters dos grupos
ACFN-12DAI e ACFN 16-DAI foram a 6bito, ndo tendo sido realizadas as necropsias.

Os microabscessos apresentaram baixa frequéncia (variando entre 20 e 40%), sendo
principalmente observados nos grupos MCR-8DAI, ACFN-8DAI e ADO-8DAI, de
frequéncia aparentemente semelhante entre os grupos (Tabela 3; Figura 6). A ampliacdo do
tamanho dos microabscessos originou focos necrotico-inflamatorios e necrose em ponte
(Figura 8).

Infiltrado inflamatdrio predominantemente granulocitario, histiocitario ou misto (contendo
também eosinofilos e linfdcitos), focal e/ou difuso, que ndo foi mensurado, foi observado com
frequéncia predominante ao 8° DAI nos grupos ICS-8DAI (60%), ADO-8DAI (60%) e VEJ-
8DAI (80%) (Tabela 3). J& no 12° DAI, o predominio foi nos grupos MCR-12DAI (100%),
ICS-12DAI (100%) e ADO-12DAI(60%). No 16° DAI a frequéncia foi maior no grupo ICS-
16DAI (60%), seguido dos grupos MCR-16DAI (40%) e VEJ-16DAIl (20%) (Tabela 3;
Figuras6e 7).

A inflamacdo cronica granulomatosa foi caracterizada como a presenca de granulomas
constituidos por palicada de macro6fagos xantomizados envolvendo zona central de necrose,
células gigantes situadas externamente ao granuloma e trofozoitos presentes tanto na borda
quanto na regido central (Figura 7). As vezes tais granulomas ndo estavam presentes, mas
eram encontradas células gigantes associadas a infiltrado inflamat6rio misto, constituido por
neutrofilos, macrdfagos, linfécitos e eosinofilos (Figuras 7 e 9). A inflamacdo crénica
granulomatosa também esteve presente em 100% dos grupos no 8° DAI, com predominio nos
grupos ICS-8DAI (100%), ADO- 8DAI (60%) e VEJ-8DAI (60%) (Tabela 3). Ja no 12° DAI
foi predominante no grupo MCR-12DAI (80%) e ICS-12DAI (60%), seqguido dos grupos
ADO-12DAI (40%) e VEJ-12DAI (20%). Com 16 DAI foi observada com pequena
frequéncia apenas nos grupos MCR-16DAI (40%) e ICS-16DAI(20%) (Tabela 3).

A esteatose hepatica foi encontrada com baixa frequéncia (40 a 20%) nos hamsters inoculados
com as cepas MCR, ACFN e ADO e, eutanasiados aos 8° ou 12° DAI, ndo sendo detectada
em nenhum grupo no 16° DAI (Tabela 4). Em relacéo a degeneragéo hidropica, sua frequéncia
no 8° DAI foi idéntica a da esteatose, ao contrario do observado no 12° DAI, cuja frequéncia
foi de 100% no grupo MCR-12DAI e de 20% no grupo ICS-12DAIl. Aos 16° DAI a
frequéncia continuou elevada no grupo MCR-16DAI e ausente nos demais grupos (Tabela 4;
Figuras 6, 7,8 € 9).
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A trombose esteve presente em 80% dos hamsters do grupo ACFN-8DAI e em 20% do grupo
MCR-8 DAI, sendo ausente em todos os grupos no 12° e 16° DAI (Tabela 4). Os trombos
eram venosos, mistos, recentes e parietais, presentes em zonas de necrose ou bem proximos a
elas e frequentemente foram encontrados trofozoitos em seu interior (Figura 8). Ja a
hemorragia esteve presente em 100% nos grupos ACFN-3DAI, ACFN-8DAI e MCR3-DAI
(Tabela 4; Figuras 2 e 5). No 12° e 16° DAI foi encontrada com baixa frequéncia (20%) e
apenas nos hamsters inoculados com a cepa MCR (Tabela 4).

Os fendbmenos reparativos de formacdo de tecido de granulacdo e poucas areas de fibrose
foram detectados em todos os grupos de hamsters do 3° e do 8° DAI, sendo predominante a
frequéncia em quase todos eles (60 a 100%) (Tabela 4). O tecido de granulacdo estava
associado ou nao ao infiltrado inflamatdrio e era caracterizado pela presenca de fibroblastos,
macrofagos, vasos sanguineos neoformados e deposicdo de tecido conjuntivo (Figuras 4 e 3).
No 12° e 16° DAI mostrou-se bem frequente (60%) nos hamsters inoculados com a cepa
MCR. Na maioria dos outros grupos sua frequéncia variou de 20 a 40%, respectivamente no
12° e 16° DAI (Tabela 4). Ao 16° DA, a maioria dos hamsters de todos 0s grupos apresentou

preservacdo da maior parte do parénquima hepatico (Figura 4).
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Tabela 2: Frequéncia de abscessos hepaticos amebianos nos grupos MCR, ACFN, ICS,
ADO e VEJ, ap6s 3, 8, 12 e 16 dias de infecgao.

NUmero de NUmero de NUmero de NUmero de Total
AHA-3DAI AHA-8 DAI AHA-12 DAI AHA-16 DAI de
AHA
Cepa AEA AER AEA EAR AEA AER AEA AER
MCR 5/5 0/5 2/5 0/5 2/5 1/5 0/5 1/5 11/15
ACFN 5/5 0/5 5/5 * * * * * 10/15
ICS 2/5 0/5 3/5 0/5 0/5 1/5 0/5 0/5 6/15
ADO 0/5 4/5 1/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 5/15
VEJ 1/5 0/5 1/5 0/5 0/5 0/5 0/5 1/5 2/15

AHA: abscesso hepatico amebiano; DAI: dias ap6s a infeccdo; AEA: abscesso em atividade; AER:

abscesso em reparo; *Obito de todos os hamsters sem a realizacdo de necropsia.

Tabela 3: Frequéncia de parasitismo e lesdes hepaticas nos grupos MCR, ACFN, ICS, ADO
e VEJ, ap0s 3, 8, 12 e 16 dias de infeccao.

Infiltrado Inflamac&o crbénica
Trofozoitos* Microabscessos inflamatério néo- granulomatosa
mensurado
DAl 3° 8> 120 16° 3° 8 12° 16° 3 8> 12° 16° 3 8 12° 16°
Cepa
MCR 55 1/5 2/5 05 55 2/5 1/5 05 55 1/5 55 2/5 15 2/5 4/5 2/5
ACFN 5/5 5/5 - - 5/5 1/5 - - 5/5 1/5 - - 1/5 2/5 - -

ICS 2/5 2/5 05 05 25 05 05 05 45 35 55 35 05 55 35 15
ADO 05 15 05 05 00 2/5 05 05 35 35 35 05 2/5 35 2/5 05
VEJ 2/5 15 05 05 2/5 05 05 05 4/5 4/5 2/5 15 2/5 3/5 1/5 0/5

*Deteccdo de trofozoitos através da Hematoxilina e Eosina em zonas de necrose, limens vasculares ou no parénquima

hepético ndo-necrosado.

Tabela 4: Frequéncia de lesbes hepaticas nos grupos MCR, ACFN, ICS, ADO e VEJ, apo6s
3, 8, 12 e 16 dias de infeccao.

Esteatose Degeneracéo Trombose Hemorragia
DAI 3° 8° 120 16° 3% 8 120 16° 3° g 120 16° 3 8> 12° 16°
Cepa
MCR 35 15 2/5 05 15 1/5 55 35 15 15 05 05 55 15 15 1/5
ACFN 5/5 2/5 - - 0/0 2/5 - - 15 4/5 - - 5/5 5/5 -
ICS 05 05 05 05 00 05 15 05 00 05 05 05 25 2/5 05 05
ADO 0/5 2/5 15 05 00 2/5 05 05 00 05 05 05 25 1/5 05 0/5
VEJ 05 05 05 05 00 05 05 05 00 05 05 05 25 2/5 05 O0/5
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Tabela 5: Frequéncia dos fendmenos de reparo nos grupos MCR, ACFN, ICS, ADO e VEJ,
apos 3, 8, 12 e 16 dias de infeccéo.

Tecido de granulaco e/ou fibrose

DAI 3° 8° 12° 16°
Cepa
MCR 5/5 2/5 3/5 3/5
ACFN 4/5 3/5 - -
ICS 5/5 4/5 2/5 1/5
ADO 5/5 4/5 2/5 1/5
VEJ 5/5 3/5 0/5 2/5

4.4 — Andlise morfométrica do abscesso hepatico amebiano

4.4.1 - 3° DAI

A morfometria das areas de necrose do 3° DAI demonstrou diferenca estatistica entre a cepa
MCR e as cepas ICS (p=0,0478), ADO (p=0,0071) e VEJ (p=0,0084). J& na andlise da area
dos focos inflamatérios ndo foi verificada diferenca entre todos os grupos (p=0,09). Foi
observada diferenca estatistica na area de tecido de granulagdo do grupo ADO-3 DAI quando
comparada com 0s grupos ACF-3°DAI (p=0,0236) e ICS-3°DAI (P=0,0126). Os graficos 2, 3
E 4 demonstram a area de necrose, focos inflamatorios e tecido de granulacdo no 3° DAI, bem
como o resultado do teste de Kurskal-Wallis. ACF-3°DAI e ICS-3°DAI
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Gréfico 2: Area de necrose hepatica produzida pela E. dispar das cepas MCR, ACFN, ICS, ADO e VEJ no 3° DAI. Foi
utilizado o teste de Kurskal-Wallis, por serem dados ndo-paramétricos. Os dados sdo exibidos no grafico com mediana e
interquartis. Houve diferenca significativa da cepa MCR quando comparada com as cepas ICS (p=0,0478), ADO (p=0,0071)
e VEJ (p=0,0084).
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Graéfico 3: Area de focos inflamatérios produzidos pela E. dispar das cepas MCR, ACFN, ICS, ADO e VEJ no 3° DAI.
Foi utilizado o teste de Kurskal-Wallis, por serem dados ndo-paramétricos. Os dados séo exibidos no grafico com mediana e
interquartis. Nao houve diferenca significativa entre as cepas analisadas.
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Gréfico 4: Area de tecido de granulacio produzido pela E. dispar das cepas MCR, ACFN, ICS, ADO e VEJ no 3° DAI.
Foi utilizado o teste de Kurskal-Wallis, por serem dados ndo-paramétricos. Os dados séo exibidos no grafico com mediana e
interquartis. Houve diferenca significativa da cepa ADO quando comparada com as cepas ACFN (p=0,0236) e ICS
(p=0,0126).

4.4.2 — 8° DAI

A anélise morfométrica das areas de necrose do 8° DAI demonstrou aumento significativo na
area de necrose no grupo ACFN-8° DAI em relacdo aos grupos ADO-8°DAI (p=0,0167) e
VEJ-8°DAI (p=0,0167). Na analise dos focos inflamatdrios e tecido de granulagdo ndo foram
observadas diferencas estatisticas entre o0s grupos analisados (p= 0,16 e 0,68,
respectivamente). Os graficos 2, 3 e 4 demonstram a area de necrose, focos inflamatorios e

tecido de granulagédo no 8° DAI, bem como o resultado do teste de Kurskal-Wallis.
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Gréfico 5: Area de necrose hepatica produzida pela E. dispar das cepas MCR, ACFN, ICS, ADO e VEJ no 8° DAI. Foi
utilizado o teste de Kurskal-Wallis, por serem dados ndo-paramétricos. Os dados sdo exibidos no grafico com mediana e
interquartis. Houve diferenca significativa da cepa ACFN quando comparada com as cepas ADO (p=0,0167) e VEJ
(p=0,0167).
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Gréfico 6: Area de focos inflamatérios produzidos pela E. dispar das cepas MCR, ACFN, ICS, ADO e VEJ no 8° DAI.
Foi utilizado o teste de Kurskal-Wallis, por serem dados ndo-paramétricos. Os dados sdo exibidos no grafico com mediana e
interquartis. N&o houve diferenca significativa entre as cepas analisadas.
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Gréfico 7: Area de tecido de granulacio produzido pela E. dispar das cepas MCR, ACFN, ICS, ADO e VEJ no 8° DAI.
Foi utilizado o teste de Kurskal-Wallis, por serem dados ndo-paramétricos. Os dados séo exibidos no grafico com mediana e
interquartis. N&o houve diferenca significativa entre as cepas analisadas.

4.4.3 -12° DAI

As analises morfométricas das areas de necrose e de tecido de granulagdo dos
hamsters inoculados com as cepas MCR, ICS, ADO e VEJ de E. dispar e eutanasiados com
12° e 16° DAI ndo apresentaram diferencas significativas entre 0s grupos e ainda comprovou a

grande substituicdo das zonas de necrose pela regeneracdo do parénquima hepético ou por

tecido de granulacgéo e fibrose.
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Gréfico 8: Area de necrose hepatica produzida pela E. dispar das cepas MCR, ACFN, ICS, ADO e VEJ no 12° DAI.
Foi utilizado o teste de Kurskal-Wallis, por serem dados ndo-paramétricos. Os dados séo exibidos no grafico com mediana e
interquartis. N&o houve diferenca significativa entre as cepas analisadas.
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Gréfico 9: Area de focos inflamatorios produzidos pela E. dispar das cepas MCR, ACFN, ICS, ADO e VEJ no 12°
DAI. Foi utilizado o teste de Kurskal-Wallis, por serem dados ndo-paramétricos. Os dados séo exibidos no grafico com
mediana e interquartis. N&o houve diferenca significativa entre as cepas analisadas.
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Gréfico 10: Area de tecido de granulacéo produzido pela E. dispar das cepas MCR, ACFN, ICS, ADO e VEJ no 12°
DAI. Foi utilizado o teste de Kurskal-Wallis, por serem dados ndo-paramétricos. Os dados sdo exibidos no grafico co
mmediana e interquartis. Nao houve diferenga significativa entre as cepas analisadas.

4.4.4 - 16° DAI

No 16° DAI apenas nos hamsters inoculados com a cepa MCR foram observados focos
inflamatdrios e tecido de granulacdo de tamanho significativo e que, por isso, foram
mensurados. Entretanto, ndo foram verificadas diferencas significativas entre os grupos (p=
0,39). Os gréficos 8 e 9 demonstram a area de focos inflamatdrios e tecido de granulagdo no

16° DAI, bem como o resultado do teste de Kurskal-Wallis.
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Gréfico 11: Area de focos inflamatérios produzidos pela E. dispar das cepas MCR, ACFN, ICS, ADO e VEJ no 16°
DAI. Foi utilizado o teste de Kurskal-Wallis, por serem dados ndo-paramétricos. Os dados séo exibidos no grafico com
mediana e interquartis. N&o houve diferenca significativa entre as cepas analisadas.
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Gréfico 12: Area de tecido de granulagdo produzido pela E. dispar das cepas MCR, ACFN, ICS, ADO e VEJ no 16°
DAI. Foi utilizado o teste de Kurskal-Wallis, por serem dados ndo-paramétricos. Os dados sdo exibidos no grafico com
mediana e interquartis. Ndo houve diferenca significativa entre as cepas analisadas.
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5 - DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi analisar comparativamente as cepas MCR, ACFN, ICS, ADO e
VEJ de E. dispar, avaliando o seu grau de viruléncia através do ensaio de eritrofagocitose e,
de patogenicidade, através da investigacdo da capacidade destas cepas em produzir lesdes
amebianas hepéticas, tais como 0 AHA. Vale ressaltar que até 0 momento, poucas cepas de E.
dispar foram estudadas com a profundidade proposta neste trabalho. Este foi o primeiro
trabalho a avaliar a cinética da inflamacao hepatica produzida por cepas de E. dispar no 12° e
16° DA Os achados mais relevantes deste estudo foram que as cepas utilizadas sdo diferentes
em relacdo a sua patogenicidade e que, apesar de existir esta diferenca, a capacidade de
fagocitar hemacias € similar. A cepa ACFN se mostrou mais patogénica, seguida das cepas
MCR, ICS, VEJ e ADO. Alem disso, com excecdo da cepa ACFN, todas as outras foram
capazes de produzir danos hepaticos autolimitados, sendo a regeneracdo a forma de reparo
predominante e quase completa no 16° DAI.

A eritrofagocitose ¢ uma técnica utilizada por varios autores para determinar a
viruléncia das cepas de E. dispar e E. histolytica, servindo para diferenciar as cepas
patogénicas das ndo-patogénicas (Losh, 1875). A E. histolytica possui atividade fagocitica
superior a da E. dispar, sendo evidenciado também pela maior concentracdo de hemoglobina
em seu interior apos o processo de fagocitose (Talamas-Lara et al., 2014). A lectina ligante de
GAL/GALNACc ¢ importante no processo de adesdo e ingestdo das hemécias e também
provoca a exposicdo da molécula de fosfatidilserina eritrocitica, que é reconhecida pelo
trofozoito. Assim como outros autores, nosso estudo demonstrou uma baixa capacidade de
fagocitar hemécias pelas cepas de E. dispar, 0 que pode estar relacionado ha uma menor
expressdo da lectina GAL/GALNac, que € essencial para este processo. Boettner e
colaboradores (2005) verificaram que a deficiéncia fagocitica da E. dispar envolve a sua
menor capacidade de adesdo, citdlise e fagocitose. Além disso, uma mesma cepa pode
apresentar subpopulacdes de trofozoitos com diferentes capacidades de realizar a
eritrofagocitose (Talamas-Lara et al., 2014). Tal fato esta de acordo com os achados do nosso
estudo, onde verificamos que a maioria dos trofozoitos das cepas MCR, ACFN, ICS, ADO e
VEJ de E. dispar ndo fagocitaram hemadcias. Diferentemente do estudo realizado por
Talamas-Lara (2014), as nossas cepas de E. dispar ndo fagocitaram grandes quantidades de
hemacias. Em nosso estudo contabilizamos somente as hemacias fagocitadas e, ao que parece,
no estudo de Talamas-Lara e colaboradores (2014), foram contadas também as hemaécias

aderidas @ membrana dos trofozoitos. Durante o periodo de padronizagdo da técnica de
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eritrofagocitose, n6s ndo observamos atividade fagocitica pelos trofozoitos apés 20 minutos
de interagdo, o que também difere dos outros estudos realizados, que observaram fagocitose
pelos trofozoitos de E. dispar a partir de 5 minutos de interacdo (Boettner et al., 2005).
Acreditamos que este fato se deve provavelmente por utilizarmos cepas xénicas, e as bacterias
da microbiota indigena poderiam estar envolvidas na regulagdo do processo.

As bactérias parecem ter um papel importante na patogénese da amebiase pela E.
dispar. Estudos sugerem que a patogenicidade da E. dispar esta relacionada a sua associacdo
com a microbiota indigena do hospedeiro. (Ximénez et al., 2010). Furst e colaboradores
(2002) verificaram que ao retirar as bactérias indigenas da cepa Will, e associa-la com
Crithidia fasciculata, a cepa perdeu a sua viruléncia e ndo foi capaz de produzir necrose em
hamsters experimentalmente infectados. Acredita-se que a influéncia da microbiota na
patogenicidade da E. dispar seja devida a um provavel sinergismo com bactérias especificas
ou a recombinacdo entre as duas espécies (Ximénez et. al., 2010). A fagocitose de bactérias
da microbiota é capaz de aumentar a expressao da lectina ligante de GAL/GALNACc, que é
essencial para a internalizacdo de eritrocitos (Galvan-Moroyoqui et al., 2008). Estes achados
sugerem que as bactérias podem regular o processo de fagocitose. SAo necessarios maiores
estudos para compreender a regulacdo deste processo nas cepas xénicas. Além disso, estudos
de nosso grupo ja verificaram que bactérias patogénicas sdo capazes de aumentar a
patogenicidade das cepas de E. dispar. Os trofozoitos de E. dispar da cepa MCR, quando co-
cultivados com a enterobacteria Salmonella Typhimurium, aumentaram a expressdo de fatores
de viruléncia, como a lectina ligante de GAL/GALNAc, CP-5 e Amebaporo A. Além disso,
essa associagdo aumentou a intensidade da colite ulcerativa induzida experimentalmente em
ratos e também expressdo de mediadores pré-inflamatérios, tais como a IL-1-a e COX-2
(Oliveira, 2016).

As CP’s também estdo envolvidas na fagocitose e participam na degrada¢do da
hemoglobina pelos trofozoitos. O uso de inibidor de CP’s E64 ¢ capaz de inibir o processo de
fagocitose e reduzir a quantidade de hemacias ingeridas (Ankri, 1998).

Apesar de a cepa ACFN ter apresentado lesdes amebianas mais intensas € em maior nimero
de hamsters e, ter produzido maior mortalidade, a sua capacidade de eritrofagocitose foi
semelhante as outras cepas de E. dispar. Tal achado nos permite concluir que a analise de
viruléncia por meio da eritrofagocitose ndo se mostrou um método eficaz para avaliar a
patogenicidade entre a cepas de E. dispar, mas apenas para comparar entre a E. dispar e a E.

histolytica.
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O AHA é a mais importante forma extra-intestinal da amebiase, sendo caracterizada
principalmente pela necrose liquefativa (Brandt & Tamayo, 1970). Os primeiros estudos
utilizando cepas de E. dispar ndo foram capazes de produzir o AHA em animais de
experimentacao, sendo apenas observados focos inflamatorios pouco expressivos (Espinosa-
Cantellano et al., 1997). Nosso grupo vem ao longo de alguns anos conseguindo reproduzir o
AHA em animais de experimentacdo de forma semelhante ao observado na doengca humana
(Gomes et al, 2000; Costa et al., 2006; Furst et al., 2002; Costa et al., 2007; Costa et al.,
2010; Costa et al., 2010; Costa et al., 2011).

Este trabalho demonstrou que apesar destas cepas de E. dispar terem sido isoladas de
pacientes com sintomatologia clinica diferentes (assintomaticos ou com colite néo
disentérica), todas elas mostraram-se patogénicas, sendo observado o desenvolvimento de
pelo menos um AHA apds a inoculacdo de cada uma destas cepas. Além disso, outros tipos de
alteracOes resultantes da agressdo provocada pelo parasito também foram observadas, tais
como o0s microabscessos, infiltrado inflamat6rio granulocitério, histiocitario ou misto,
inflamacédo crénica granulomatosa, degeneracdes por acumulo de lipides e agua, trombose,
hemorragia, tecido de granulacdo e fibrose. Paradoxalmente, as cepas oriundas de pacientes
sintoméaticos mostraram-se as menos patogénicas no hamster.

Levando em considera¢do o nimero de animais que desenvolveram o AHA em nosso
estudo, as cepas VEJ e ADO foram menos patogénicas se comparadas com as cepas ACFN e
MCR. De forma geral, os hamsters inoculados com as cepas VEJ, ICS e ADO que
desenvolveram necrose de liquefacdo, apresentaram lesdes menos intensas que as produzidas
pelas cepas ACFN e MCR.

Em estudo prévio nosso grupo demonstrou que a inoculagdo de 500.000 trofozoitos
das cepas JCAO, ICS e VEJ, todas isoladas de pacientes com colite ndo-disentérica, foi capaz
de produzir AHA em hamsters e colite amebiana em ratos no 6° DAI (Gomes et al., 2000).
Contudo, ndo analisamos detalhadamente e quantificamos as lesdes e, nem avaliamos
periodos mais longos de infecgdo. Neste mesmo estudo, observamos que de trés outras cepas
de E. dispar (MCR, SC e WILL), todas isoladas de pacientes assintomaticos, somente as duas
primeiras produziram lesfes amebianas, porém mais discretas e nem sempre presentes em
todos os hamsters. A diferenca de resultados obtidos em relacdo a cepa MCR deste trabalho
de 2000 em relacéo aos dados publicados em anos posteriores (Costa et al., 2007; Costa et al.,

2010a; Costa et al., 2010b), inclusive quanto a capacidade de produzir colite amebiana
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(Oliveira, 2016), talvez seja devido ao fato de termos analisado 3 diferentes periodos de
infeccdo ou a mudancas na viruléncia da cepa.

Em relacdo a cepa ADO, a inoculacdo de 250.000 trofozoitos produziu AHA no 7°
DA, porém os autores ndo mencionam o numero de hamsters acometidos e a frequéncia dos
AHA (Shibayama et al., 2007). J& Costa et al. (2000) obtiveram 100% de lesbes extensas
hepaticas no 6° DAI, inoculando 250.000 trofozoitos da cepa ADO em hamsters. Novamente
percebemos que os resultados observados por nés ndo foram os mesmos que 0s de outros
autores, provavelmente devido a reducao da viruléncia desta cepa.

Uma vez identificadas cepas de E. dispar patogénicas, iniciamos estudos comparativos
sistematicos em relacdo a E. histolytica. Observamos que a area de necrose produzida pela
cepa MCR foi semelhante a produzida pela cepa EGG de E. histolytica do 1° ao 3° DA,
sendo superada no 6° e 8° DAI (Costa et al., 2007). Apesar disso, ndo foi verificada diferenca
estatistica entre as areas de necrose produzidas pelas duas espécies. A significativa
patogenicidade desta cepa é corroborada pelo fato de ser a responsavel pelo segundo maior
indice de mortalidade dentre as cepas estudadas, apesar de sua capacidade de realizar
eritrofagocitose ser a mesma.

A cinética dos danos hepaticos produzidos pela E. histolytica foi analisada por
Tsutusumi et al. (1984), de 30 minutos apds a inoculacdo, seguida de algumas das primeiras
horas e, diariamente, do 1° ao 7° DAI. Resultados bastante semelhantes foram observados
pelo nosso grupo ao analisar a cinética destas lesdes produzidas pela E. dispar, de 12 horas
apos a inoculacdo, seguida do 1°, 2°, 3°, 6° e 8° DAI (Costa et al., 2010). Durante as fases
iniciais de inoculacdo os trofozoitos encontram-se nos espacos porta, capilares sinusoides e
veias centrais. Invadem entdo o parénquima hepético e, a partir dai, ocorre a ativacdo da
resposta inflamatoria, que recruta principalmente neutréfilos para o local da infec¢do, e
também macréfagos. Ha entdo a formacdo de pequenos focos inflamatdrios ricos em
neutréfilos (microabscessos) que envolvem os trofozoitos para elimina-los. Acredita-se que
durante este processo ocorreria a selecdo dos trofozoitos resistentes, tanto de E. histolytica
(Rigothier et al., 2002), quanto de E. dispar (Costa et al., 2010), que vao ser 0s responsaveis
pelo desenvolvimento da extensa necrose de liquefacdo posterior. Apos 24 horas de
inoculagéo, alguns focos inflamatorios ja coalesceram, iniciando-se a formagdo de areas de
necrose, com borda repleta de debris celulares e discreto infiltrado inflamatorio misto,
constituido de neutrdfilos e macrofagos. Os trofozoitos sdo encontrados principalmente nas

bordas da lesdo, entre o tecido hepético preservado e o necrosado. Produtos imunorreativos

34



sdo encontrados nas células inflamatdrias, indicando a presenga citoplasmatica de restos de
trofozoitos (Costa et al., 2010). Além de trofozoitos, o centro necrético pode ainda conter
pequenas zonas de calcificacio. A medida que a infeccdo vai cronificando, ocorre predominio
de células mononucleares e também a formacdo de granulomas constituidos por células
epitelioides, macrofagos, poucos linfocitos e células gigantes. Os trofozoitos sdo encontrados
frequentemente nesta fase, principalmente se ha necrose no centro do granuloma (Costa et al.,
2010).

Utilizando-se o numero total de AHA em atividade desenvolvidos no 3° DAI é
possivel concluir que as cepas mais patogénicas foram as seguintes, em ordem decrescente:
ACFN (100%), MCR (100%), ICS (40%), VEJ (20%) e ADO (0%). Por outro lado, se
tomarmos por base o 8° DAI, as cepas mais patogénicas foram as seguintes, em ordem
decrescente: ACFN (100%), ICS (60%), MCR (40%), VEJ (20%) e ADO (20%).Nao foi
possivel fazer uma analise comparativa no 12° e 16° DA, pois todos os hamsters inoculados
com a cepa ACFN destes dois periodos foram a 6bito e ndo foram necropsiados. Além disso,
0 numero de AHA"s quantificados aos 12° e 16° DAI parece ndo ser um parametro preciso de
patogenicidade, pois os AHA pequenos ja podem ter sido reabsorvidos e evoluidos para
fendmenos de regeneracdo e/ou cicatrizagdo. Contudo, mesmo supondo que tais fendmenos
tenham ocorrido e, levando em consideracdo o numero total de AHA detectados nestes dois
periodos da infeccdo, poderiamos entdo concluir que a 22 cepa mais patogénica seriaa MCR e
ndo a ICS. Além da cepa ACFN se destacar dos demais grupos por apresentar o maior
percentual de mortalidade, as lesdes encontradas durante a necropsia foram mais exuberantes.

No 8° DAI todos os hamsters inoculados e eutanasiados com a cepa ACFN
apresentaram necrose de liquefacdo e apenas um apresentou microabscessos. Os
microabscessos hepéticos correspondem a uma das primeiras lesées amebianas que surgem
apos a chegada dos trofozoitos ao figado. Em nossa experiéncia, eles podem ser detectados 12
horas ap0s a inoculagdo intra-hepatica em hamsters (Costa et al., 2010). A medida que os
microabscessos aumentam de tamanho, desenvolve-se a necrose em ponte, novas fusdes de
focos necroticos-inflamatorios, até a formagdo do AHA (Costa et al., 2010). Microabscessos
foram observados somente em alguns hamsters inoculados com as cepas MCR, ACFN e
ADO. Assim, a auséncia de microabscessos em boa parte dos grupos pode indicar que eles ja
se fundiram, originando zonas maiores de lesdo ou que ja houve a reparagdo do dano. O
tecido de granulacgéo foi observado na maioria dos hamsters de todos 0s grupos experimentais.

Este achado indica a pré-existéncia da necrose em tempos inferiores, que foi substituida por
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tecido cicatricial. A cepa MCR, Unica a ser estudada em outros trabalhos neste aspecto,
reproduziu comportamento similar.

Muito frequentemente as amplas zonas de necrose sdo acompanhadas por intenso
parasitismo, especialmente nas bordas destas zonas. No entanto, os trofozoitos nem sempre
sdo facilmente identificaveis pela Hematoxilina & Eosina, tornando-se necessaria a utilizacdo
da imuno-histoquimica. Apesar disso, no grupo ACFN-8 DAI, onde foram observados
incontaveis trofozoitos, a intensidade da necrose foi diretamente proporcional ao parasitismo.

A inflamac&o tem papel importante na formacdo do abscesso hepético. Alguns autores
a consideram como o principal fator responsavel pelo aumento da area do AHA. Tais autores
acreditam que a migracdo dos neutrofilos para o parénquima hepatico apds a infeccdo
favoreceria a liberagdo de varios tipos de produtos microbicidas que contribuiriam para a
morte dos hepatocitos (Campos-Rodriguez et al.,, 2016). Entretanto outros autores
demonstraram que a inflamac&o ndo seria o principal fator responsavel pelo desenvolvimento
da necrose, e sim a acdo dos trofozoitos. Hamsters tratados com dexametasona e inoculados
com trofozoitos de E. dispar e E. histolytica mostraram uma discreta diminuicdo da area de
necrose se comparado com os ndo tratados. Tal fato corrobora a ideia de que os produtos
secretados pelos trofozoitos seriam os responsaveis pelo maior dano tecidual (Costa et al.,
2011). O infiltrado inflamat6rio observado em nosso estudo era neutrofilico, histiocitario ou
misto, também constituido por linfécitos e eosinofilos. No 8° DAL o infiltrado inflamatorio foi
mais frequente justamente nos grupos onde a frequéncia do AHA foi menor, ou seja, nos
hamsters inoculados com as cepas ICS, ADO e VEJ. Apesar de esta inter-relacdo ser mantida
em relagdo aos grupos ICS-12 DAI, ICS-16 DAI, ADO-12 DAI e ADO-16 DAI, 0 mesmo
ndo foi observado no grupos MCR-12 DAI, MCR-3DAI e ACFN-3DAI, mostrando que a
intensidade deste infiltrado ndo se comportou da mesma maneira em todos 0S grupos.

Na amebiase, o infiltrado inflamatorio mencionado anteriormente evolui para uma
inflamacdo crénica granulomatosa que pode formar granulomas bem estruturados,
constituidos principalmente por palicada de macrofagos xantomizados, células gigantes na
periferia e zona central de necrose contendo trofozoitos integros e destruidos. A presenca
deste tipo de inflamac&o aumenta as chances do hospedeiro em eliminar os trofozoitos e de
vencer a infeccdo. De fato, no 8° DAI ela foi mais frequente em grupos onde ndo houve
obitos: ICS (100%), ADO (60%) e VEJ (60%). Contudo, ela foi observada com baixa

frequéncia (40%) no grupo MCR-8 DAI onde também ndo foram verificados ébitos. Isso
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pode significar que a presenca da inflamagdo crénica granulomatosa é importante para o
combate & infec¢do, mas que outros mecanismos também podem estar envolvidos.

Esteatose e degeneracdo hidropica sdo lesbes reversiveis que, na amebiase, parecem
estar mais relacionadas indiretamente a fendmenos isquémicos e/ou inflamatorios. Apesar
disso, nédo foi observada inter-relagéo entre a frequéncia da inflamacéo e da trombose com a
esteatose e a degeneracdo hidropica. Enquanto a esteatose foi observada com baixa frequéncia
nos hamsters inoculados com as cepas MCR, ACFN e ADO, a degeneracdo hidropica se
mostrou intensa e frequente naqueles inoculados com a cepa MCR.

Geralmente a trombose e a hemorragia sdo mais frequentes onde hé extensas zonas de
necrose. De fato, isso foi observado nos grupos ACFN-8 DAI e MCR-8 DAI. A trombose
portal parece estar relacionada a chegada dos trofozoitos em ramos da veia porta (Brandt &
Tamayo, 1970). Trofozoitos foram encontrados na parede vascular, no trombo e no limen
vascular, conforme descrito por Costa el al. (2010).

Pela primeira vez nosso estudo demonstrou que a infeccdo por algumas cepas de E.
dispar é autolimitada. A freqiiéncia de AHA em atividade tende a diminuir ao longo da
infeccdo, a0 mesmo tempo em que, em geral, percebe-se reducdo da quantidade de tecido de
granulacdo e aumento da &rea de parénquima normal. O Tecido de granulacdo a ser
desenvolvido € diretamente proporcional a extensdo das areas de necrose e, sua presenca,
indica que j& estdo ocorrendo fendmenos de cura, mesmo diante da presenca de trofozoitos.
Ao longo do tempo, o tecido de granulacdo vai reduzindo a celularidade e aumentando a
deposicdo de matriz extracelular, especialmente de fibras colagenas. Contudo, apenas poucas
areas de fibrose foram encontradas em alguns hamsters. Isso significa que ao invés de gerar
fibrose, o tecido de granulacdo foi remodelado e substituido por regeneracdo do parénquima
hepatico. Mesmo a cepa mais patogénica como a ACFN também apresentou tecido de
granulacdo em 60% dos hamsters no 8° DAI. Apesar disso, 0s hamsters ndo conseguiram
sobreviver além deste periodo da infec¢do, provavelmente porque a ampliacdo das zonas de
necrose levou a uma insuficiéncia hepatica. Nos demais grupos, especialmente com 16 DA,
aliado ao tecido de granulacdo e a fibrose, as amplas regiGes de parénquima normal, a
auséncia de trofozoitos e a reducéo substancial da inflamacdo indicaram a cura da amebiase
experimental.

Nosso estudo morfométrico demonstrou que existem diferencas estatisticas quanto a
area de necrose entre 0s grupos MCR-3 DAI e ICS-3 DAI, ADO-3 DAI, VEJ-3 DAI, ACFN-
8 DAI, ADO-8 DAI, VEJ-3 DAI. Além disso, a analise histopatolégica e o nivel de
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mortalidade dos hamsters nos permitiu concluir que existem outras diferencas entre estas
cepas de E. dispar. Maiores estudos serdo necessarios para compreender as diferencas no
comportamento biologico das cepas testadas, como a influéncia do sinergismo das bactérias
da microbiota indigena da qual foram isoladas, além da analise da expressdo de fatores de

viruléncia, como as cisteina proteinases, amebaporos e a lectina ligante de GAL/GALNAcC.
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6 — CONCLUSOES

6.1 — Todas as cepas de E. dispar analisadas sdo capazes de fagocitar eritrécitos humanos,
porém em quantidades inferiores em relacdo a E. histolytica;

6.2 - A eritrofagocitose parece ndo ser um método eficaz para avaliar a viruléncia entre as
cepas de E. dispar analisadas, mas somente entre espécies (E. dispar e E. histolytica);

6.3 - A cepa ACFN é patogénica no hamster, sendo capaz de produzir o AHA,

6.4 — A cepa mais patogénica foi a ACFN, seguida da MCR. A terceira mais patogénica foi a
ICS, seguida da VEJ e ADO com patogenicidades similares.

6.5 — O parasitismo pareceu ser 0 agente mais importante responsavel pelo surgimento da
necrose;

6.6 — A infeccdo amebiana produzida pela E. dispar é autolimitada, com excecdo da
produzida pela cepa ACFN;

6.7 — A inflamacdo cronica granulomatosa parece ser bastante eficaz no combate a infec¢éo;
6.8 — A regeneracdo € o mecanismo de cura predominante na amebiase experimental
produzida pela E. dispar, concluindo-se no 16° DAI. A cicatrizacdo ocorre em pequenas

areas, a despeito das grandes extensbes de tecido de granulacgdo.
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8 — ANEXOS

8.1 — Documento de aprovacdo na Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFMG.
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8.2 — Figuras
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Figura 01 - Ensaio de eritrofagocitose: a) Trofozoito da cepa EGG (cabeca de seta) sem eritrocitos
fagocitados; b) Trofozoito da cepa EGG (cabega de seta) com varios eritrocitos fagocitados (seta),
corados em tons de marrom pela diaminobenzidina — DAB; c) Trofozoito da cepa MCR (cabeca de
seta) com alguns eritrécitos fagocitados (seta); d) Trofozoito da cepa ICS (cabega de seta) com um
eritrécito fagocitado (seta). Trofozoito da mesma cepa sem eritrécito fagocitado. Revelagao pela DAB.
Barras = 20pm.
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Figura 2 - Figado de hamster inoculado com a Entamoeba dispar: a) Macroscopia do abscesso
hepatico amebiano - AHA (A) produzido pela cepa ACFN, eutanasia 8 dias apds a infecgdo (DAI),
evidenciando areas de necrose de coloragdo branco-amarelada, firmes ou de baixa consisténcia,
associadas a zonas de hemorragia (*). Areas hepéticas sem necrose (P); b) AHA (A) produzido pela
cepa ACFN, 8 DAI. Zonas de aderéncia (*); ¢) Maior aumento da figura anterior mostrando necrose
liquefativa; d) AHA (A) produzido pela cepa MCR, 12 DAI. Parénquima hepatico ndo necrosado (P); e)
AHA (A) produzido pela cepa ICS, 8 DAI. Parénquima hepatico ndo necrosado (P); f) AHA (A)
produzido pela cepa VEJ, 8 DAI; g) AHA (A) produzido pela cepa ADO, 8 DAI. Parénquima hepatico
n&o necrosado (P). b, d, e, g: Hematoxilina & Eosina (H&E). Barra = 2.000pum. c: H&E Barra = 50 pm.
f: H&E. Barra = 200 pym.
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Figura 3 - Figado de hamster inoculado com a Entamoeba dispar da cepa ACFN e eutanasiado 8
dias apo6s a infecgdo (DAI): a) Extensa area de necrose de liquefagdo (N). Parénquima hepatico ndo
necrosado (P). Hematoxilina & Eosina (H&E). Barra = 1000um; b) Maior aumento da figura anterior
mostrando grande numero de trofozoitos (cabegas de seta) na area de necrose (N). Hemorragia (*).
H&E. Barra = 50um; c) Aderéncias do parénquima hepatico necrosado (N) ao pancreas (Pa), intestino
(IN) e tecido adiposo visceral (setas), constituidas por tecido de granulagéo (*). H&E. Barra = 2000um;
d) Maior aumento da figura anterior mostrando tecido de granulagéo (*) junto aos &cinos pancreaticos
(setas) e a area de necrose (N). H&E. Barra = 100um.
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Figura 4: Figado de hamster inoculado com a Entamoeba dispar. a) In6culo com a cepa MCR, 12
DAIl. AHA (A) em reparagao, circundado por alguns focos inflamatérios (Setas). Parénquima hepatico
ndo necrosado (P). Hematoxilina e Eosina (H&E). Barra = 500um; b) Maior aumento da figura anterior
mostrando detalhes do tecido de granulagdo. Fibrose (*), capilares neoformados (cabecgas de seta),
macréfagos xantomizados (setas curtas) e infilirado inflamatério constituido por granulécitos e
linfocitos. (H&E). Barra = 50um; c) In6culo com a cepa ICS, 12 DAl. AHA (A) em reparagéao,
circundado por alguns focos inflamatérios (Setas). Parénquima hepatico ndo necrosado (P). (H&E).
Barra = 1000pum; d) Maior aumento da figura anterior mostrando detalhes do tecido de granulagéo
constituido principalmente por macréfagos, fibroblastos e capilares neoformados (cabegas de seta).
(H&E). Barra = 50pm.
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Figura 5 - Figado de hamsters inoculados com a Entamoeba dispar da cepa MCR e eutanasiados 12 dias
apos a infecgdo (DAI): a) Necrose de liquefagdo (N) circunscrita por dreas basofilicas constituidas por debris
celulares (*). Zona de hemorragia (H) e trombo venoso (T). Parénquima hepatico ndo necrosado (P). Espagos
porta (setas). Hematoxilina & Eosina (H&E). Barra = 500um; b) Maior aumento da figura anterior evidenciando
a area de debris celulares (*) que circunda a zona de necrose (N). Parénquima hepatico nao necrosado (P). Espago
porta (seta). H&E. Barra = 200um; ¢) Maior aumento da figura anterior evidenciando a presenga de grande
numero de trofozoitos (cabegas de seta) as margens da zona de debris celulares (*) e também junto a area de
necrose (N). H&E. Barra = 100pm.
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Figura 6 - Figado de hamster inoculado com a Entamoeba dispar: a) Inéculo com a cepa MCR.
Eutanasia com 12 dias ap6s a infecgdo (DAI). Microabscesso (setas) e hepatécitos aumentados de
volume, com vacuolos citoplasmaticos claros e nlcleo empurrado para a periferia, caracterizando
esteatose hepéatica (cabecas de seta). Hematoxilina & Eosina (H&E). Barra = 50um; b) Inéculo com a
cepa ICS, 8 DAI. Focos inflamatérios (setas) proximos a abscesso hepatico amebiano - AHA (A).
Parénquima hepatico ndo necrosado (P). H&E. Barra = 1000um; ¢) Maior aumento da figura anterior
mostrando abscesso hepatico amebiano (A), areas de inflamacéo difusa (*) e focal (seta). H&E. Barra
= 200um; d) Maior aumento da figura anterior mostrando area de inflamagéo difusa, caracterizada por
infiltrado inflamatério misto, constituido por neutréfilos, macréfagos, eosinéfilos e linfocitos. H&E. Barra
=50um.
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Figura 7 - Figado de hamster inoculado com a Entamoeba dispar e eutanasiado 8 dias apés a infecgédo
(DAI): a) Inéculo com a cepa ICS. Granuloma composto por zona central de necrose de liquefagéo (N) e
areas de calcificagcdo (cabegas de seta), envolta por debris celulares (&), grande nimero de trofozoitos
(setas) e palicada de macrofagos xantomizados (*). Externamente, infiltrado inflamatério (#) envolve a
palicada de macréfagos. H&E. Barra = 200um; b) Maior aumento da figura anterior mostrando o infiltrado
inflamatério misto (#) composto por neutréfilos, macréfagos, eosindfilos e linfocitos, paligada de macréfagos
xantomizados (setas) e debris celulares (&) com grande numero de trofozoitos (cabegas de seta). H&E Barra
= 50pm; c) AHA (A) produzido pela cepa ADO, circunscrito por infiltrado inflamatério (*). Nota-se ainda a
presencga de zonas de esteatose hepatica (E). Espaco porta (seta). H&E. Barra = 500um; d) Maior aumento
da figura anterior mostrando inflamagéo crdnica granulomatosa cujo infiltrado inflamatério (IN) é constituido
por células gigantes (cabegas de seta), as vezes contendo em seu interior material granuloso e basofilico
fagocitado, tratando-se de calcificagdo e, neutrdfilos, macréfagos e linfocitos. Nota-se a presenga de
hepatécitos aumentados de volume e com vacuolos citoplasmaticos, caracterizando esteatose hepatica
(setas). Macréfagos com hemossiderina (seta curta). H&E. Barra = 50um.
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Figura 8 - Figado de hamster inoculado com a Entamoeba dispar da cepa MCR e
eutanasiado 12 dias apés a infecgdo (DAI): a) Parénquima hepatico mostrando extensas
areas de degeneracdo (*). Focos necrético-inflamatérios originando necrose em ponte (setas).
Hematoxilina & Eosina (H&E). Barra = 200 ym; b) Maior aumento da figura anterior mostrando
grande quantidade de hepatécitos com degeneragédo hidropica (cabecas de seta) e esteatose
(setas curta). Focos necrético-inflamatérios originando necrose em ponte (setas). H&E. Barra =
100um; c) Ver panoramica desta imagem na figura 2d. Trombo venoso, misto e parietal (T) junto
a zona de necrose de liquefacéo (N). Parénquima hepatico ndo necrosado (P). H&E. Barra =
200um; d) Maior aumento da figura anterior mostrando detalhes do trombo. Varios trofozoitos
(cabegas de seta) em meio a rede de fibrina (*). H&E. Barra = 50um.
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Figura 9: Figado de hamster inoculado com a Entamoeba dispar: a) In6culo com
a cepa VEJ, 16 DAI. Fibrose portal (*) caracterizada por pequeno alargamento do
espacgo portal, de aspecto estrelado, com emissdo de delgados e curtos septos
fibrosos (cabegas de seta). Parénquima hepatico ndo necrosado (P). Hematoxilina e
Eosina (H&E). Barra = 100um; b) Maior aumento da figura anterior mostrando a
fibrose portal com pequeno alargamento do espago portal (*). Hepatécito (seta curta)
e epitélio ductal (seta branca) em atividade regenerativa. Célula gigante (seta), com
material calcificado fagocitado e, macr6fagos com hemossiderose (cabegas de seta).
(H&E). Barra = 20um; c) Inéculo com a cepa ADO, 8 DAI. Alargamento fibroso do
espagco portal (*) com formagao de septos que ligam os tratos portais entre si (cabecas
de seta). (H&E). Barra = 100pum; d) Maior aumento da figura anterior mostrando
detalhes do alargamento fibroso do espaco porta (*), com formagéo de septos fibrosos
(setas curtas). Muitos hepatécitos com atividade regenerativa (cabegas de seta).
Esteatose hepatica (E) e grande numero de macréfagos com hemossiderose (#).
(H&E). Barra = 50um
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