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RESUMO

As amebas do género Acanthamoeba sdo protozoarios de vida livre considerados
patdgenos oportunistas, pois em algumas situacdes podem causar graves infeccoes
em humanos. Além de infec¢Bes encefdlicas graves e quase sempre fatais,
Acanthamoeba também esta associada a uma infeccdo progressiva da cérnea, a
ceratite por Acanthamoeba. Atualmente, admite-se que existem linhagens
patogénicas e nédo patogénicas de Acanthamoeba, as quais podem ser classificadas
por métodos moleculares e testes biologicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar
comparativamente trés cepas de Acanthamoeba de trés diferentes grupos
morfolégicos e genoétipos, em relacdo a um teste de patogenicidade in vitro
(eritrofagocitose) e em modelo experimental de ceratite amebiana em ratos Wistar.
Culturas axénicas de duas cepas isoladas de paciente com ceratite (cepa Krt2 grupo
[l/gendtipo T4, cepa PEN grupo lll/genédtipo T5) e de uma cepa ambiental (SoAl
grupo l/gendtipo T17), foram utilizadas. Uma cultura da cepa Krt2 associada a
Escherichia coli letalmente irradiada também foi incluida nos experimentos. No
ensaio in vitro, trofozoitos foram interagidos com eritrocitos humanos na proporcéo
1:100 por 20 minutos. As médias de eritrofagocitose foram 25,3%, 11,3%, 0,33% e
11,3% para as amostras Krt2, PEN, SoAl e Krt2+E.coli Irrad, respectivamente. No
ensaio in vivo, foram realizadas inoculacdes intraestromal de 2,5 x 10* trofozoitos
das 4 diferentes culturas em ratos Wistar e avaliada a infectividade, investigando-se
ainda a natureza das lesfes e a presenca de amebas, por meio de histopatologia e
imuno-histoquimica. Somente a cepa SoAl foi capaz de causar lesdo na cérnea de
2 ratos (n=9), com graus 1 e 3, tendo um deles desenvolvido ceratite ulcerada. As
lesdes foram caracterizadas por processo inflamatorio tipico de infeccdes por
Acanthamoeba. Soro hiperimune produzido em rato Wistar com antigenos de cepa
de gendtipo T4 foi utilizado em técnica imunocitoquimica, que confirmou a marcacao
de trofozoitos. Nos cortes histoldgicos, ndo foram visualizados cistos. Grande
guantidade de restos antigénicos imunorreativos de Acanthamoeba foi observada
nos dois ratos com ceratite, sugerindo que o processo inflamatério encontrava-se em
resolucdo da infeccdo. Em concluséo, Acanthamoeba é capaz de fagocitar eritrocitos
humanos em baixa intensidade e o modelo de Ceratite por Acanthamoeba em ratos
Wistar apresentou baixa taxa de infeccdo nas condi¢cdes adotadas neste trabalho.
No entanto, foi possivel demonstrar a capacidade de Acanthamoeba de grupo |
gendtipo T17 de causar infeccBes em cornea e estabelecer a eficiéncia de método
imunocitoquimico e imuno-histoquimico para marcacdo de Acanthamoeba, com
perspectivas de padronizacéo para diagnostico.

Palavras chave: Acanthamoeba, Eritrofagocitose, Ceratite experimental, Ratos
Wistar, Imuno-histoquimica.



ABSTRACT

Amoebas of the genus Acanthamoeba are free-living protozoa considered
opportunistic pathogens, since in some situations they can cause serious infections
in humans. Besides a severe and usually fatal brain infection, Acanthamoeba is also
associated to a progressive corneal infection, the Acanthamoeba keratitis (AK).
Currently, pathogenic and non-pathogenic strains are recognized among samples of
Acanthamoeba, which can be classified by molecular methods and biological tests.
The objective of this work was to evaluate three Acanthamoeba strains from three
different morphological groups and genotypes through an in vitro pathogenicity test
(erythrophagocytosis) and an experimental model of amoebic keratitis in Wistar rats.
Three axenic cultures of strains isolated from a patient with keratitis (Krt2 group Il /
T4 genotype, PEN group Il / TS5 genotype) and from the environment (SoAl group | /
T17 genotype) were used. Krt2 strain associated with lethally irradiated Escherichia
coli was also included in the experiments. In the in vitro assay, trophozoites were
interacted with human erythrocytes in 1:100 ratios for 20 minutes. The mean values
of erythrophagocytosis were 25.3%, 11.3%, 0.33% and 11.3% for Krt2, PEN, SoAl
and Krt2 + E. coli Irrad samples, respectively. In the in vivo assay, intrastromal
inoculations of 2.5 x 10* trophozoites in Wistar rats were performed. The infectivity of
each sample was determined, as well as the nature of the lesions and the presence
of amoebas, which were investigated by histopathology and immunohistochemistry.
Only SoAl strain caused corneal lesions in two rats (n=9). The lesion grades were 1
and 3 and the rat with more severe lesion developed ulcerated keratitis. The lesions
were characterized by an inflammatory process typical of Acanthamoeba infections.
Hyperimmune serum produced in Wistar rat with antigens of a T4 genotype strain
was used in immunocytochemical technique, which confirmed the labeling of
trophozoites. In the histological sections, cysts were not seen. A large amount of
Acanthamoeba immunoreactive antigenic residues were observed in both rats with
keratitis, suggesting that the inflammatory process was in resolution of the infection.
In conclusion, Acanthamoeba is able to phagocyte human erythrocytes at low
intensity and the Acanthamoeba keratitis model in Wistar rats presented a low
infection rate under the conditions adopted in this study. However, the ability of
Acanthamoeba group | genotype T17 to cause corneal infections was showed in this
study, which also allowed to establish the efficiency of immunocytochemical and
immunohistochemical method, with prospects to be used for standardizing a
diagnostic test.

Key words: Acanthamoeba, Erythrophagocytosis, Experimental keratitis, Wistar rats,
Immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

As amebas de vida livre (AVL) sé@o protozoarios distribuidos amplamente na
natureza, tanto em ambientes naturais como artificiais. No decorrer das ultimas
décadas as AVL ganharam atencdo dos pesquisadores, devido aos diversos papéis
no ecossistema e por causarem infec¢des graves em seres humanos, bem como em
animais (SIDDIQUI; KHAN, 2012). Por sua capacidade de viverem em vida livre no
ambiente e eventualmente atuarem como organismos oportunistas, sdo conhecidos
como anfizéicos (LORENZO-MORALES et al., 2013).

As AVL capazes de causar infeccdes em seres humanos sédo as espécies do género
Acanthamoeba, Naegleria fowleri, Balamuthia mandrillaris e Sappinia pedata. Séo
causadoras de raras infeccbes encefalicas, que podem ter evolugéo rapida como as
causadas por N. fowleri, ou de curso crbnico, geralmente associado a
imunodepressédo, como determinadas pelas demais amebas. Uma alta letalidade é
observada nessas infec¢oes (VISVESVARA; MOURA; SCHUSTER, 2007).

De todas as AVL, Acanthamoeba €é considerada a mais frequente no ambiente e,
portanto, com maior contato com o ser humano (HOFFMANN; MICHEL, 2001). Além
das infeccBes encefalicas, Acanthamoeba é causadora da ceratite amebiana (CA),
uma grave infeccdo da cérnea, em que a frequéncia de casos tem aumentado nos
altimos anos devido ao crescente numero de usuarios de lentes de contato
(RADFORD; MINASSIAN; DART, 2002).

Dentre os fatores mencionados que levam a ocorréncia de CA, a linhagem de
Acanthamoeba tem sido considerada importante. Essas amebas séo classificadas
em genotipos com base na sequéncia de fragmentos 18S rRNA, sendo que 0 T4 é o
mais associado a casos de infec¢bes (STOTHARD et al., 1998; SCHROEDER et al.,
2001; BOOTON et al., 2005; CORSARO; VENDITTI, 2010; MACIVER et al., 2013).
Algumas propriedades fisiologicas de diferentes isolados tém sido investigadas em
testes in vitro, que parecem ter associagdo com genotipos mais patogénicos,
conforme mostrado em diversas publicacbes (SHUSTER; VISVESVARA, 2004,
KHAN; TAREEN, 2003; LORENZO-MORALES et al., 2005; POSSAMAI et al., 2018).
Testes in vivo, com modelos animais, também tém sido empregados para avaliacao
da patogénese da CA (LARKIN; EASTY, 1991; POLAT, 2007) e como modelos para
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avaliacao diagnostica (COSTA et al., 2017) e de medicamentos (VASSENEIX et al.,
2006). No entanto, ndo h& dados que comparem a progressao e gravidade da CA

frente aos diferentes grupos e gendétipos.

A proposta desse trabalho foi a de comparar trés cepas de Acanthamoeba de trés
diferentes grupos e genoétipos quanto a sua capacidade de realizar eritrofagocitose
(teste in vitro) e de causar ceratite em modelo experimental animal (teste in vivo). A
estratégia experimental para o ensaio “in vitro” foi interagir eritrocitos humanos com
trofozoitos das cepas, avaliando o indice de eritrofagocitose. Para 0 ensaio in vivo,
foi avaliada a infectividade em ratos Wistar inoculados pela via intraestromal com
diferentes cepas de trofozoitos, investigando-se ainda a natureza das lesfes e o

parasitismo, por meio de histopatologia e imuno-histoquimica, respectivamente.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 O género Acanthamoeba: histérico e classificagao

As amebas do género Acanthamoeba foram primeiramente descritas em 1930 por
Castellani em culturas da levedura Cryptococcus pararoseus (CASTELLANI, 1930).
O pesquisador encontrou essas formas como contaminantes nas culturas desse
fungo e inicialmente a denominou Hartmannella castellanii (CASTELLANI, 1930;
DOUGLAS, 1930). Por algum tempo houveram discussdes sobre a divisdo dos
géneros Hartmanella e Acanthamoeba e sua diferenciacdo morfologica, até que
Pussard (1966) e Page (1967) ambos admitiram os géneros e a denominagéao de
Acanthamoeba castellanii para as amebas descritas em 1930. Segundo o0s autores,
a morfologia do cisto e a presenca de acantopdodios seriam critérios suficientes para

identificar Acanthamoeba.

Ja na década de 70, a diversidade dentro do género Acanthamoeba ficou evidente e
foi proposta uma classificacdo em 3 grupos com base na morfologia dos cistos. Na
tentativa de organizar o niumero crescente de isolados pertencentes a este género,
Pussard e Pons (1977) subdividiram 18 espécies de Acanthamoeba em trés grupos
morfolégicos distintos (I, Il, Ill), proposta admitida por outros autores (DE
JONCKHEERE, 1987; PAGE, 1988).

As espécies definidas no grupo morfologico | sdo representadas por espécies
consideradas nao patogénicas até entdo, como A. astronyxis, A. comandoni, A.
echinulata. Apresentam cistos grandes (didametro médio = 18 ym) que se destacam
pela forma estrelada do endocisto e ectocisto bem separado/evidente, de aspecto
liso (MARCIANO-CABRAL; CABRAL, 2003; QVARNSTROM; NERAD;
VISVESVARA, 2013).

O grupo Il abriga a maioria das espécies de Acanthamoeba, sendo elas A.
mauritaniensis, A. castellanii, A. polyphaga, A. quina, A. divionensis, A. triangularis,
A. lugdunensis, A. grijffini, A. rhysodes e a A. paradivionensis. Seus cistos
apresentam tamanho médio com didmetro < 18 um, ectocisto rugoso e endocisto

com forma variada, desde estrelada, oval, triangular ou quadrangular (KHAN, 2006).

No grupo lll estdo as espécies como a A. palestinensis, A.culbertsoni, A. royreba, A.

lenticulata e A. pustulosa, e as caracteristicas peculiares cisticas de diametro medio
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geralmente < 18 um, se diferenciam pelo endocisto, que varia de poligonal a oval e 0
ectocisto liso, justaposto ao endocisto (KHAN, 2006; VISVESVARA; MOURA;
SCHUSTER, 2007).

Para muitos autores, o critério morfologico para identificacdo das espécies de
Acanthamoeba €& muito subjetivo, porque as caracteristicas dos cistos sé&o
influenciadas pelas condigbes ambientais e de cultivo. Entretanto, mesmo
controlando as condicfes de cultivo e de encistamento, relata-se que diferentes
espécies apresentam aspectos similares em seus cistos e que em cultivos
monoclonais observam-se tais estruturas morfologia variavel (STRATFORD;
GRIFFITHS, 1978; VISVESVARA, 1991).

Posteriormente, outras técnicas foram sendo pesquisadas para determinar a
diversidade com maior precisdo, dentro do género Acanthamoeba, como perfil de
isoenzimas (DE JONCKHEERE, 1983), polimorfismo de comprimento de fragmento
de restricdo (RFLP) (BOGLER et al.,, 1983), perfil de acidos graxos (COSTAS;
GRIFFITHS, 1984).

Em 1996, uma abordagem alternativa ao sequenciamento do 18S rRNA de
Acanthamoeba foi executada. A dissimilaridade de sequéncia maior que 5% foi para
determinar 4 genoétipos, denominados T1 a T4 (GAST et al, 1996).
Subsequentemente, outros 15 gendtipos foram relatados, resultando nos tipos T1 a
T19 (CORSARO; VENDITTI, 2010; GAST, 2001; HEWETT et al., 2003; HORN et al.,
1999; LANOCHA et al.,, 2009; MAGNET et al., 2014; NUPRASERT et al., 2010;
QVARNSTROM et al., 2013). Mais recentemente, foi designado o gendétipo T20
(FUERST; BOOTON; CRARY, 2015; CORSARO et al., 2015, 2017).

Atualmente, embora a classificacdo nos grupos I, Il e Ill ainda seja usada
especialmente nos trabalhos de triagem ambiental (POSSAMAI et al., 2018;
CORSARO et al., 2015; QVARNSTROM et al., 2013), a classificagdo em genadtipos é
sempre adotada, quando se isola uma nova linhagem do ambiente ou de casos de
infeccdo. A Figura 1 descreve o0s principais eventos na classificacdo de
Acanthamoeba em ordem cronolégica desde sua descoberta até os avancos

recentes.
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« Amebas descobertas por « Divisdo dos géneros « Proposta classificagéo em 3 « Critérios morfolégicos das
Castellani,nomeadas Hartmannella e grupos com base na espécies subjetivos,
Hartmannella castellarii Acanthamoeba em morfologia dos cistos, caracteristica dos cistos

Acanthamoeba castellanii devido diversidade do influenciados pelas
- Morfologia do cisto e género. diferentes condigées
presenca de acantopodios, « Subdivisao das 18 espécies ambientais e de cultivo
critérios suficientes para de Acanthamoeba em trés
identificar Acanthamoeba grupos morfolégicos
distintos (1, II, I1I)
Castellani (1930); Pussard (1966); Page (1967) Pussard and Pons (1977); Stratford and Griffiths (1978)

Douglas (1930)

Stratford and Griffiths (1978[

« Surgimento de outras « Sistema tipo T baseado em « lIdentificagéo de outros 15 « |dentificagéo do genétipo
técnicas para estudar a 18S rRNA utilizado para genotipos até T19 T20
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Figura 1 - Principais eventos cronolégicos na classificagcdo de Acanthamoeba desde a primeira
descoberta em 1930

2.2 Distribuicao, morfologia

As AVL do género Acanthamoeba sdo as mais frequentemente isoladas em
amostras ambientais diversas e encontradas em uma variedade de locais naturais e
artificiais (Figura 2). Sdo consideradas cosmopolitas estando presentes em rios,
lagos, piscinas e agua de abastecimento publico (ARMSTRONG, 2000). Também
foram isoladas de pombos, peixes de agua doce, bem como em outros animais
saudaveis, doentes ou mortos. Por exemplo, em pesquisa recente, as visceras de
répteis capturados nas llhas Canarias (Tenerife, Espanha) foi detectado a presenca
de Acanthamoeba. Com base no exposto, € amplamente aceito que AVL sao
onipresentes no meio ambiente e que geralmente esses organismos estdo em
constante contato com o ser humano (HOFFMANN; MICHEL, 2001).

Segundo Cursons e colaboradores (1980), a exposi¢cdo comum dos seres humanos
a este organismo foi demonstrada pela determinacéo de titulos de anticorpos anti-
Acanthamoeba em populagbes saudaveis. Uma pesquisa com individuos
assintomaticos na Nova Zelandia verificou que os soros de 100% dos individuos
testados continham anticorpos com titulos que variavam de 1:20 a 1:80 para
Acanthamoeba (CURSONS et al., 1980).Tal fato leva ao questionamento da baixa
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incidéncia das infecc¢des, sugerindo que o sistema imunolégico do hospedeiro seja
um fator importante na ocorréncia e desenvolvimento da doencga. Outros estudos

mostraram que 50 a 100% de individuos com niveis séricos de IgG e IgA normais
possuiam anticorpos contra antigenos de Acanthamoeba (CERVA, 1989; CURSONS

et al., 1980).
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Figura 2 - A Acanthamoeba foi isolada de ambientes naturais, artificiais e tecidos humanos.
Fonte: Adaptado de KHAN, 2015, p. 67.
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Acanthamoeba apresenta duas formas evolutivas em seu ciclo de vida: cisto e
trofozoito. O cisto é a forma de resisténcia que permanece viavel por longos anos no
ambiente quando as condi¢cdes do meio sdo desfavoraveis ao metabolismo (KHAN;
TAREEN, 2003). O cisto mede cerca de 13 a 20 um, sendo que estes valores podem
variar de uma espécie para outra. Quando maduro, apresenta uma parede cistica
resistente, com uma camada mais externa, 0 ectocisto, composto de uma
combinacdo de proteinas e polissacarideos, e uma mais interna o endocisto
usualmente espesso, com formato radiado, poligonal, redondo ou oval e composto
de celulose (MOON et al., 2014).

A forma de Acanthamoeba conhecida como trofozoito mede de 14 a 40 ym de
diametro, sdo formas ativas que se alimentam de matéria organica, outros
microrganismos e se dividem por fissdo binaria. Em condi¢cbes adversas, como a
falta de alimentos, extremos de temperatura, pH e osmolaridade ou dessecacéo, 0s
trofozoitos se diferenciam em cistos (KHAN, 2003; MARCIANO-CABRAL; CABRAL,
2003). Podem mudar suas formas devido a movimentos pseudopodiais, de onde
emergem estruturas em formas de espinhos, chamados acantopdédios, importantes
para a alimentacdo e movimento celular. A célula exibe nudcleo com seu grande
nucléolo central, possui uma extensa rede de reticulo endoplasmético com
ribossomos ligados. O citoplasma apresenta um grande nimero de vacuolos, entre
0S quais, um de natureza contratil, responsavel pelo controle osmaético da célula, e
os demais de natureza digestiva (KHAN, 2006; VISVESVARA; MOURA,
SCHUSTER, 2007; EDAGAWA et al., 2009).

A importancia clinica de Acanthamoeba se estabeleceu tanto por sua capacidade de
albergar outros organismos patogénicos quanto por ser causadora de doencgas.
Diversos patdgenos tém sido encontrados no interior de trofozoitos, como bactérias
Gram positivas quanto negativas, com preferéncia ao segundo grupo (BOTTONE et
al., 1994). O papel de Acanthamoeba em agir como reservatérios biolégicos para
patdgenos bacterianos sdo de grande importancia (GREUB; RAOULT, 2004).
Portanto, € uma preocupacdo para saude publica, como patégenos humanos e a
capacidade de abrigar outros microrganismos, permitindo que proliferem, isolando-
os do sistema imunolégico do hospedeiro e da acdo de drogas, bem como sua
dispersao no ambiente (KHAN; SIDDIQUI, 2014).
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2.3 Importancia clinica de Acanthamoeba

Como causadora de doencas, Acanthamoeba €& responsavel por um tipo de
encefalite quase sempre fatal, a Encefalite Amebiana Granulomatosa (EAG) e pela
infeccdo de cornea conhecida como ceratite por Acanthamoeba ou ceratite

amebiana (CA), explicitada na sec¢édo posterior (2.4).

A EAG também é causada por outra espécie de AVL, Balamuthia mandrillaris e
apresenta indice de mortalidade superior a 90%. A doenca acomete
predominantemente individuos imunocomprometidos, tais como os portadores de
HIV/AIDS, diabéticos descompensados e pacientes transplantados (VISVESVARA;
MOURA; SCHUSTER, 2007). As vias de entrada da Acanthamoeba incluem o trato
respiratorio baixo, que determina infec¢cdes pulmonares prévias e por lesdes na pele,
em um quadro conhecido como Acantamebiase cutanea. Por disseminacao
hematogénica, as amebas acessam o sistema nervoso central (SNC) atravessando
a barreira hematoencefélica, especificamente pelo revestimento endotelial dos
capilares cerebrais (MARCIANO-CABRAL; CABRAL, 2003; KHAN, 2008;
MARTINEZ, 1991).

A evolucdo da doenca € usualmente fulminante e geralmente o diagnostico sé €
alcancado apos necropsia, por analise do liquido cefalorraquidiano ou do préprio
tecido cerebral, através da analise microscépica das formas trofozoiticas (DIAZ,
2010; DA ROCHA-AZEVEDO; TANOWITZ; MARCIANO-CABRAL, 2009).

O tratamento da EAG é extremamente problematico devido aos sintomas
inespecificos e a falta de um bom teste diagndstico confidvel. Além disso, a
modalidade de manejo ideal permanece incerta. Varios farmacos demonstraram
atividade in vitro contra a Acanthamoeba e o tratamento obteve sucesso em alguns
pacientes quando usados sozinhos ou em combinacdo: rifampicina, azois
(fluconazol, itraconazol, voriconazol), isotionato de pentamidina, sulfadiazina,
flucitosina, azitromicina, miltefosina e caspofungina (SHUSTER; VISVESVARA,
2004; MARCIANO-CABRAL; CABRAL, 2003; MARTINEZ et al., 2010).

Acanthamoeba também € causadora de uma grave infeccdo ocular, que se
caracteriza pela inflamacéo da cornea e pode evoluir para perda parcial ou total da

visdo. As caracteristicas dessa infeccdo séo detalhadas na secao a seguir.
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2.4 Ceratite por Acanthamoeba
2.4.1 Caracteristicas epidemiolégicas

A ceratite amebiana ou ceratite por Acanthamoeba (CA) que, diferentemente da
EAG, nédo tem associagdo com hospedeiros imunodeprimidos ou debilitados, ocorre
basicamente em individuos imunocompetentes e sendo mais frequente em usuérios
de lentes de contato (SOUZA-CARVALHO et al., 2011; LORENZO-MORALES et al.,
2013; OMANA-MOLINA et al., 2013).

Os principais fatores que levam a CA sdo o uso de lentes de contato por longos
periodos; enxague de lentes de contato em solucbes ndo estéreis; a ma
higienizacdo dos estojos de lentes de contato, o que favorece a proliferacéo
microbiana e a formacao de biofilmes na superficie das lentes. As amebas também
podem contaminar a lente devido a atividades de natacdo enquanto se usa esse
acessorio ou ainda, devido a traumas na cornea em ndo usuarios de lentes. No caso
dos traumas na cérnea, agentes externos como particulas de solo, plantas ou
qualquer outro material carreiam as amebas, podendo desencadear 0 processo
infeccioso (SIDDIQUI; KHAN, 2012).

Os casos de CA diagnosticados tém aumentado drasticamente nos ultimos vinte
anos nos paises em desenvolvimento, correlacionando-se ao aumento do numero
de usuarios de lentes de contato. O numero estimado de CA é de 1,36 casos por
milh&o de lentes de contato nos Estados Unidos, ja na Inglaterra 17 a 21 casos por
milh&o. Por outro lado, na Franca, a CA é rara, com um caso por 30.000 lentes de
contato, mas sua incidéncia tem aumentado constantemente (SEAL, 2003;
BOURCIER; ZAMPHIR; CHAUMEIL, 2007). No Brasil, ndo ha estudos amplos sobre
a ocorréncia da infeccdo, porém a tendéncia de aumento vem sendo observada em
estudos realizados em Sao Paulo (CARVALHO et al., 2009). No Rio Grande do Sul,
pesquisas tém sido realizadas em espécies de Acanthamoeba provenientes de uma
variedade de fontes de agua, conhecidas por causar CA e EAG em humanos
(CAUMO; ROTT, 2011).

Normalmente, a maioria dos casos de CA € unilateral, entretanto, ha relatos raros de
casos descritos em que h& comprometimento bilateral (OBEID et al., 2003;
WILHELMUS et al., 2008; DI CAVE et al., 2009; KIM; KIM, 2009). E importante
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ressaltar a importancia do trauma na cérnea como pré-requisito da CA, em
portadores ou ndo de lentes de contato, uma vez que as corneas integras ndo
propiciam o desenvolvimento da infeccdo. As lentes, particularmente, desencadeiam
micro traumas que servem como porta de entrada (NIEDERKORN et al., 1999).
Considerando esses aspectos, pode-se evitar a CA por meio da prevencdo pela
educacgédo dos usuérios de lentes de contato: (i) as lentes de contato e seus estojos;
(i) tanto as lentes quanto seus estojos devem ser trocadas regularmente; (iii) nao
usar lentes de contato ao se banhar em lagoas, rios, mar, banheira de
hidromassagem (iv) ndo usar lentes de contato ao praticar esportes aquéticos
(VISVESVARA; SCHUSTER, 2008; LORENZO-MORALES et al., 2015).

O gendtipo T4 € o mais encontrado nessas infec¢des, seguido pelos gendtipos T3 e
T11 que séo considerados parentes proximos de T4 e sdo o segundo e o terceiro

mais frequentemente associados a CA respectivamente (MACIVER et al., 2013).

2.4.2 Apresentacdo clinica, diagnéstico e tratamento

Clinicamente os sintomas da infeccdo de CA estdo ligados a invasdo e a
degradacdo dos componentes da cOrnea, ocasionando uma infecgdo progressiva
caracterizada por dor intensa, vermelhidao da conjuntiva, edema, sensacao de corpo
estranho, fotofobia e lacrimejamento (MARCIANO-CABRAL; CABRAL, 2003;
KINNEAR, 2004; LORENZO-MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015; CARNT;
STAPLETON, 2016). A dor relatada em muitos casos € provocada pela ceratoneurite
radial, que corresponde ao contato de amebas com as células nervosas no estroma
da cérnea e nem sempre esta relacionada diretamente com a gravidade do quadro
clinico (CLARKE; NIEDERKORN, 2006a).

Inicialmente as amebas ficam restritas ao epitélio da cérnea, provocando erosdes
epiteliais puntiformes. Os sintomas da CA nessa fase em muito se assemelham aos
da ceratite causada por virus de herpes simples (HSV). O uso prévio de lentes de
contato associado a dor local intensa € um forte indicio de CA (KHAN, 2006;
VISVESVARA, 2010).

Mais tardiamente, as amebas invadem o estroma da coérnea, causando
anormalidades estromais como opacidade e inflamacao, provocadas pela presenca

de neutrdfilos, que geram um infiltrado em forma de anel tipico de uma CA avancada
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(Figura 3). Se nao diagnosticada precocemente e tratada prontamente, muitas
complicagbes podem se desenvolver na fase tardia da doenga, como ulceragéo
epitelial da cérnea, perfuracéo, perda da acuidade visual e, eventualmente, cegueira
com necessidade de enucleacéo e infecgcbes microbianas secundarias (MANNIS et
al., 1986; ILLINGWORTH et al., 1995; LORENZO-MORALES et al., 2013).

Figura 3 - Infecgdo ocular por Acanthamoeba: A. Olho humano normal (reimpresso com permissdo do National
Eye Institute) e B. Olho com ceratite por Acanthamoeba. O infiltrado estromal em forma de anel (seta) é uma
caracteristica da ceratite por Acanthamoeba.

Fonte: modificado de CLARKE; NIEDERKORN, 2006, p. 176.

Um dos pontos mais importantes no manejo da ceratite amebiana € 0 seu
diagnéstico e tratamento. Nas suas fases iniciais, a infeccdo pode ser confundida
com outras ceratites infecciosas, especialmente fungica e herpética (WALOCHNIK;
OBWALLER; ASPOCK, 2000). A CA entdo progride e 0s protozoarios que
inicialmente se instalam no epitélio da cornea, atingem o estroma, dificultando o
tratamento. A eficiéncia das drogas também é afetada pela transformacédo das
amebas em suas formas trofozoiticas para o estagio de cisto, que é mais resistente
(KHAN; SIDDIQUI, 2012).

O diagnostico adequado baseia-se na identificacdo de trofozoitos e cistos nas
amostras de raspagem e bidpsia da cornea infectada, além da analise das lentes de
contato e / ou de suas caixas (estojos). Porém, a analise de lentes e estojos €&
apenas indicativa de possibilidade de infeccdo por ameba, ndo podendo ser usada
como critério Unico de diagndstico (MARCIANO-CABRAL; CABRAL, 2003). Os
trofozoitos podem ser visualizados por coloracdo de raspagens de cérnea com
corantes hematoxilina-eosina ou com corantes mais especificos, como o branco de
calcofluor, que reage especificamente com as paredes celulésicas dos cistos. A

amostra pode ser semeada em meio apropriado para o isolamento e crescimento de
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Acanthamoeba, que consiste em agar semi-solido recoberto por bactérias
Escherichia coli inativada (NEFF, 1958; IKEDA et al., 2012).

A microscopia confocal in vivo surgiu como uma ferramenta nao invasiva que
também pode auxiliar no diagnostico. Nessa técnica, as amebas podem ser
visualizadas in situ no consultério oftalmolégico. Métodos moleculares como PCR, e
PCR em tempo real também tém sido usados e, geralmente, sdo mais sensiveis do
que as coloragdes e culturas especificas (VISVESVARA, 2010; TRABELSI et al.,
2012; IKEDA et al., 2012).

Os recursos utilizados na intervencao para infeccdes de espécies de Acanthamoeba
sdo empiricos, fundamentados em numerosas combina¢cbes de antimicrobianos
(LORENZO-MORALES et al., 2010; ROBERTS; HENRIQUEZ, 2010). Muitos deles
tém efeito sobre os trofozoitos, mas sdo pouco efetivos sobre os cistos, que podem
levar a recidiva da infeccdo (SHUSTER; VISVESVARA, 2004; DART; SAW;
KILVINGTON, 2009).

Dentre as varias variedades de drogas atualmente recomendadas para o tratamento
de CA, estdo clorexidina, polihexametileno biguanida (PHMB), isotionato de
propamidina (Brolene), isotionato de dibromopropamidina, neomicina, paromomicina,
polimixina B, clotrimazol e itraconazol. O recurso terapéutico da infeccdo ocular é
dificil e de longo prazo, utilizando normalmente dois medicamentos em combinacéo.
As drogas sdo de aplicacdo topica e pelo menos nos dias iniciais, devem ser
administradas de hora em hora, sendo que cada uma separadamente, resultando
em intervalos de aplicagdo de 30 minutos. Portanto, o paciente fica impossibilitado
inclusive de dormir durante a noite nesse regime terapéutico. Subsequentemente o
namero de aplicacdes por dia é reduzido, podendo durar varios meses, chegando a
um ano (SEAL, 2003; LORENZO-MORALES et al., 2010; TRABELSI et al., 2012).

Falhas no tratamento médico podem ocorrer, o debridamento (raspagem da leséo) e
/ ou a ceratoplastia penetrante (Transplante Lamelar de Cornea) vem sendo
utilizados, com bons resultados em alguns casos. A aplicacdo de esteroides é
comum, tanto para aliviar a dor como para diminuir a inflamacgao, particularmente
ap0s a ceratoplastia (SEAL, 2003, TRABELSI et al., 2012). Nao aderir ao
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tratamento pode levar a ulceracao da cérnea, com presenca de infiltrado no estroma,
perfuracéo e finalmente, perda da visdo (SAEED et al., 2009).

2.4.3 Fisiopatogenia da Ceratite por Acanthamoeba

A cornea € a parte mais externa do olho e é composta por cinco camadas distintas:
0 epitélio, a membrana de Bowman, o estroma, a membrana de Descemet e 0
endotélio (Figura 4). A membrana de Bowman, composta de colageno tipo IV,

separa o epitélio da cornea do estroma anterior.

O estroma consiste em varias camadas de ceratocitos que desenvolvem e mantém
uma matriz extracelular colagenosa, composta principalmente de colageno tipo |I.
Abaixo do estroma encontra-se a membrana de Descemet, composta por colageno
tipo IV e VIII numa matriz glicoproteica. O endotélio da cérnea é uma camada Unica

de células entre a membrana de Descemet e cAmara anterior.

Epitelio corneal

/

— - /«D_-u-m«_

. S ‘\‘ e —
R B
— Endotelio .

Figura 4 - Sec¢ao transversal da cdrnea

Fonte: Imagem adaptada de MEENEY; MUDHAR, 2013, p. 273.

Inflamacdes e infec¢cbes da cornea causadas por diversos microrganismos podem
deixar sequelas, ja que o0s agentes, como as amebas, acarretam opacidade do
tecido e, consequentemente, a diminuicdo da habilidade de enxergar (JONES;
LIESEGANG; ROBINSON, 1981).
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Para o desenvolvimento da ceratite por Acanthamoeba ha uma sequéncia de
eventos, que constitui uma cascata patogénica. As seguintes etapas podem ser
identificadas: adesédo as células ou superficies epiteliais, secrecdo de proteases, que
desorganizam estes tecidos e, por ultimo, fagocitose celular, (Figura 5) (CLARKE;
NIEDERKORN, 2006; CLARKE et al., 2012; VISVESVARA; MOURA; SCHUSTER,
2007).

A adesao epitelial e descamacédo sdo observadas pela secrecdo de substancias
citoliticas  (fosfolipases, proteases de serina, proteinases de cisteina,
metaloproteinases, ativadores de plasminogénio) por Acanthamoeba e sua acao
fagocitaria produzem uma acelerada descamacao das células epiteliais da cornea,

muitas das quais entram em apoptose.

A adesdo de Acanthamoeba ao epitélio € dependente, entre outros fatores, da
condicao fisiologica da cérnea. Em estudos com testes in vivo em animais com
cOrnea intacta, a infeccdo ndo pode ser estabelecida, porque é necessario que
ocorra um trauma para estabelecer a adesdo (NIEDERKORN et al., 1999). As
etapas de invasdo comecam quando uma proteina ligadora de manose (MBP-
Mannose Binding Protein) de 136 kDa da ameba reconhece as glicoproteinas de
manose na superficie do tecido epitelial (CLARKE; NIEDERKORN, 2006, GARATE
et al., 2006). A expressao dessas glicoproteinas reativada para Acanthamoeba é 1,8
vezes maior no tecido lesado do que no tecido sadio, o que facilita a adeséao e,
portanto, a invasdo (JAISON; CAO; PANJWANI, 1998).

A Invasdo estromal ocorre posteriormente a adesdo mediada pela MBP, a
Acanthamoeba produz um efeito citopatico que inclui a morte das células
hospedeiras, a degradacdo do epitélio da membrana basal e a matriz estromal,
penetrando assim nas camadas mais internas da cornea, produzindo um infiltrado

em forma de anel caracteristico, conforme ja mostrado na Figura 3 B.

A interacdo patdégeno-hospedeiro, mediada por MBP, induz a secrecao de proteases
gue atuam conjuntamente produzindo o efeito citopatico. A metaloproteinases
citotoxica (P3), por exemplo, foi descrita nessas amebas como dependente da
adeséao, ou seja, sua secrec¢ao € inibida se a adeséo ¢ evitada (CAO; JEFFERSON,;
PANJWANI, 1993). Outra protease bem descrita € a MIP-133, uma serino protease

induzida por manose com peso de 133 KDa e que apresenta atividade citotoxica
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(HURT et al, 2003; PANJWANI, 2010). Portanto, a transducdo de sinal
possivelmente mediada pelo dominio citoplasmatico da MBP que desempenha um
papel fundamental na regulacdo da secrecdo de proteinases citotoxicas
dependentes de contato. Acanthamoeba produz e secreta no meio, diversas outras
proteases que atuam na patogénese e apresentam variagdo tanto na quantidade

guanto na natureza, dependendo da cepa ou genétipo (KHAN et al., 2000).

(1] Adesao .

[2]Destruicso tecidual
[3] Rompimento da membrana de Bowman

Figura 5 - Cascata patogénica da ceratite por Acanthamoeba: 1. Adesdo 2. Producdo de
proteinase induzida por manose 3. Rompimento da membrana de Bowman e invasdo do estroma 4.
Producéo de protease 5. Ataque aos nervos cOrneos 6. Estabelecimento da infecgéao.

Fonte: Adaptado de CLARKE; NIEDERKORN, 2006, p. 176
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3. TESTES DE PATOGENICIDADE PARA Acanthamoeba

Conforme relatado anteriormente, a variabilidade dentro do género Acanthamoeba €,
atualmente, reconhecida pela existéncia de gendtipos distintos (POSSAMAI et al.,
2018; CORSARO et al., 2015; QVARNSTROM et al., 2013).

O filme lacrimal e as células epiteliais da cOrnea criam um ambiente que expde
microrganismos, como a Acanthamoeba, a condicbes de elevada osmolaridade,
decorrente a salinidade do filme lacrimal. Também s&o expostos a temperaturas e
também pH variaveis (KHAN, 2006; TRABELSI et al., 2012). Nesse sentido, diversos
estudos tém buscado associar a patogenicidade de isolados ou cepas com certas
caracteristicas fisiolégicas, analisadas em testes in vitro, principalmente a

termotolerancia, osmotolerancia e o efeito citopatico.

Para analise da termotolerancia analisa-se 0 crescimento do microrganismo
associada a temperatura corporal humana (37°C) ou temperaturas mais elevadas
(WALOCHNIK; OBWALLER; ASPOCK, 2000; KHAN; JARROLL; PAGET, 2001).
Grifiin (1972) e De Jonckheere (1980) verificaram que, para isolados de Naegleria e
Acanthamoeba, a patogenicidade esta relacionada a termotolerancia uma vez que
cepas fracamente ou ndo patogénicas sao incapazes de crescer em temperaturas

corporais normais ou elevadas.

Quanto a osmolaridade, testes in vitro demonstraram que Acanthamoeba
patogénicas sdo propicias a crescer e sobreviver a condicdes de alta pressao

osmoética no meio, como a 1 M de manitol (KHAN, 2006).

Outra caracteristica adotada é a capacidade das amebas dos diferentes isolados em
causar efeito citopatico (CPE) com a utilizacdo de linhagens celulares de mamiferos,
destruindo essas células. Alguns estudos mostram que existe uma associacao entre
CPE e potencial de causar doenca em animais de experimentacdo (CURSONS;
BROWN, 1978; DE JONCKHEERE, 1980).

Acredita-se que a quantidade e atividade de proteases extracelulares é outro dos
importantes fatores relacionados a patogenicidade dos isolados de Acanthamoeba,

ja que utilizam proteases para catalisar a hidrolise total de proteinas usadas como
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alimento e ajudar sua invaséo tissular do hospedeiro (LORENZO-MORALES; KHAN;
WALOCHNIK, 2015).

Capacidade e velocidade de encistamento também ja foram usadas como critério de
patogenicidade. Essa evidéncia € sustentada por resultados de testes in vitro que
demonstraram maior velocidade de crescimento e encistamento de amostras clinicas
em relacdo as do ambiente, sugerindo que poderiam estabelecer infeccdo mais
facilmente e persistir no hospedeiro (DA ROCHA-AZEVEDO; COSTA E SILVA-
FILHO, 2007).

A caracterizacdo da patogenicidade de Acanthamoeba por meio de sua capacidade
de interagir com eritrocitos humanos € relatada em raros estudos (RABINOVITCH,;
STEFANO, 1971; NACAPUNCHAI et al., 2005). Porém em outros microrganismos,
tal como na Entamoeba histolytica, é considerada um indicador importante de
viruléncia (OMS, 1969; CRAIG, 1944; WILCOEKS; MANSON-BAHR, 1972). E.
dispar, ameba considerada avirulenta em seres humanos e de morfologia similar a
anterior, fagocita eritrcitos in vivo e in vitro apenas ocasionalmente e em menor
quantidade quando comparada a E. histolytica (ZAMAN, 1970; LYNCH, 1924;

TYZZER; QUENTIN, 1938; BOETTNER et al., 2005).
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4 MODELOS EXPERIMENTAIS DE CERATITE AMEBIANA

Modelos animais sdo de grande importancia para compreender a patogénese de
diversas doencas, incluindo da Acantamebiase. Para essa infeccdo, o uso de
animais experimentais iniciou-se em 1975, na investigacdo de infeccdo encefalica
em primatas ndo humanos (WONG; KARR; BALAMUTH, 1975). Os trabalhos
seguintes ja partiram para a avaliacdo de modelos de CA, com o uso de coelhos em
que foi feita apoOs inoculacdo intraestromal e administracdo subconjuntival de
corticoides (FONT et al., 1981, 1982, citado em LARKIN; EASTY, 1990). Desde

entdo, varios estudos usando diferentes modelos animais vem sendo realizados.

Larkin e Easty (1990) foram os primeiros a estudar o modelo de CA em ratos, por
meio de inoculagbes intraestromal de Acanthamoeba, que resultaram em lesbes
semelhantes as observadas em humanos. Nesse estudo, foram relatadas opacidade
granular e infiltracdo superficial progressiva da cérnea, associada a vascularizacédo
discreta, mas sem perfuracdo e uveite anterior. Histologicamente, os autores
descreveram inflamacdo de intensidade variavel no decorrer do periodo de
observacéo e caracterizada pela infiltracdo de neutrofilos, macréfagos e linfécitos em

diferentes periodos de observacao, além de formas cisticas e trofozoiticas.

A resposta celular & CA, também foi estudada em ratos, evidenciando-se que o pefrfil
celular variava de neutréfilos no primeiro dia, para aumento gradativo da
predominéancia de macréfagos até o 7° dia, associados a linfocitos T (LARKIN;
EASTY, 1991). Badenoch et al (1990) também descreveram, além dos resultados
supracitados, neovascularizacao periférica, micro abscessos e hipépio. Contudo, em
seu estudo, utilizou a coinfeccdo com Corynebacterium, o que pode explicar a maior

gravidade aparente das lesdes.

Outro estudo utilizando ratos como modelo de CA foi o de Polat et al (2007), que
avaliou a dinamica do processo inflamatorio apds inoculacédo intraestromal de
trofozoitos obtendo achados semelhantes aos de Larkin e Easty (1991). Os autores
ressaltam que ratos permitem a avaliagdo clinica e histolégica da CA, independente

da imunossupressao por corticoides.
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O hamster chinés também tem sido usado como modelo de CA. Nos estudos de Van
Klink et al (1993), ndo foi possivel produzir a infec¢do por inoculacéo intraestromal e
injecdo intraconjuntival, deposicdo no fundo de saco conjuntival ou a aplicacdo
topica em superficie corneana, ainda que esta estivesse lesada. Contudo, esse
modelo foi eficiente no desenvolvimento da doenca apds aplicacdo de lente de
contato carreada com amebas, a uma superficie lesada. E um modelo que retrata
bem a situacédo entre os humanos, que é a ocorréncia de micro lesbes da cornea
causadas pelo uso de lentes de contato. Cabe ressaltar que as lesdes clinicas e
histologicas observadas foram semelhantes aquelas descritas por Larkin; Easty
(1991), embora haja o relato de predominancia de infiltrado neutrofilico neste modelo
(VAN KLINK et al., 1993).

A ceratite por Acanthamoeba induzida por lente de contato carreada com amebas
em modelo suino foi bem-sucedida conforme estudo de HE et al (1992). Esses
autores demonstraram infiltrados caracteristicos em forma de anel, microcistos
epiteliais e adelgacamento estromal com alargamento aquoso e precipitado
ceratiticos e ocorréncia de neovascularizacdo. As caracteristicas clinicas e
histopatologicas foram similares a infeccdo em humanos, porém observou-se a

caracteristica de autolimitacdo da infeccdo associada com cicatrizagdo residual.

Em coelhos, a indugdo de CA mostrou-se ineficiente pela utilizacdo das lentes de
contato contaminadas (HE et al., 1992). Contudo, Font et al (1991, 1992) e Cote et al
(1991) relatam sucesso apoés inoculacao intraestromal direta de A. castellanii.

Visando estabelecer modelos animais mais verséateis, de baixo custo e facil
manipulagéo, Ren e Wu (2010) avaliaram as vantagens, limites e faixa de adaptagao
de cada método de inducdo da CA. ApoOs analises clinica, laboratorial e
anatomopatolégica e comparacdo entre ratos e camundongos, 0s autores
demonstraram que ratos sdo os modelos de preferéncia devido a baixa taxa de
mortalidade e cdrneas maiores para inoculagdo. Quanto a métodos de infeccdo, a
utilizacdo de lente de contato contaminada induziu lesbes de forma moderada,
enquanto que a inoculacdo intraestromal foi o mais eficaz para este modelo (REN;
WU, 2010).
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A literatura mostra estudos que utilizam somente grupos e gendtipos capazes de
causar CA, como Acanthamoeba do gendtipo T4 ou previamente isoladas de casos
clinicos. A capacidade de amostras de outros grupos e genétipos em causar CA nao
tem sido investigada. Nesse sentido, € importante conhecer o potencial de cepas de
outros grupos e genotipos, que nao grupo ll/gendtipo T4, em causar CA. Nesse
trabalho, pretende-se realizar uma avaliacdo comparativa entre grupos e genétipos
distintos de Acanthamoeba, em relacdo a sua capacidade de causar ceratite
amebiana em modelo animal. Abordagens histologicas e histoquimicas foram
incluidas nas analises, para investigar possiveis diferencas no padrdo de
desenvolvimento das infec¢cdes. Adicionalmente, prop0s-se realizar essa
comparagcdo com um teste in vitro, a eritrofagocitose, raramente testada para

Acanthamoeba.
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5 OBJETIVOS
5.1 Geral

Comparar Acanthamoeba pertencente a trés grupos e gendtipos distintos por meio

de testes de avaliacdo de patogenicidade in vitro e in vivo.

5.2 Especificos

e Avaliar e quantificar a capacidade de Acanthamoeba de realizar
eritrofagocitose in vitro;

e Avaliar a infectividade e o grau macroscopico de ceratite amebiana em ratos
inoculados por via intraestromal com trofozoitos de Acanthamoeba;

e Avaliar qualitativamente as lesGes de cornea por técnica histologica;

e Auvaliar a presenca de trofozoitos e de antigenos de Acanthamoeba “in situ” por

técnica imuno-histoquimica.
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6. MATERIAIS E METODOS
6.1 Cultivo de Acanthamoeba

Trés isolados utilizados neste trabalho foram gentilmente cedidos pela Prof2. Dra.
Cinthia Furst Leroy Gomes Bueloni - Universidade Federal do Espirito Santo, Centro
de Ciéncias da Saude. Dois isolados foram obtidos de raspado de coOrnea de
paciente com ceratite, Vitoria-ES, Brasil (Krt2 grupo I, genoétipo T4, Krtl6-PEN,
grupo Il gendtipo T5, nesse trabalho designada apenas como PEN). O terceiro
isolado foi obtido do ambiente (solo) Vitéria-ES, Brasil (SoAl grupo |, genoétipo T17).
Todas as culturas foram inicialmente mantidas em meio NNA (Agar ndo nutriente),
(Anexo 1) contendo Escherichia coli inativada por calor, clonadas para obtencao de
populacdo homogénea e caracterizacdo quanto a osmotolerancia e termotolerancia,
conforme estudo anterior (POSSAMAI et al., 2018). Essas culturas também foram
axenizadas e avaliadas quanto a capacidade de causar efeito citopatico em células
MDCK (POSSAMAI et al., 2018) (Tabela 1).

Tabela 1 - Origem e caracteristicas fisiolégicas de isolados de Acanthamoeba

Grupo Te[mq- o OsAmo_- o
Cepa® Origem Morfolégico/ tolerancia tolerancia CPE®©

Caso de ceratite
Krt2 Vitéria-ES, Brasil T4 LA * i *

Caso de ceratite
PEN Vitéria-ES, Brasil IN/Ts e _ i

Solo,Vitoéria-ES,

SoAl . I/T17 +++ - - +
Brasil
. Krt2 axénica +
I’?:;%Jr E.coli Escherichia coli /T4 na na na na

gama-irradiada

a. Culturas mantidas em meio PYG

b. Testes realizados em meio NNA com Escherichia coli. Avaliacdo de crescimento: (-) sem crescimento, (+)
crescimento até 1 cm da linha externa da area central, (++) crescimento de 1 a 2 cm da area central, (+++)
crescimento acima de 2 cm da area central

c. Teste de efeito citopatico sobre células MDCK, realizado com culturas axénicas em meio PYG. Avaliacao
da destruicdo em monocamadas: (-) sem CPE, (+) CPE com até 10% de destrui¢do, (++) CPE com 10 a
50% de destruigdo, (+++) CPE com 50 a 100% de destruicao

NA: ndo se aplica

Fonte: Adaptado de POSSAMAI et al (2018), p. 1390, 1396.
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Cada uma dessas culturas mantidas em meio NNA foi axenizada novamente no
laboratorio de Parasitologia Clinica da UFMG, a fim de obter culturas axénicas
recentes, para evitar possibilidade de perda de caracteristicas de patogenicidade por
cultivo axénico prolongado. Para a axenizacao, as culturas foram mantidas em NNA
por mais de 72 horas, até a formacdo predominante de cistos. Os cistos foram
recuperados e lavados 3 vezes por centrifugacdo (300 x g, 10 minutos) em salina de
Page (Anexo |) e submetidos a tratamento com 625 ug/mL de enrofloxacina
(Baytril®-Bayer) e 10 pg/mL amicacina (Lab. Neo. Quim. Com. e Ind. LTDA),
(volume final 5 mL) por 24 horas. Apés esse periodo, os cistos foram novamente
lavados em salina de Page para remocao do excesso de antibiéticos e transferidos a
meio PYG (meio de cultura proteose-peptona, extrato de levedo e glicose)
suplementado com 10% de soro bovino fetal), (Anexo I) contendo 5 ug/mL de
enrofloxacina (ROWBOTHAM, 1980).

Outra amostra utilizada nos experimentos foi a cultura Krt2 associada a bactérias
(Escherichia coli) inativadas por radiagdo. A cultura axenizada foi cultivada durante
duas semanas, em 4 repiques, com bactérias Escherichia coli inativadas a 10.000
Gy por duas horas, vinte sete minutos e cinquenta e oito segundos no Centro de
Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear (CDTN) da UFMG. Para cada repique, 5 X
10°> amebas foram transferidas para meio novo adicionado de 2,5 x 10’ bactérias

(proporcéo 1:50).
6.2 Eritrofagocitose

A eritrofagocitose foi avaliada conforme descrito por outros autores. Trofozoitos de
cepas de Acanthamoeba Krt2, PEN, SoAl e Krt2 + E. coli foram contados e
ajustados para uma concentracdo de 1 x 10° trofozoitos/mL em PBS pH 7,2 em
triplicata. Os eritrocitos humanos adquiridos ID-DiaCell ABO / Al1-A2-B- DiaMed
foram contados e ajustados em PBS & concentracdo de 1 x 102 eritrocitos/mL,

correspondendo a relacédo de 100 eritrocitos/ameba.

Incubou-se 0,4 mL de suspensdo de trofozoitos (10° trofozoitos/mL) de distintas
cepas com o mesmo volume de eritrécitos (102 eritrcitos/mL) por 20 minutos em
estufa a 37° C.
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ApOs este periodo, interrompeu-se a interacdo, adicionando-se 1 mL de &gua
destilada aos tubos por 10 minutos a temperatura ambiente para romper 0s
eritrocitos livres e aderidos a superficie da ameba. Apos fixacdo em glutaraldeido e
coloracdo pelo Diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB) as laminas foram
examinadas em microscopio 6ptico. Foram contadas aleatoriamente 100 trofozoitos
e, para aquelas que realizaram a eritrofagocitose, também foram contados os
eritrocitos por ameba. O resultado foi expresso como média e desvio padrdo e
também através da porcentagem de amebas que fagocitaram. O numero de
trofozoitos que fagocitaram bem como o numero de eritrocitos fagocitados por
trofozoito foram identificados como ndo paramétricos pelos testes de Shapiro Wilk e
Kolmogorov-Smirnov  (TRISSL et al.,1978; MORA-GALINDO; GUTIERREZ-
LOZANO; ANAYA-VELAZQUEZ, 1997). Assim, os resultados foram submetidos a
andlise de comparacao de multiplas amostras pelo teste de Kruskal Wallis, utilizando
o software GraphPad Prism versdo 7,0 ( GraphPad software, La Jolla California

USA). Adotou-se o nivel de significancia de 5% nas analises (p<0,05).

6.3 Inducéo de ceratite por Acanthamoeba em modelo animal

Foram utilizados no experimento 45 ratos Wistar (machos), de 45 dias de idade,
pesando aproximadamente 180 g, obtidos do Biotério da Faculdade de Farmé&cia,
divididos em 5 grupos de 9 animais cada. Os ratos foram alojados no Biotério da
Faculdade de Farméacia/lUFMG e foram mantidos em gaiolas coletivas, com
temperatura ambiente de 23°C e exposicao a luz durante 12 horas, recebendo agua
e racao ad libitum. O protocolo experimental foi aprovado pelo CEUA (Comisséo de
Etica no Uso de Animais) da Universidade Federal de Minas Gerais (n° do certificado
23075.087228/2009-74) de acordo com as diretrizes do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), os experimentos foram realizados em modelo ja
mencionado com inoculacédo via estromal, conforme proposto por Ren e Wu (2010),

com modificagéo.

Trés grupos de animais foram inoculados por via intraestromal com trofozoitos das
trés cepas axenizadas de Acanthamoeba (Krt2, PEN e SoAl). Um quarto grupo foi
inoculado com a cepa Krt2 associada com E. coli inativada por radiagéo e o quinto
grupo foi inoculado para uma concentracdo 1,5 x 10° E. coli inativada por

radiacdo/mL somente. As culturas de amebas em fase de crescimento exponencial
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(48-72 h) foram lavadas em salina de Page (Anexo I), por 3 vezes por centrifugagao
(300 x g, 10 minutos) contadas em camara de Neubauer e acertadas para a
concentracdo 2,5 x 10* amebas/mL. Na cultura associada a E.coli inativada, foi feita
tanto a contagem de amebas quanto a contagem de bactérias, pois um inéculo
correspondente em bactérias E. coli inativadas remanescentes foi usado para

inoculagao de um grupo controle de ratos.

Os animais foram anestesiados com 80 mg/Kg de cloridrato de cetamina e 10 mg/Kg
de xilazina por via intraperitoneal e com uso tépico de lidocaina a 2% na superficie
ocular. O procedimento foi realizado sob uma lupa, utilizando uma seringa de 10

microlitros e uma agulha 31G.

No olho direito de cada animal foi inoculado 2 pL de suspens3o contendo 2,5 x 10*
amebas correspondentes aos seus devidos grupos. No olho esquerdo foi aplicado 2
ul de PBS (tampao fosfato) como controle negativo. No grupo controle (grupo 5) foi
utilizado também inéculo de 2 puL, contendo um total de 1,5 x 10° bactérias,
guantidade correspondente ao quantificada em Camara de Neubauer junto com as

amebas na amostra inoculada de Krt2 + E.coli.

Todas as cérneas dos animais foram examinadas anteriormente a inoculagdo para

excluir qualquer anormalidade.
6.4 Avaliacdo da infectividade e do grau macroscopico da ceratite

Os animais foram observados diariamente e no 7° dia, avaliados quanto a presenca
e grau de lesdo conforme proposto por Ren e Wu (2010), com adaptagdo como a
seguir: Grau 0: Cornea com aspecto normal ou ponto de cicatrizacdo; Grau 1: Area
de opacidade da coérnea limitado a regido de inoculo, até 1 mm diametro; Grau 2:
Area de opacidade da cornea > 1 mm de didmetro, nitidamente ultrapassando o
ponto inicial do indculo, ocupando até 50% da cornea; Grau 3: Area de opacidade da

cérnea ocupando 50% ou mais.

Em seguida, os animais foram submetidos a eutanasia com o triplo da dose de
anestésicos (240mg/Kg de cloridrato de cetamina e 30mg/Kg de xilazina). O olho
esquerdo (controle aplicado com PBS) e direito (trofozoito ou bactérias) foram

removidos e transferidos a um frasco com formol a 10% pH 7,2 em tampao fosfato.
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Em cada grupo foi determinada a média ponderada do grau de leséo, calculada pela
somatoria do ndmero de animais com lesdo multiplicada pelo grau respectivo,

dividindo pelo total de animais (n = 9).
6.5 Avaliacado histopatoldgica

Os olhos fixados em formol a 10% p H 7,2 em tampéao fosfato foram desidratados
em solugcbes alcodlicas de concentracbes crescentes, diafanizados em xilol,
incluidos em parafina, seccionados com 4 pum de espessura e corados com
Hematoxilina-Eosina (HE). Todos os cortes histologicos foram avaliados em
microscépio Axiolab (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) e as imagens digitalizadas
com a microcamera acoplada QColor3 Olympus (Tokyo, Japan), no laboratério de
Protozooses do Depto. de Patologia Geral do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB)
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

6.6 Producao de anticorpos policlonais anti-Acanthamoeba

Com o objetivo de padronizar rea¢do imunocitoquimica e imuno-histoquimica anti-
Acanthamoeba, trofozoitos foram obtidos a partir de crescimento exponencial (48 a
72 h) da cepa de Acanthamoeba ALX de gendtipo T4/grupo I, mantida a 32° C, em

garrafas de 25 cm® contendo 10 mL de meio PYG.

Os trofozoitos foram contados em Camara de Neubauer, ajustados para uma
concentracao final de 2 x 10" amebas/mL em solucéo salina estéril de Page (Anexo
). Um total de 2 x 10’ trofozoitos foram recuperados de culturas por centrifugagéo
(2000 rpm) e lavagem sequencial em salina de Page por 3 vezes. O sedimento foi
suspendido em 2 mL de PBS pH 7,2.

O antigeno bruto foi produzido por sonicacdo, usando esquema de 5 pulsos de 99
watts de 1 minuto com intervalos de 60 segundos. Dois ratos Wistar foram utilizados
para imunizacado, a primeira imunizacao foi realizada por via intraperitoneal com 200
uL do antigeno bruto de 2 x 10’ trofozoitos sonicados. A segunda imunizacéo foi
realizada 15 dias apds a primeira por via subcutanea, com 100 uL de antigeno
acrescido de 100 pL de adjuvante incompleto de Freund. Uma terceira imunizacéo
foi realizada 15 dias apo0s a segunda, seguindo a mesma orientagdo da segunda

imunizacao, porém foi utilizado adjuvante completo de Freud.
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ApoOs dez dias da ultima imunizagéo, os ratos foram submetidos a eutanésia com o
triplo da dose de anestésicos (240mg/Kg de cloridrato de cetamina e 30mg/Kg de
xilazina) e submetidos a sangria total por puncéo cardiaca. Apos coletado, o sangue
foi centrifugado 600 g por 10 minutos para obtencdo de soro imune. Em seguida o
soro foi aliquotado e armazenado em freezer - 20° C. Procedimento de imunizagéo e
escolha do adjuvante de Freund foi realizado com base nos resultados obtidos na
literatura com respeito a producéo de anticorpos anti-Acanthamoeba (WALOCHNIC
et al., 2004).

6.7 Reacdo imunocitoquimica anti-Acanthamoeba

A qualidade e reatividade do soro foram validadas por reacdo de imunocitoquimica,
onde amostras de trofozoitos e cistos de Acanthamoeba foram fixados em laminas
histol6gicas seguindo o mesmo protocolo descrito na literatura com algumas
modifica¢des e utilizadas como controles positivos da reagcdo (O'HARA; GARDNER;
BENNETT, 1980). As laminas foram obtidas separadamente com esfregaco das
culturas, na concentracdo 500 trofozoitos/mL de Acanthamoeba pertencentes as
cepas Krt2, PEN e SoAl. Posteriormente as laminas foram fixadas em alcool 90%
em temperatura ambiente, por um periodo de 72 horas. Passado este periodo as
laminas foram lavadas em solugéo salina tamponada com fosfato (PBS; pH 7,2) por
5 min, e a atividade enddgena da peroxidase foi eliminada pela incubacdo das
laminas em solucéo de peréxido de hidrogénio a 0,2% (H,0;) por 20 min. Os sitios
de ligacbes inespecificos foram bloqueados incubando-se o0s cortes em camara
umida com a solugdo de bloqueio “Animal-Free Blocker” (Vector Laboratories,
Burlingame, USA) durante 1 hora a 4° C. As laminas foram incubadas por 18 horas a
8°C com anticorpo policlonal anti-Acanthamoeba, diluido em albumina do soro
bovino (BSA) 5% na concentracdo 1: 1000. Em seguida as laminas foram lavadas
em PBS; pH 7,2 por 5 min e posteriormente incubadas em temperatura ambiente
com IgG de cabra anti-rato biotinilado e estreptavidina ambos diluidos em BSA 5%
na concentracao 1:100 por 1 hora (Zymed Laboratories, S&o Francisco, CA, EUA). A
reacdo foi revelada usando uma solucdo de diaminobenzidina a 0,05% e H,0, a
0,2% e as laminas foram contra coradas com hematoxilina de Harris diluida 1:2.
Para o controle negativo da reacdo, o anticorpo primario foi substituido por PBS nas
reacoes em laminas ricas em trofozoitos de Acanthamoeba. Ao termino da reacéao,

as Laminas foram desidratas em soluc@es alcodlicas crescentes e diafanizadas em
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xilol e montadas com entelan. As laminas com as reacdes positivas foram levadas
ao microscopio optico e os trofozoitos marcados foram visualizados pelos tons de
marrom conferido pelo cromdgeno diaminobenzidina, confirmando a reatividade do

anticorpo policlonal anti-Acanthamoeba.
6.8 Reacdo imuno-histoquimica anti-Acanthamoeba

Os cortes para processamento em imuno-histoquimica seguindo o mesmo protocolo
descrito para imunocitoquimica foram desparafinados em xilol, hidratados em solucdes
alcodlicas de concentracdes decrescentes e lavados em PBS pH 7,2. A atividade da
peroxidase endogena foi eliminada incubando os cortes em solug¢éo de H,O, 40 (v/v)
a 0,2% em 200 mL de PBS por 20 minutos e os sitios de ligacdes inespecificos
foram bloqueados incubando-se os cortes em camara Umida com a solucdo de
bloqueio “Animal-Free Blocker” (Vector Laboratories, Burlingame, USA) durante 1
hora a 4° C. Os cortes foram incubados com soro policlonal anti-Acanthamoeba
diluido 1:1000 (produzido no Laboratério de Parasitologia da Faculdade de
Farmacia/lUFMG e testado no laboratorio de Protozooses do Depto. de Patologia
Geral do ICB/UFMG). Em seguida, os cortes foram incubados com IgG biotinilada
diluida 1:200 (Zymed Laboratories Inc., San Francisco, USA) e estreptavidina
conjugada com peroxidase (Zymed-Laboratories Inc., San Francisco, USA) também
1:200, por 1 hora cada.

A marcacéao foi detectada usando solugédo de diaminobenzidina 0,05% em H,0, 40
(v/v) a 0,2%. Como controles positivos foram usados cortes histoldgicos de figado
obtidos de lesBes ricas em trofozoitos de E. histolytica, a titulo de conferéncia da
metodologia. Como controle negativo, o anticorpo primario foi substituido por PBS
em alguns destes cortes. Todos os cortes foram contra corados com Hematoxilina
de Harris por 2 segundos, hidratados e diafanizados para montagem em entelan e

analisados no mesmo microscopio.



40

7. RESULTADOS

7.1 Eritrofagocitose

A percentagem de amebas que fagocitaram eritrocitos nas diferentes amostras
variou de 0,33 a 25,3% (Tabela 2). A cepa que apresentou significativamente maior
taxa de eritrofagocitose entre as mostras foi a Krt2 25,3% * 3,9 (p<0,05). Sua
correspondente associada a bactérias irradiadas Krt2 + E. coli fagocitou
significativamente menos eritrécitos (11,3% * 2,1) (Figura 7). As demais cepas PEN
e SoAl também apresentaram valor de eritrofagocitose significativamente menores
(11,6% * 0,5 e 0,33%, * 0,5 respectivamente) em relacéo a Krt2 (Tabela 2, Figura 6).

O numero de eritrécitos fagocitados pelas amebas foi de 1 a 6 (Figura 6). Quando
avaliada a média de eritrocitos fagocitados por ameba, considerando inclusive
aquelas que nao fagocitaram nenhum eritrécito, o valor também foi maior para Krt2
(0,29 * 0,06), seguida da PEN (0,19 * 0,05), Krt2 + E.coli irradiada (0,14 * 0,02) e
SoA1 (0,01 * 0,02) (Tabela 2).

Tabela 2 - Fagocitose de eritrocitos humanos por trofozoitos de Acanthamoeba
pertencentes atrés grupos e genotipos distintos

Grupo/

Cepas® Genoétipo Y total de M “DP b
erltrofagocnose eritrocitos/ameba

Krt2 /T4 25,3 * 3,9 *** 0,29 * 0,06

PEN /TS5 11,6 * 0,5 ** 0,19 * 0,05

SoA1l /T17 0,33%0,5* 0,01 %0,02

o /T4 11,3%2,1 * 0,14% 0,02

a. Culturas axénicas em meio PYG com 10% de soro bovino fetal. Krt2 + E. coli Irrad
representa a cepa previamente associada a Escherichia coli inativada por radiacao
(10000 Gy) por 4 repiques.

b. Média e desvio padrdo do numero de eritrocitos fagocitados, considerando a
populacao total de trofozoitos analisados.

*), (*%, (***): Diferencas significativas na percentagem de eritrofagocitose (p< 0,05),

teste Kurskal-Wallis indicados pelos asteriscos.
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Figura 6 - Namero de trofozoitos das cepas Krt2, Krt2 + E. coli, PEN e SoAl de Acanthamoeba
que realizaram eritrofagocitose e numero de hemacias fagocitadas por trofozoito. Valores
representativos das replicatas. Os dados sdo apresentados pelo teste Kruskal-Wall.

7.2 Infectividade e grau macroscépico da ceratite induzida em ratos

Ao avaliar as coérneas de ratos inoculados com a cepa SoAl, foram observadas
lesbes em 2 ratos (22%) (Tabela 3). Um deles apresentou opacidade focal da
cornea limitada a regido de inbéculo, medindo cerca de 1 mm diametro
caracterizando lesdo de grau 1, e outro, leséo de grau 3, ocupando mais de 75% da
cornea, caracterizada por extensa zona de opacidade da cOrnea com uma area
central de necrose (Figura 7). A cepa Krt2 associada ou néo a E. coli irradiada, bem
como a cepa PEN, ndo induziram lesdes. Nos animais inoculados com essas cepas,
os olhos apresentaram aspecto normal ou com pequenas alteracdes da cornea, com
Ulcera superficial no ponto do in6culo, similares ao observados em alguns animais
controle, aplicados somente com PBS ou inoculado somente com E. coli irradiada
(Figura 7).
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Tabela 3 - Infectividade e grau de infeccdo de Acanthamoeba (2,5 x 10*
trofozoitos) apds inoculacéo intraestromal em cérnea de ratos Wistar

Infectividade Grau de infeccao®

Cepas® Grupo/ _

p Gendtipo  Les@o/Total % 0 1 5 3 M

(n=9)

Krt2 /T4 0/9 0 9 0 0 0 0
PEN /TS5 0/9 0 9 0 0 0 0
SoAl I/T17 2/9 22 7 1 0 1 0,44°
Krt2 +
E coli Irrad /T4 0/9 0 0 0 0 0 0
E.coli Irrad na 0/9 0 0 0 0 0 0

A. Culturas axénicas em meio PYG com 10% de soro bovino fetal. Krt2 + E. coli irrad representa uma das cepas
previamente associada a Escherichia coli inativada por radiagdo (10000 Gy) na propor¢cdo ameba/bactérias de
1:50, por 4 repiques. B. Grau lesdo 0. Cérnea com aspecto normal ou ponto de cicatrizacéo; 1. Area de
opacidade da cérnea limitado a regido de indculo, até 1 mm diametro; 2: Area de opacidade da cornea > 1 mm,
ocupando até 50% da cérnea; 3: Area de opacidade da cérnea ocupando 50% ou mais da coérnea. Controles
aplicados com PBS néo desenvolveram lesdes. C. Média ponderada do grau de infecgao.

Figura 7 - Ceratite por Acanthamoeba induzida em ratos Wistar por
inoculagéo intraestromal de 2,5 x 10 trofozoitos em cultivo axénico e
eutanasiado ap6s 7 dias. A. Olho esquerdo de rato aplicado com PBS, com
aspecto macroscopico normal. B. Olho direito
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7.3 Avaliacéo histopatologica

Cortes histoldgicos corados em HE, obtidos a partir dos olhos direito e esquerdo,
foram utilizados para a histopatologia. O olho esquerdo dos ratos de todos 0s grupos
mostrou-se com aspecto aparentemente normal, sem processo inflamatério ou
outros tipos de les@es significativas (Figuras 8 e 9 - Anexo Il). Nestes ratos, apenas
eventualmente foi observada aglomeracdo focal de numero muito reduzido de
células inflamatérias no estroma corneal, provavelmente devido ao traumatismo
provocado pela introducdo da agulha para aplicacdo do PBS (Dados nao

mostrados).

Ja no olho direito de dois ratos do grupo inoculado com a cepa SoAl, foram
encontradas lesdes significativas que caracterizaram uma ceratite aguda por
Acanthamoeba. No rato com lesédo de grau 3 foi observada a presenca de uma
Ulcera corneana composta por zona central de necrose, onde houve o
desaparecimento total do epitélio corneal e da camada de Bowman, delimitada por
epitélio pavimentoso necrosado em uma borda e, pelo mesmo epitélio nédo-
necrosado em outra (Figura 10 A - Anexo Il). A porcdo central da necrose era
constituida por grande quantidade de debris celulares e por fibrina depositada,
margeada por abundante tecido de granulacdo (Figura 10 B - Anexo Il). Neutrofilos
e macrofagos de permeio estavam presentes em diferentes areas da Ulcera (Figura
10 C - Anexo II).

O corpo ciliar, masculo ciliar e a iris também foram acometidos pelo processo
inflamatorio. Neutrofilos e macréfagos foram observados nestas trés estruturas, em
maior intensidade na segunda delas e associado a uma perda de células musculares
lisas (Figuras 11 B, C - Anexo Il). No corpo ciliar e na iris também foi observado
edema, hemorragia e descamacao celular (Figura 11 A - Anexo Il). Além disso,
neutrofilos, hemacias e células descamadas foram encontrados na camara anterior
(Figura 11 A - Anexo Il). Em conjunto, tais alteragGes caracterizaram a presenca de

uma uveite anterior.

Também foi observada a presenca de uma esclerite, caracterizada por infiltrado
inflamatorio constituido por neutréfilos, macréfagos e linfécitos, associado a edema e

neoformacéo vascular (Figura 11 D - Anexo I).
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Ja no rato com grau de lesédo 1, essas ficaram restritas a cornea, sendo constituidos
por discreto infiltrado inflamatdério presentes no estroma corneal, constituidas
principalmente por neutréfilos e macrofagos e, edema intenso (Dados néao
mostrados). Nos demais ratos inoculados com a cepa SoAl e com as outras cepas

nao foram observadas lesdes.

7.4 Avaliacédo da reatividade dos anticorpos policlonais anti-Acanthamoeba por

imunocitoquimica

Apoés a imunizacdo de um rato com antigeno bruto de Acanthamoeba e a obtencéo
do soro imune, diferentes diluicbes do mesmo, bem como do anticorpo 2° e da
estreptavidina, foram testados em trofozoitos aderidos as laminas histolégicas por
meio de uma reacdo imunocitoquimica. Nos esfregacos onde foi adicionado o0 soro
policlonal anti-Acanthamoeba detectou-se a presenca de coloracdo marrom dada
pelo cromogeno diaminobenzidina em todos os trofozoitos (Figura 12 B - Anexo II).
As observacles de reacdes positivas confirmaram a capacidade do soro policlonal
em reconhecer e ligar-se aos trofozoitos de Acanthamoeba. A substituicdo do soro
policlonal por solucdo de PBS produziu reagcdo negativa, comprovada pela
observacgéo de todos os trofozoitos com auséncia de coloragdo marrom (Figura 12 A

- Anexo lI).

7.5 Padronizacao e avaliacao imuno-histoquimica

O mesmo soro policlonal anti-Acanthamoeba foi testado no olho direito dos dois
ratos inoculados com a cepa SoAl que apresentaram lesdes, utilizando diferentes
diluicdes dos anticorpos 1°, 2° e da estreptavidina. Marcacdes positivas foram
observadas em ambos os ratos. Tais marcac¢des foram caracterizadas pela presenca
de material de aspecto granuloso e de coloragdo marrom em muitas areas do
estroma corneal, tanto no meio extracelular quanto no interior de células do infiltrado
inflamat6rio, comprovando a presenca de antigenos de Acanthamoeba,
provavelmente derivados de trofozoitos destruidos (Figuras 12 E, F - Anexo Il). Um
trofozoito imunomarcado foi encontrado no estroma corneal do rato com leséo de
grau 3 (Figura 12 F - Anexo IlI). A substituicdo do soro policlonal por solucéo de
PBS produziu reacéo negativa, comprovada pela auséncia de coloragdo marrom em

toda a extensao dos cortes histologicos (Figuras 12 C, D - Anexo II).
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8 DISCUSSAO

A variacdo do potencial patogénico de Acanthamoeba tem sido estudada ha
bastante tempo. Estudos in vitro com diferentes isolados foram descritos, mostrando
gue ha diferencas genéticas, mas também no comportamento biolégico de amostras
de amebas (BOGLER et al.,, 1983; DA ROCHA-AZEVEDO; SILVA-FILHO, 2007,
POSSAMAI et al., 2018). De modo geral, cepas isoladas de casos clinicos, tanto de
ceratite quanto de encefalite, sdo consideradas como de maior patogenicidade
(ROCHA-AZEVEDO; SILVA-FILHO, 2007; LORENZO-MORALES; KHAN;
WALOCHNIK, 2015). Testes in vitro indicando tolerancia a temperatura e
osmolaridade mais altas, efeito citopéatico e outros, segundo esses autores, refletem

maior potencial patogénico e propensao a causar infeccoes.

No presente trabalho, foi proposta a avaliacdo da eritrofagocitose por trofozoitos de
Acanthamoeba, buscando determinar se o processo poderia ser observado nos
diferentes grupos/gendétipos e uma possivel correlagdo com indicadores de
patogenicidade dessas amostras. Cabe ressaltar que o teste de eritrofagocitose é
pouco descrito para estabelecer a patogenicidade do género Acanthamoeba, ao
contrario dos outros parametros fisiolégicos. No entanto, foi bastante empregado
para a ameba intestinal E. histolytica, cujas cepas virulentas apresentam altos
indices de eritrofagocitose em torno de 60 a 95%. A média de eritrécitos/amebas em
E. histolytica € em torno de 10 a 20, indicando uma alta capacidade fagocitica dessa
espécie (GOMES et al., 1997; TALAMAS-LARA et al., 2014). As amebas captam e
fagocitam naturalmente, como fontes alimentares, muitas células vivas, como
bactérias, algas e leveduras, bem como células de mamiferos (DE JONCKHEERE,
1980; NACAPUNCHAI et al., 2004). Em um estudo realizado por Martinez-Castillo et
al (2015) foi sugerido que amebas de vida livre degradam proteinas ligantes do ferro.
Esses autores levantaram a hipotese de que a ameba anfizdica N. fowleri depende
do ferro para sobreviver e proliferar durante a Meningoencefalite Amebiana Primaria
(PAM). Estudo realizado por Shibayama e colaboradores para determinar o possivel
papel da eritrofagocitose na patologia de isolados de Acanthamoeba mostrou que os
indices fagociticos de A. castellanii e A. polyphaga variaram em torno de 5% e 15%,
respectivamente. Os autores sugeriram que 0 processo eritrofagocitico ndo constitui
um mecanismo relevante na patogénese de Acanthamoeba spp (SHIBAYAMA et al.,

2005). No entanto, os dados do presente trabalho indicam que, mesmo com baixo
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indice de eritrofagocitose, a cepa Krt2 obtida de caso de ceratite e de gendtipo T4
apresentou maior capacidade de fagocitose. Em contraste, a cepa SoAl, de origem
ambiental e de grupo morfolégico e gendtipo menos associado a infeccao (1,T17)
apresentou indice fagocitico minimo. Esses dados sugerem uma associacdo de
maior eritrofagocitose com grupos e gendtipos mais propensos a causar a infeccgéo,
porém mais estudos, com um ndmero maior de amostras, seria necessario para

confirmar essa hipotese no caso de Acanthamoeba.

Com relacdo a cepa Krt2 associada a bactérias irradiadas, houve menor indice de
eritrofagocitose comparado a cultura original. Uma possivel explicacdo seria que a
capacidade de fagocitar estivesse direcionada as bactérias associadas, diminuindo

assim sua afinidade para captar os eritrocitos.

Além de avaliar a eritrofagocitose das trés cepas de Acanthamoeba, propbs-se
testa-las em modelo animal de CA, escolhendo-se o modelo rato Wistar e a via de
inoculacdo intraestromal com base em trabalho anterior que indicou ser essa a
melhor condi¢céo de inducao de lesbes (REN; WU, 2010).

Nesse trabalho, as amostras usadas induziram, de forma geral, nenhuma ou baixa
percentagem de lesdo. Para excluir a possibilidade de o cultivo axénico prolongado
levar a uma atenuacdo da viruléncia, o que j& foi relatado para cepas de
Acanthamoeba por alguns autores (MAZUR; HADAS, 1994, KOHSLER et al., 2008;
VERISSIMO et al., 2013), as amostras foram utilizadas para infeccdo experimental
com pouco tempo apds axenizagdo, com no Maximo cinco repiques. Duas delas,
Krt2 e a PEN, foram obtidas a partir de amostra clinica de pacientes com lesdes
ativas, pertencendo a genotipos associados a maior patogenicidade, como o T4
(Krt2), que é o principal envolvido em casos clinicos (MACIVER et al., 2013) e, T5
(PEN), um genétipo menos comum em infec¢gdes, mas com tendéncia a
patogenicidade (WALOCHNIK et al., 2000; CARLESSO et al., 2014). Além disso,
essas amostras apresentaram citopatogenicidade leve (Krt2) a intensa (PEN) para
células MDCK (POSSAMAI et al., 2018). Apesar da origem clinica e dos testes in
vitro indicando patogenicidade, essas duas cepas néo induziram lesdes em coérnea
do modelo animal, nas condi¢Oes testadas nesse trabalho. Ressalta-se ainda, que
durante o acompanhamento desses animais no periodo pés-inoculacdo, ndo houve
desenvolvimento de lesdes visiveis, que poderiam indicar uma regressdo em prazo

menor que 7 dias, quando foram submetidos a eutansia.
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Em uma tentativa de induzir a expresséao de patogenicidade da cultura axénica, foi
realizada a associacdo dos trofozoitos da cepa Krt2 com bactérias por quatro
repiques sucessivos. Optou-se por utilizar Escherichia coli irradiada com base em
trabalho prévio que indicou aumento de viruléncia de E. histolytica axénica
associada a bactérias letalmente irradiadas (WITTNER; ROSENBAUM, 1970). Além
disso, a capacidade de Acanthamoeba induzir lesGes esta associada ao contato com
proteinas manosiladas na superficie ocular que estimulam a producdo da protease,
de 133 kDa (ALIZADEH et al., 2005), sendo que as bactérias, como a da microbiota
ocular Corynebacterium xerose, também expressam essas proteinas MIP133 em
guantidades aumentadas, exacerbando seu comportamento patogénico in vivo
(BADENOCH, 1990; PUECH et al., 2001). No entanto, mesmo apds a associacao
com E. coli, a cepa Krt2 ndo foi capaz de induzir lesdes na cornea dos ratos. E
possivel que o mecanismo de estimulacdo de patogenicidade por bactérias deve ser

distinto quando se utiliza bactérias viaveis e inviaveis.

Ao contrario dos isolados clinicos, apenas a cepa de origem ambiental SoAl, induziu
lesbes em dois dos nove (22%) animais. Interessantemente, essa cepa €
pertencente a um grupo e genoétipo raramente associado a infec¢des (Grupo
I/gendtipo T17). Conforme citado em Possamai et al (2018), cepas do grupo | eram
consideradas ndo patogénicas, porém, estudos recentes indicaram casos de
infeccbes por gendtipos pertencentes a esse grupo morfolodgico. Corroborando com
essa informacéo, apenas um relato de caso foi descrito com infeccdo pelo genétipo
T17, tratando-se de um paciente pés-transplantado de pulmado que evolui para uma
grave encefalite amebiana (D’AURIA et al., 2012). Assim, a inducdo de lesdo de
coérnea em rato no presente trabalho, mesmo que em baixa frequéncia e intensidade,
indica que Acanthamoeba grupo I/T17 pode ser um patdgeno capaz também de

induzir infecgdes de cornea.

De forma geral, a baixa taxa de infeccdo em cérnea de rato nas condi¢cdes desse
trabalho foi inesperada considerando a origem clinica de duas das culturas. No
estudo de Ren e Wu (2010), o inéculo usado foi de 2000 trofozoitos, obtendo-se um
indice de 100% de infeccéo, a maioria dos animais (9 de n=10) apresentando lesdes
de maior gravidade. No presente estudo, foi usado um inoculo cerca de 10 vezes
maior de (2,5 x 10% e ainda assim a infectividade foi ausente ou baixa. Cabe

ressaltar que, em estudo anterior do grupo, inéculos na ordem de 10° amebas
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induziram lesGes de coOrnea, utilizadas para avaliagdo de técnica diagndstica
(COSTA et al.,, 2017). Um aumento da quantidade de amebas, portanto, poderia
induzir lesbes, porém considerou-se que usar essa estratégia nao refletiria a
realidade das infeccbes reais de cOrnea, em que a quantidade de amebas que

estabelecem a infec¢do certamente ndo chega a nimeros tao elevados.

Uma possibilidade para explicar a baixa taxa de infeccdo no modelo é a resposta
imunologica dos animais. Estudo realizado em hamster chinés mostrou que 30 a 40
% destes animais ndo desenvolveram CA, os autores indicaram que a exposicao
prévia a Acanthamoeba poderia ter resultado em imunidade (VAN KLINK et al.,
1993; GONZALEZ-ROBLES, 2014). E possivel, portanto, que 0s ratos
disponibilizados para o experimento, nas condices em que foram criados, tivessem
uma resisténcia maior a infeccao. Além disso, apesar de alguns trabalhos citarem o
sucesso de infec¢gBes experimentais de cornea por via intraestromal em ratos Wistar,
usando inoculos préximos aos usados nesse estudo (POLAT, 2007, REN; WU,
2010), nem sempre € possivel repetir condicdes experimentais exatas,
principalmente em relacdo & criacdo de animais. Destaca-se ainda que muitas
vezes, dados relacionados a fracassos em modelos experimentais ndo s&o
reportados, conforme discute Niederkorn et al (1999) em uma revisdo sobre
patogénese de Acanthamoeba. Somente um estudo, descrito por Van Klink et al
(1993), indicou a impossibilidade de induzir CA experimental. Pode-se atribuir a
baixa taxa de infec¢ao a fatores ambientais e individuais que podem ter favorecido a

resposta imune dos animais, tanto quanto inibido a patogenicidade do agente.

Com relacdo aos ratos que desenvolveram ceratite pela cepa SoAl, as lesbes
observadas foram semelhantes as descritas por outros autores, inclusive com o
desenvolvimento de uma ulcera corneana (LARKIN; EASTY, 1990, 1991). A Ulcera
era constituida por significativa zona central de necrose com perda do epitélio
corneal, delimitada pelo epitélio pavimentoso necrosado ou ndo. A presenca de
grande quantidade de tecido de granulacdo ao redor comprova que a area de
necrose era mais extensa e que foi absorvida no decorrer da infecgcdo. O processo
inflamatorio presente era tipico de infeccdo causada por Acanthamoeba e outras
estruturas adjacentes foram atingidas pelo mesmo, como a iris, corpo e musculo

ciliares e escler6tica. Restos teciduais e do exsudato também foram encontrados na
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camara anterior. Nos cortes histologicos analisados ndo foram identificados

trofozoitos ou cistos, 0 que indica um processo de resolucao.

A dificuldade para se detectar as formas de Acanthamoeba esta relacionada com a
similaridade entre elas e demais células do corte histolégico. Villani et al (2014)
relatam que, muitas vezes, os trofozoitos presentes na lesdo podem ser confundidos
com leucocitos e nucleos de ceratécitos, o que dificulta detectd-los nos cortes
histolégicos. Assim, a marcacado imuno-histoquimica € uma estratégia que facilita
muito a identificacdo de formas infecciosas no tecido (D’AURIA, 2012; LARKIN;
EASTY, 1990, 1991). A presenga dos antigenos imunomarcados “in situ” comprovou
a infeccdo e da sustentacdo a hipotese de que a resposta imune do hospedeiro
desenvolvida apresentava um grau de eficiéncia capaz de eliminar o parasito.
Apesar de nao termos encontrado cistos, detectamos a presenca de um trofozoito
imunomarcado no rato portador da lesédo de grau 3. De fato, embora o rato seja
usado como modelo de CA, as lesdes se desenvolvem, mas evoluem de forma geral
para a cura (POLAT, 2007; REN; WU, 2010). Nos animais que desenvolveram a
lesdo, maior quantidade de formas integras das amebas possivelmente poderiam

ser encontradas na etapa inicial da infecgéo.

Apesar do pequeno numero de lesdes observadas no modelo aqui estudado, o
desenvolvimento da reacdo imunocitoquimica e imuno-histoquimica € uma
ferramenta com perspectivas de uso em diagnostico. O raspado de cornea é o
procedimento mais comumente usado para fazer o diagndstico parasitologico de CA,
sendo usado para a cultura ou para visualizacdo de trofozoitos ou cistos por
coloragbes como Giemsa, azul de metileno e ainda o corante fluorescente calcofluor
White (AURAN; STARR; JAKOBIEC, 1987; THOMAS, 1990; WILHELMUS et al.,
1986). No entanto, conforme ja descrito anteriormente, pode haver dificuldades de
identificar formas no raspado de coOrnea por se confundirem com células do
hospedeiro (SHARMA et al., 2001; VILLANI et al., 2014). A rea¢do imunocitoquimica
poderia, portanto, facilitar a visualizacdo do agente no material. Um trabalho anterior
descreveu a utilizacado de anticorpos policlonais anti-Acanthamoeba produzidos em
coelho para avaliacdo de técnica de imunoperoxidade (IP) em raspados de cérnea
com suspeita de ceratite infecciosa (SHARMA et al., 2001). Nesse estudo foram

observados 100% e 83% de sensibilidade da IP em relacdo a coloragédo de

Calcofluor White e cultura, respectivamente. A especificidade foi de 94% e 100%,
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respectivamente, considerando as duas técnicas. Os autores concluiram que a IP
poderia complementar os resultados de cultura. Assim, o soro hiperimune produzido
no presente trabalho poderia ser avaliado quanto a reatividade para outros
patdgenos da cérnea e utilizado para testar o diagnéstico em raspados com suspeita
de CA.
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9 CONCLUSAO

Acanthamoeba € capaz de fagocitar eritrocitos humanos em baixa intensidade
se comparada a outras amebas como Entamoeba histolytica, porém
Acanthamoeba Krt2 de origem clinica apresentou maior capacidade de
eritrofagocitose em relagcédo aos outros grupos.

O modelo de Ceratite por Acanthamoeba em ratos Wistar apresentou baixa
taxa de infeccdo nas condi¢cdes adotadas neste trabalho e a associacdo com
bactérias irradiadas ndo alterou a patogenicidade in vivo de Acanthamoeba.

A inducao de ceratite pela cepa SoA1 mostrou pela primeira vez a capacidade
de Acanthamoeba de grupo | gendtipo T17 de causar infeccbes em coérnea,
indicando que linhagens desse grupo/gendétipo tem o potencial de causar CA
em humanos.

Os métodos imunocitoquimico e imuno-histoquimico apresentados
mostraram-se eficazes na marcacdo de trofozoitos e antigenos de

Acanthamoeba, com potencial para uso diagnéstico laboratorial para CA.
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ANEXO | - MEIOS DE CULTIVO E SOLUCOES PARA CULTURA DE
ACANTHAMOEBA

| - Agar ndo-nutriente (NNA)

100 mL de solucéo salina de Page (1X)

1,5 g de Agar

Preparo: O agar foi dissolvido em 100 mL da solucdo salina, aquecida até a
completa dissolugdo e esterilizado por autoclavagem (121°C por 15 min). A
distribuicdo do ANN foi realizada em placas bacteriologicas estéreis.

Il - Solucado Salina de Page

120 mg de Cloreto de sddio (NaCl)

4 mg de Sulfato de magnésio (MgS0,4.7H,0)

142 mg de Hidrogenofosfatodissodico anidro (Na;HPO,)

136 mg Diidrogenofosfato de potassio (KH,PO,)

4 mg de Cloreto de célcio (CaCl,.2H,0)

Agua destilada g.s.p 1000 mL

Preparo: Todos os componentes foram dissolvidos na ordem apresentada, com
excecdo do CaCl, que foi dissolvido separadamente e adicionado posterior ao
resfriamento da solucdo. O pH foi ajustado em 6,5 + 0,2 e a solucao esterilizada por
autoclavagem (121°C por 15 min).

lIl - Meio Proteose Peptona Extrato de Levedo e Glicose (PYG) pH 6,5+0,2
7,5 g de Proteose peptona

0,75 g de Extrato de levedo

0,98 g de Sulfato de magnésio (MgS0O,4.7H,0)

0,059 g de Cloreto de calcio (CaCl,.2H,0)

1 g de Citrato de sodio (NazCsHs07.2H,0)

0,02 g de Sulfato ferroso amoniacal [Fe(NH4)2(S04)2.6 H,0]
0,034 g de Diidrogenofosfato de potassio (KH,PO,)

0,355 g de Hidrogenofosfatodissodico anidro

15 g de Glicose (CsgH1206)

Agua destilada g.s.p 1000 mL
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Preparo: Todos os componentes foram dissolvidos na ordem apresentada, com
excecdo do CaCl, que foi dissolvido separadamente e adicionado posterior ao
resfriamento da solucdo. O pH foi ajustado em 6,5 + 0,2 e a solucao esterilizada por

autoclavagem (121°C por 20 min).

IV - Solucédo Salina Estéril de Neff (encistamento)
2,423 g de Tris-HCI (20 mM), Tris hidroximetilaminometano (C 4 H 11 NO 3 - HCI)
7,456 g de KCI (100mM), Cloreto de potassio
1,972 g (8 mM), Sulfato de magnésio (MgSO4x 7 H,0)
0,045 g (0,04 mM), Cloreto de calcio (CaCly)
0,084 g (1 mM), Bicarbonato de sddio (NaHCO3)
Agua destilada g.s.p 1000 mL
e Acertar o pH para 9.0
e Completar o volume com agua destilada a quantidade a ser preparada
e Filtrar em papel de filtro

e Proceder a esterilizacao por autoclavagéo
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ANEXO Il — PRANCHAS COM IMAGENS MICROSCOPICAS DE LESOES EM
CORNEA DE RATOS WISTAR INDUZIDA POR ACANTHAMOEBA

1000 pm

Figura 8 - Olho esquerdo de rato submetido a eutanasia 7 dias ap6s a aplicagdo por via intraestromal
de tampao fosfato (PBS): A) Visdo panoramica mostrando algumas estruturas e regides de aspecto aparen-
temente normal. Cérnea (Setas grandes); camara anterior (Ca); iris (Setas pequenas); cristalino (C); corpo
ciliar (Cabecgas de setas); esclerotica (E); camara posterior (Cp) e retina (#). Barra = 1000um. B) Maior
aumento da figura anterior (representa o retangulo preto da figura A) mostrando detalhes da cérnea normal.
Camada de tecido epitelial pavimentoso estratificado (Ep); camada de Bowman (Cabegas de seta); estroma
(Es); membrana de Descemet (Setas) e endotélio (En). HE. Barra = 50um.



Figura 9 - Olho esquerdo de rato submetido a eutanasia 7 dias ap6s a aplicagao por via intraestromal
de tampao fosfato (PBS): Detalhes da figura 9: A) Epitélio corneal (Ec); estroma corneal (E); iris (#), corpo
ciliar (Cc) e cristalino (Cr). B) Musculo ciliar (M) e esclerética (E); C) Cristalino (Cr); retina (Chave), coréide
(Cabeca de seta) e esclerética (E). HE. Barra = 100pm.
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1000 ym

-

Figura 10 - Olho direito de rato eutanasia 7 dias apés a inoculagéo intraestromal de trofozoi-
tos 2,5x10* de Acanthamoeba da cepa SoA1: A) Visdo panoramica mostrando ampla ulcera corneana (Setas).
Desaparecimento do epitélio corneal (setas) e areas de necrose (N). Grandes areas do estroma corneal ocupadas por
tecido de granulagéo (Tg). Outras estruturas apresentam-se inflamadas: iris e corpo ciliar (U), musculo ciliar (M) e
esclerotica (E). As bordas da Ulcera sdo delimitadas pelo epitélio corneal ndo-necrosado (Cabegas de seta). Barra =
1000 pm; B) Maior aumento da figura anterior mostrando necrose (N), tecido de granulagado (Tg), epitélio corneal
necrosado (Cabega de seta) e ndo-necrosado (*). Barra = 500 um; C) Detalhe da figura anterior (representa o retangulo
preto da figura B). Necrose do epitélio corneal (*). Debris celulares e granulécitos (#). Barra = 50 pm; D) Maior aumento
da figura B mostrando necrose hemorragica (N), tecido de granulagéo (Tg) e deposigédo de fibrina (*). HE. Barra = 100
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Figura 11 - Olho direito de rato submetido a eutanasia 7 dias ap6s a inoculagéo intraestromal de trofozoi-
tos 2,5x 10* de Acanthamoeba da cepa SoA1: Detalhes da figura 11: A) Uveite anterior caracterizada por infil-
trado inflamatodrio e hiperemia em corpo ciliar (Cc) e edema; hiperemia e infiltrado inflamatério na iris (#). Notar a
presenca de células inflamatdrias, hemorragia e células descamadas na camara anterior (Cabecas de setas). Barra =
100um; B) Infiltrado inflamatério em masculo ciliar (#). Barra = 200pum; C) Detalhe da figura anterior mostrando que o
infiltrado inflamatério é constituido principalmente por neutréfilos (Setas) e macréfagos (Cabegas de seta). Barra =
20um; D) Inflamagéo da esclerética. Infiltrado inflamatério, edema (*) e vaso neoformados (Cabegas de seta). HE.
Barra = 50pm.
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negativo de reagdo imunocitoquimica anti-Acanthamoeba. Auséncia de coloragdo marrom em trofo-
zoitos (Cabecas de seta) de esfregaco obtidos de cultivo “in vitro”. Barra = 20 ym; B) Controle positivo
de reagdo imunocitoquimica anti-Acanthamoeba. Coloragdo marrom em trofozoito (Cabeca de seta)
indicando reacéo positiva. Barra = 20 ym; C) Controle negativo de reagdo imuno-histoquimica
anti-Acanthamoeba em olho direito de rato inoculado com Acanthamoeba. Notar a auséncia de col-
oragdo marrom. Barra = 20 ym; D) Maior aumento da figura anterior. Barra = 50 um; E) Reacao imu-
no-histoquimica positiva anti-Acanthamoeba em olho direito de rato inoculado com Acanthamoeba.
Coloragdo marrom em muitas areas do estroma corneal (Asteriscos). Barra = 20 ym; F) Maior
aumento da figura anterior. Notar a presencga de coloragdo marrom em trofozoito (Seta), no meio
extracelular e no interior de células do infiltrado inflamatério (Cabegas de setas), indicando a presenga
de antigenos de Acanthamoeba. Contra-coloragdo com Hematoxilina de Harris. Barra = 50 ym.
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ANEXO Il - COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

CERTFICADD

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA

COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que o projeto intitulado *Avaliacao de patogenicidade de Acanthamoeba em modelo experimental de
cemtite amebiana”, protocolo do CEUA: 265/201 8 sob a responsabilidade de Adnana Olivaira Costa que envolve a
producio, manutengfio elou utilizag8o de animais pertencentes ao file Chordata, subfile Vertebrata (exceto o homem)
para fins de pesquisa clentifica (ou ensing) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lein® 11,784, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n® 6,899 de 15 de julho de 2009, & com as nomas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Expermentacio Animal (CONCEA), e foi aprovado pala COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

(CEUA) DA UNIWERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunifo de 17/08/2018,

Vigéncia da Autorizacio

1710208 a 16/08/2023

Finalidade Pesquisa

*Espéclel/linhagem Rato heterogénico / Wistar

N® de animais 2

Pesolldade 320g / 90(dias)

Sexo masculing

Ornigam Bictério Faculdade de Farmécia -UFMG
*Espéclellinhagem Rate heterogénico / Wistar

N® de animais &

Pesolldade 180g / 45(dias)

Sexo masculing

Ornigem Biotéric Faculdade de Farmacia -UFMG
*Espacieflinhagem Rato heterogénico / Wistar

N® de animais 9

Pesolldade 1809 / 45{dias)

Sexo masculing

Ornigem Bigtério Faculdade de Farmacia -UFMG
*Espéciellinhagem Rato heterogénico / Wistar

N® de animais 9

Pesol/ldade 180g / 45(dias )

Sexo masculing

Crrigam Bigterio Faculdade de Farmacia -UFMG
*Espécieflinhagem Rato heterogénico / Wistar

N® de animaizs 9

Pesolldade 180g ! 45(dias )

Sexo masculing

Origem Bigterio Faculdade de Farmacia -UFMG

*Espécieflinhagem

Rato heterogénico / Wistar

N® de animais

o

Fesodldade

180g / 45(dias)




Sexo masculing
Origemn Bigterio Faculdade de Farmacia -LUFMEG
Consideragies posieriores:
17092018 Aprovado na reunifio do dia 03008:201 8, Validade;
17/09/2018 & 16/09/2023

Balo Horizonte, 29/04/2019,
Atenciosamente,

Sisterna Solicite CEUA UFMG

hitps /aplicativos.ufmg. br/solicite_ceua’

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténic Carlos, 8627 = Campus Pampulha
Unidade Administrativa || —2° Andar, Sala 2005
31270-901 = Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 34094516

e ufme. beibioedicalceua - ceteadpmda.ufmag.bre
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