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RESUMO: A amebíase é considerada a segunda maior causa de morte por doenças 

parasitárias no mundo. A Entamoeba dispar está relacionada aos casos 

assintomáticos, mas já foi isolada de pacientes portadores de colite não-disentérica e 

abscesso hepático amebiano (AHA). Bactérias são capazes de potencializar a 

virulência de cepas de E. dispar e, a Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) é 

causa importante de diarreia. Não há estudos que avaliam a influência desta bactéria 

sobre a virulência e patogenicidade das cepas de E. dispar. Foi objetivo deste trabalho 

avaliar a influência da EPEC sobre a virulência e a patogenicidade de cepas de E. 

dispar. Foram utilizadas as cepas ACFN, ADO e VEJ de E. dispar, divididas em dois 

grupos: ameba e ameba+bactéria. Nos grupos associados foram adicionadas à 

cultura de trofozoítos 1x106 UFCs de EPEC. Foi realizado o ensaio de eritrofagocitose 

dos grupos ACFN e ACFN-EPEC. Foi realizado rt-qPCR para análise da expressão 

gênica dos fatores de virulência: lectina ligante de Galactose e N-acetil-d-

galactosamina (Gal/GalNAc), cisteína proteinase 2 (CP2), amebaporo A (APA) e 

amebaporo C (APC) das cepas ACFN, ADO e VEJ, associadas ou não à EPEC. Para 

cada grupo foram inoculados oito hamsters com as cepas ACFN e ADO, associadas 

ou não à EPEC, cada um com 1x105 trofozoítos, no lobo esquerdo do fígado. Os 

hamsters foram eutanasiados e necropsiados no quarto dia após a infecção e o lobo 

hepático inoculado foi coletado para análise por rt-qPCR da expressão dos fatores de 

virulência lectina ligante de Gal/GalNAc, CP2, APA e APC, determinação bioquímica 

da atividade de mieloperoxidase (MPO), N-acetil-β-D-glicosaminidase (NAG) e 

eosinófilos peroxidase (EPO) e, morfometria digital das lesões. A interação da EPEC 

à cepa ACFN não foi capaz de aumentar a sua capacidade de eritrofagocitose, mas 

aumentou in vitro e in vivo a expressão da lectina ligante de Gal/GalNAc e in vivo da 

CP2, a área de necrose hepática e a atividade de MPO, NAG e EPO. A interação da 

EPEC à cepa ADO diminuiu a expressão de CP2 in vitro e não foi capaz de aumentar 

a expressão da lectina ligante de Gal/GalNAc e da CP2 in vivo, bem como a área da 

necrose e a atividade de MPO e EPO. Contudo, tal interação foi capaz de diminuir a 

atividade de NAG. A interação da EPEC à cepa VEJ não foi capaz de aumentar a 

expressão da lectina ligante de Gal/GalNAc e da CP2 in vitro. APA não foi expressa 

em nenhuma das cepas avaliadas e não houve diferença da expressão de APC entre 

nenhum dos grupos. Nosso estudo demonstrou que a EPEC foi capaz de influenciar 

de maneiras diferentes a virulência e patogenicidade de distintas cepas de E. dispar. 
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ABSTRACT: Amebiasis is considered the second leading cause of death from 

parasitic diseases in the world. Entamoeba dispar is related to asymptomatic cases 

but has already been isolated from patients with non-dysenteric colitis and amoebic 

liver abscess (AHA). Bacteria can potentiate the virulence of E. dispar strains, and 

enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) is an important cause of diarrhea. There are 

no studies evaluating the influence of this bacterium on the virulence and pathogenicity 

of E. dispar strains. The objective of this work was to evaluate the influence of EPEC 

on the virulence and pathogenicity of E. dispar strains. The ACFN, ADO and VEJ 

strains of E. dispar were used, divided into two groups: amoeba and amoeba+bacteria. 

In the associated groups, 1x106 CFUs of EPEC were added to the trophozoite culture. 

The erythrophagocytosis assay of the ACFN and ACFN-EPEC groups was performed. 

rt-qPCR was performed to analyze the gene expression of the virulence factors: 

Galactose and N-acetyl-d-galactosamine binding lectin (Gal/GalNAc), cysteine 

proteinase 2 (CP2), amoebapore A (APA) and amoebapore C (APC) of the ACFN, 

ADO and VEJ strains, associated or not with EPEC. For each group, eight hamsters 

were inoculated with the ACFN and ADO strains, associated or not with EPEC, each 

with 1x105 trophozoites, in the left lobe of the liver. The hamsters were euthanized and 

necropsied on the fourth day after infection and the inoculated hepatic lobe was 

collected for rt-qPCR analysis of the expression of the virulence factors lectin-binding 

Gal/GalNAc, CP2, APA and APC, biochemical determination of myeloperoxidase 

activity (MPO), N-acetyl-β-D-glucosaminidase (NAG) and eosinophil peroxidase 

(EPO) and digital morphometry of the lesions. The interaction of EPEC with the ACFN 

strain was not able to increase its erythrophagocytosis capacity, but it increased in vitro 

and in vivo the expression of the Gal/GalNAc-binding lectin and in vivo of CP2, the 

area of hepatic necrosis and the activity of MPO, NAG and EPO. The interaction of 

EPEC with the ADO strain decreased the expression of CP2 in vitro and was not able 

to increase the expression of the Gal/GalNAc-binding lectin and CP2 in vivo, as well 

as the area of necrosis and the activity of MPO and EPO. However, such interaction 

was able to decrease NAG activity. The interaction of EPEC with the VEJ strain was 

not able to increase the expression of the Gal/GalNAc binding lectin and CP2 in vitro. 

APA was not expressed in any of the evaluated strains and there was no difference in 

APC expression between any of the groups. Our study demonstrated that EPEC was 



 
 

 
 

able to influence in different ways the virulence and pathogenicity of different strains 

of E. dispar. 

Keywords: Entamoeba dispar. Amoebic liver abscess. Virulence. Pathogenicity. 

Enteropathogenic Escherichia coli. 

 



 
 

 
 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1: Ciclo biológico da Entamoeba sp...............................................................24 

Figura 2: Delineamento experimental das cepas ACFN, ADO e VEJ de E. 

dispar..........................................................................................................................40 

Figura 3: Delineamento da experimentação animal ................................................ 42 

Figura 4: Abscesso hepático amebiano (AHA) de hamster inoculado com as cepas 

ACFN e ADO de E. dispar, associados ou não à EPEC .......................................... 59 

Figura 5: Histopatologia do fígado de hamsters inoculados com a cepa ACFN de E. 

dispar, associados ou não com a EPEC .................................................................. 61 

Figura 6: Histopatologia do fígado de hamsters inoculados com a cepa ADO de E. 

dispar, associados ou não com a EPEC .................................................................. 62 

Figura 7: Histopatologia do fígado de hamsters inoculados com as cepas ACFN e 

ADO de E. dispar, associados ou não com a EPEC ................................................ 65 

  



 
 

 
 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1: Genes utilizados na qPCR e sequência dos primers ...................... 45 e 46 

Tabela 2: Análise semi-quantitativa da inflamação e do parasitismo ...................... 63 

  



 
 

 
 

 

LISTA DE GRÁFICOS 

 

Gráfico 1: Eritrofagocitose da cepa ACFN de Entamoeba dispar associada ou não 

com a Escherichia coli enteropatogênica .................................................................. 51 

Gráfico 2: Efeito da associação in vitro da Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) 

sobre a expressão gênica do fator de virulência lectina ligante de Gal/GalNAc das 

cepas ACFN, ADO e VEJ de Entamoeba dispar ...................................................... 52 

Gráfico 3: Efeito da associação in vitro da Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) 

sobre a expressão gênica do fator de virulência cisteína proteinase 2 (CP2) das cepas 

ACFN, ADO e VEJ de Entamoeba dispar ...................................................................53 

Gráfico 4: Efeito da associação in vitro da Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) 

sobre a expressão gênica do fator de virulência amebaporo C (APC) das cepas ACFN, 

ADO e VEJ de Entamoeba dispar ............................................................................. 54 

Gráfico 5: Comparação da expressão relativa gênica dos fatores de virulência lectina 

ligante de Gal/GalNAc, cisteína proteinase 2 (CP2) e amebaporo C (APC) entre as 

cepas ACFN, ADO e VEJ de Entamoeba dispar ....................................................... 55 

Gráfico 6: Efeito da associação in vitro da Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) 

sobre a expressão gênica do fator de virulência lectina ligante de Gal/GalNAc das 

cepas ACFN e ADO de Entamoeba dispar no fígado de hamster ............................. 56 

Gráfico 7: Efeito da associação in vitro da Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) 

sobre a expressão gênica do fator de virulência cisteína proteinase 2 (CP2) das cepas 

ACFN e ADO de Entamoeba dispar no fígado de hamster........................................ 57 

Gráfico 8: Efeito da associação in vitro da Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) 

sobre a expressão gênica do fator de virulência amebaporo C (APC) das cepas ACFN 

e ADO de Entamoeba dispar no fígado de hamster ................................................. 58 

Gráfico 9: Efeito da associação in vitro da Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) 

com as cepas ACFN e ADO de Entamoeba dispar sobre a inflamação e parasitismo 

hepáticos................................................................................................................... 64 

Gráfico 10: Área de necrose produzida pelas cepas ACFN e ADO de Entamoeba 

dispar em associação ou não à EPEC ....................................................................... 66 



 
 

 
 

Gráfico 11: Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), N-acetil-β-glucosaminidase 

(NAG) e peroxidase de eosinófilos (EPO) da cepa ACFN de Entamoeba dispar em 

associação ou não à Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) .............................. 67 

Gráfico 12: Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), N-acetil-β-glucosaminidase 

(NAG) e peroxidase de eosinófilos (EPO) da cepa ADO de Entamoeba dispar em 

associação ou não à Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) .............................. 68 

Gráfico 13: Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), N-acetil-β-glucosaminidase 

(NAG) e peroxidase de eosinófilos (EPO) entre as cepas ACFN e ADO de Entamoeba 

dispar......................................................................................................................... 69 

Gráfico 14: Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), N-acetil-β-glucosaminidase 

(NAG) e peroxidase de eosinófilos (EPO) para as cepas ACFN e ADO de Entamoeba 

dispar .........................................................................................................................70 

Gráfico 15: Análise de correlação da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) 

com a área de necrose dos grupos ACFN e ACFN-EPEC....................................... 71 

  



 
 

 
 

LISTA DE ABREVIAÇÕES 

 

AHA – Abscesso Hepático Amebiano 

APA – Amebaporo A 

APC – Amebaporo C 

COX-2 – Cicloxigenase 2 

CP – Cisteína proteinase 

E. dispar – Entamoeba dispar 

E. histolytica – Entamoeba histolytica 

EPEC – Escherichia coli enteropatogênica 

EPO – Peroxidase de eosinófilos 

Gal/GalNAc – Galactose e N-acetilgalactosamina 

GPI – Glicosilfosfatidilinusitol 

IFNγ – Inferferon-gamma 

IgA – Imunoglobulina A 

IgG – Imunoglobulina G 

IL – Interleucina  

iNOS – Óxido nítrico sintetase induzível 

LPG – Lipofosfoglicanos 

LPPG – Lipofosfopeptideoglicano 

MAP – Fosfatase ácida de membrana  

MPO – Mieloperoxidase  

NAG – N-acetil-β-D-glicosaminidase 

NFkB – Fator nuclear Kappa B 

OPAS – Organização Pan Americana de Saúde 

PAMPs – Padrões Moleculares Associados à Patógenos 

Pb – Pares de bases 

PTPases – Proteínas tirosinas fosfatases 

qPCR – Reação em cadeia da polimerase quantitativa 

RT – Transcriptase reversa 

SAP – Fosfatase ácida secretada 

SEM – Erro padrão da média 

TGFβ – Fator de crescimento transformante beta 



 
 

 
 

TLR2 – Toll like receptor 2 

TLR4 – Toll like receptor 4 

TNFα – Fator de necrose tumoral alfa 



 
 

 
 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA .......................................................... 19 

1.1 QUADRO CLÍNICO DA AMEBÍASE ........................................................................ 20 

1.2 EPIDEMIOLOGIA .................................................................................................... 21 

1.3 CICLO BIOLÓGICO E PATOGÊNESE.................................................................... 23 

1.4 FATORES DE VIRULÊNCIA ................................................................................... 24 

1.4.1 Lectina ligante de Gal/GalNAc .............................................................................. 25 

1.4.2 Lipofosfoglicanos e Lipofosfopeptideoglicanos ..................................................... 26 

1.4.3 Amebaporos ......................................................................................................... 27 

1.4.4 Cisteína proteinases ............................................................................................. 28 

1.4.5 Fosfatase ácida de membrana e fosfatase ácida secretada ................................. 29 

1.5 IMUNIDADE ............................................................................................................ 30 

1.6 ABSCESSO HEPÁTICO AMEBIANO (AHA) ........................................................... 32 

1.7  SIMBIOSE ENTRE ORGANISMOS ....................................................................... 34 

1.8 Escherichia coli enteropatogênica ........................................................................... 35 

2 JUSTIFICATIVA ......................................................................................................... 38 

3 OBJETIVOS ............................................................................................................... 39 

3.1 Objetivo geral: ......................................................................................................... 39 

3.2 Objetivos específicos: .............................................................................................. 39 

4 METODOLOGIA ......................................................................................................... 40 

4.1 Cepas de Entamoeba dispar ................................................................................... 40 

4.2 Cepa de bactéria ..................................................................................................... 40 

4.3 Culturas de trofozoítos de E. dispar em associação com a EPEC .......................... 40 

4.4 Ensaio in vitro de eritrofagocitose ............................................................................ 41 

4.5 Experimentação animal ........................................................................................... 41 

4.5.1 Animais utilizados e grupos experimentais ........................................................... 41 

4.5.2 Anestesia e inoculação ......................................................................................... 42 

4.5.3 Necropsia, análise macroscópica e coleta do fígado ............................................ 42 

4.6 Determinação da expressão de RNAm dos fatores de virulência e das citocinas ... 43 

4.6.1 Extração do RNA total dos fatores de virulência e de citocinas hepáticas ........... 43 

4.6.2 Síntese de cDNA à partir do mRNA de E. dispar e do fígado de hamsters. ......... 44 



 
 

 
 

4.6.3 Padronização das reações de RT-qPCR com iniciadores para fatores de virulência 

de E. dispar e citocinas de hamsters. ............................................................................ 44 

4.6.4 Quantificação relativa da expressão dos fatores de virulência de E. dispar e 

citocinas de hamsters .................................................................................................... 47 

4.7 Processamento e análise histopatológica, semi-quantitativa e morfométrica das 

lesões hepáticas ............................................................................................................ 47 

4.8 Quantificação da atividade enzimática de neutrófilos, macrófagos e eosinófilos no 

homogenato de fígado ................................................................................................... 48 

4.9 Análises estatísticas ................................................................................................ 49 

5 RESULTADOS ........................................................................................................... 51 

5.1 Ensaio de eritrofagocitose da cepa ACFN de E. dispar em associação à EPEC .... 51 

5.2 Expressão relativa dos fatores de virulência amebianos lectina ligante de Gal/GalNac, 

CP2, APA e APC de culturas das cepas ACFN, ADO e VEJ associadas à EPEC ........ 51 

5.2.1 Expressão relativa in vitro do fator de virulência lectina ligante de Gal/GalNAc das 

cepas ACFN, ADO e VEJ de E. dispar associadas ou não à EPEC ............................. 52 

5.2.2 Expressão relativa in vitro do fator de virulência CP2 das cepas ACFN, ADO e VEJ 

de E. dispar associadas à EPEC ................................................................................... 53 

5.2.3 Expressão relativa in vitro dos fatores de virulência APA e APC das cepas ACFN, 

ADO e VEJ de E. dispar associadas à EPEC................................................................ 54 

5.2.4 Comparação da expressão relativa in vitro dos fatores de virulência lectina ligante 

de Gal/GalNAc, CP2 e APC das cepas ACFN, ADO e VEJ de E. dispar. ..................... 55 

5.3 Expressão relativa dos fatores de virulência amebianos lectina ligante de 

Gal/GalNAc, CP2, APA e APC no fígado de hamsters inoculados com as cepas ACFN e 

ADO de E. dispar associadas ou não à EPEC .............................................................. 56 

5.3.1 Expressão relativa do fator de virulência amebiano lectina ligante de Gal/GalNAc 

no fígado de hamsters inoculados com as cepas ACFN e ADO de E. dispar associadas 

ou não à EPEC .............................................................................................................. 56 

5.3.2 Expressão relativa do fator de virulência amebiano de cisteína proteinase 2 (CP2) 

no fígado de hamsters inoculados com as cepas ACFN e ADO de E. dispar associadas 

ou não à EPEC .............................................................................................................. 57 

5.3.3 Expressão relativa dos fatores de virulência amebiano amebaporo A e C (APA e 

APC) no fígado de hamsters inoculados com as cepas ACFN e ADO de E. dispar 

associadas ou não à EPEC ........................................................................................... 57 



 
 

 
 

5.4 Análise macroscópica do fígado de hamsters infectados com as cepas ACFN e ADO 

de E. dispar, associadas ou não à EPEC ...................................................................... 58 

5.5 Análise histopatológica, semi-quantitativa e morfométrica do AHA induzido pelas 

cepas ACFN e ADO, associadas ou não à EPEC ......................................................... 59 

5.6 Atividade de MPO, NAG e EPO no parênquima hepático de hamsters infectados com 

as cepas ACFN e ADO de E. dispar associadas ou não à EPEC ................................. 66 

5.7 Comparação da atividade de MPO, NAG e EPO no parênquima hepático de hamsters 

infectados com as cepas ACFN e ADO de E. dispar ..................................................... 68 

5.8 Comparação entre as atividades de MPO, NAG e EPO no parênquima hepático de 

hamsters infectados com as cepas ACFN e ADO de E. dispar ..................................... 69 

5.9 Análise de correlação entre a atividade de MPO e a área de necrose no grupo ACFN

 71 

5.10 Expressão relativa das citocinas IL-5, IL-10, IL-12, IFNγ e TGF-β do fígado de 

hamsters inoculados com as cepas ACFN e ADO de E. dispar associadas ou não à 

EPEC. 71 

6 DISCUSSÃO .............................................................................................................. 72 

7 CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES FINAIS .......................................................... 84 

8 REFERÊNCIAS .......................................................................................................... 85 

9 APÊNDICE ................................................................................................................. 96 

9.1  Artigo 96 

 

  

  

  

  

  

 



19 
 

 
 

1 INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA 

As doenças diarreicas são a segunda principal causa de morte em crianças 

menores de 5 anos, responsáveis por cerca 1,7 bilhão de casos ao ano e 525.000 

óbitos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).  No Brasil, 80% das crianças 

acometidas por essas doenças são menores de um ano. A região Norte possui o maior 

número de casos e as doenças diarreicas ocupam o 8º lugar nas causas de 

mortalidade infantil (FONTOURA et al., 2018). 

A amebíase, doença provocada pela Entamoeba histolytica (E. histolytica), é a 

mais grave provocada por protozoário que atinge o intestino. A E. histolytica é 

responsável pelo desenvolvimento de duas importantes síndromes clínicas: a colite 

amebiana e o abscesso hepático amebiano (AHA) (STANLEY, 2003). Além de ser 

uma doença de ampla distribuição geográfica, a amebíase apresenta alta incidência 

e capacidade de desenvolver quadros graves e fatais. A doença continua sendo 

considerada um problema de saúde pública em países em desenvolvimento 

(HUSTON, 2004).  

A E. histolytica foi descrita por Lösh há mais de 130 anos (1875, citado por 

Jackson, 1998). Entretanto, só foi reconhecida como espécie em 1903, por Schaudinn 

(1903, citado por Clark, 1998). Em 1925, para explicar a alta prevalência de indivíduos 

assintomáticos, Brumpt propôs a teoria dualista, onde reconhecia a existência de duas 

espécies de mesma morfologia, entretanto de aspectos biológicos diferentes 

(BRUMPT, 1925). A E. histolytica foi considerada como a única capaz de invadir o 

epitélio intestinal humano e também de se disseminar para outros locais, provocando 

a amebíase extra-intestinal. A espécie foi segregada em dois grupos distintos, E. 

histolytica patogênica e não-patogênica, com base na avaliação do perfil de 

isoenzimas e dos sinais clínicos dos pacientes ao qual foram isoladas (SARGEAUNT; 

WILLIAMS; GRENE, 1978). Posteriormente, análises gênicas dos dois grupos 

clinicamente distintos demonstraram a existência de duas espécies, comprovando 

então a teoria dualista de Brumpt (DIAMOND; CLARK, 1993). A espécie relacionada 

aos casos assintomáticos foi denominada de Entamoeba dispar (E. dispar) e só foi 

reconhecida pela Organização Pan Americana de Saúde (OPAS) em 1997, após 

análises de isoenzimas, utilização de anticorpos monoclonais e das diferenças 

genéticas encontradas (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 1997). 
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Apesar de ser considerada uma espécie não invasiva, a E. dispar já foi isolada 

de pacientes que apresentavam colite não disentérica (COSTA et al., 2000) e 

sequências do seu DNA foram detectadas por técnicas de biologia molecular em 

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

estudos também mostram que esta espécie também poderia ser capaz de produzir 

amebíase sintomática humana, tanto no intestino grosso (GRAFFEO et al., 2014), 

como no fígado (XIMÉNEZ et al., 2010).  A E. dispar foi isolada de pacientes com 

abscesso hepático misto (amebiano e piogênico), amebiano (Juntamente com a E. 

histolytica) e piogênico. Além disso foi observado em amostras de abscessos 

hepáticos e de cepas de E. dispar uma grande variabilidade genética, sugerindo 

possíveis recombinações, diferenciações gênicas ou até mesmo seleção diferencial 

para a espécie (XIMÉNEZ et al., 2010).  

Os principais produtos amebianos relacionados com a virulência da E. 

histolytica e E. dispar são: a lectina ligante de galactose e N-acetil-D-galactosamina 

(Gal/GalNAc) (STANLEY, 2003), as amebaporos (proteínas geradoras de poros) 

(LEIPPE, 1995) e as enzimas cisteína proteinases (QUE; REED, 1997). Os fatores de 

virulência contribuem para a sobrevivência da espécie em seu hospedeiro e para o 

desenvolvimento de lesões, por possibilitarem a invasão tecidual. 

1.1 QUADRO CLÍNICO DA AMEBÍASE 

Muitos indivíduos infectados são assintomáticos e pode haver cura espontânea 

sem o aparecimento dos sinais clínicos da amebíase. De 4 à 10% dos pacientes 

desenvolvem sintomatologia após um ano de infecção. Os principais sinais e sintomas 

da colite amebiana são: diarreia sanguinolenta profusa, dor abdominal generalizada, 

leucocitose e febre (STANLEY, 2003). As características clínicas da colite amebiana 

podem se assemelhar às da doença inflamatória intestinal, entretanto, exames de 

colonoscopia acompanhado de biópsia são uteis ao diagnóstico, pois se observam as 

úlceras de formato irregular e erosões eritematosas (YUE et al., 2021). Em quadros 

mais graves, o indivíduo pode apresentar íleo paralítico, perfuração intestinal ou até 

mesmo amebomas, que são massas anulares de tecido de granulação que se 

desenvolvem no ceco ou cólon e que se assemelham à uma neoplasia (STANLEY, 

2003). 
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O quadro clínico de pacientes portadores do AHA consiste em anorexia, perda 

de peso, dor no quadrante superior direito, febre e sensibilidade hepática substancial 

(STANLEY, 2003). Em casos mais graves pode haver ruptura do AHA, 

desenvolvimento de fístula broncopulmonar e distúrbios hemodinâmicos, como 

edema e ascite (ALAM et al., 2014).  A icterícia é um achado incomum. Dentre os 

achados laboratoriais mais comuns, destaca-se a leucocitose, discreta anemia, 

elevação das enzimas hepáticas fosfatases e aumento do volume de 

hemossedimentação (STANLEY, 2003). 

1.2 EPIDEMIOLOGIA 

Os dados epidemiológicos da amebíase permanecem obscuros devido a falhas 

diagnósticas, como a distinção entre as espécies do gênero Entamoeba e também na 

diferenciação das cepas patogênicas e não patogênicas da E. histolytica (OTHMAN 

et al., 2020). A doença acomete cerca de 50 milhões de pessoas ao ano em todo 

mundo, com óbito de aproximadamente 100 mil delas (PAN AMERICAN HEALTH 

ORGANIZATION, 1997). Os continentes e países altamente endêmicos pela E. 

histolytica incluem a África, Índia e Bangladesh, Sudeste Asiático, Américas e Egito, 

com maior morbidade e mortalidade nas Américas Central e do Sul, África e Índia. As 

espécies de Entamoeba são mais prevalentes em áreas rurais com baixas condições 

socioeconômicas e saneamento básico, ao passo que para as áreas rurais a alta 

prevalência se dá pela falta das práticas de higiene pessoal  (OTHMAN et al., 2020). 

Os avanços das técnicas moleculares permitiram identificações mais fidedignas para 

as espécies do gênero Entamoeba. Foi identificado que as cepas patogênicas da E. 

histolytica são menos prevalentes que as não-patogênicas, sendo responsáveis por 1 

caso sintomático para cada 5 casos de infecção por E. histolytica (XIMÉNEZ et al., 

2009).   

Além da E. histolytica, outras espécies do gênero são encontradas no lúmen 

intestinal: E. dispar, E. moshkovskii, E. coli, E. hartmanni, E. polecki e E. bangladeshi. 

Recentemente, estudo realizado com a seleção de 110 trabalhos de 47 países para 

calcular a epidemiologia molecular do gênero Entamoeba evidenciou prevalência 

global da infecção humana pelo gênero de 3,55%, variando de 1,72% na Oceania à 

21,58% na América do Norte (CUI et al., 2019). Mundialmente, a E. dispar foi a mais 
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prevalente (49,4%), seguida da E. histolytica (32,3%) e E. moshkovskii (10,2%) (LI et 

al., 2021).   

No Brasil, a prevalência de amostras positivas para DNA e/ou presença de 

parasitos do gênero Entamoeba sp. é de 22%, sendo o estado com maior prevalência 

a Paraíba (72%), seguido pelo Distrito Federal (53%) e Rondônia (50%). Ainda em 

relação à prevalência dentro do gênero Entamoeba, a E. dispar apresenta maior índice 

que a E. histolytica, com porcentagens de 7,9% e 3,1%, respectivamente. Em 

pacientes imunodeficientes a prevalência foi de 18%, com o câncer representando a 

maior causa de imunossupressão (36%) (DOS SANTOS ZANETTI et al., 2021).  A 

região Norte apresenta a maior prevalência de E. dispar, com 18,5%, seguido das 

regiões Nordeste, 13%, e Sudeste, 1,4%.  Em comparação à E. histolytica, a E. dispar 

é mais prevalente no território brasileiro, com exceção da região Norte, onde a 

prevalência da E. histolytica chega a 28,9%. Na região Sudeste, os estados mais 

prevalentes para E. dispar são Minas Gerais e Rio de Janeiro, respectivamente (DOS 

SANTOS ZANETTI et al., 2021). Na região de Belo Horizonte, estudo parasitológico 

envolvendo laboratórios da rede pública e privada evidenciou uma prevalência da 

infecção por E. histolytica/E. dispar de 0,6%. Após a análise da reação em cadeia da 

polimerase (PCR) das amostras positivas para E. histolytica/ E. dispar, observou-se 

que 86,1% destas amostras se tratava da E. dispar (COSTA et al., 2018).  

A amebíase extra-intestinal acomete menos de 1% dos pacientes com 

amebíase invasiva, sendo o AHA a principal manifestação clínica. Cerca de 80% dos 

pacientes desenvolvem sintomas rapidamente, dentro de duas a quatro semanas. O 

AHA é cerca de dez vezes mais comum em homens do que mulheres, e, raro em 

crianças (HAQUE et al., 2003), e os indivíduos entre os 40-50 anos são os mais 

acometidos (SALLES; MORAES; SALLES, 2003). Estudos evidenciam que a 

mortalidade pelo AHA podia chegar à 15%, mas com o diagnóstico e tratamento 

precoces, a taxa caiu para 1-3% (STANLEY, 2003). Embora os dados epidemiológicos 

do AHA sejam subestimados, sabe-se que a incidência varia entre as regiões do país, 

sendo incomum no Sul e mais prevalente na região Norte (SALLES; MORAES; 

SALLES, 2003).    
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1.3 CICLO BIOLÓGICO E PATOGÊNESE 

A infecção se inicia através da ingestão de água ou alimentos contaminados 

com cistos tetranucleados. Os cistos são redondos e possuem uma parede resistente 

que os protegem de condições desfavoráveis, como o pH ácido do estômago 

(OTHMAN et al., 2020). O processo de excistamento ocorre no lúmen do intestino 

delgado e dá origem a trofozoítos, que se multiplicam por divisão binária. Os 

trofozoítos são estruturas móveis, emitem pseudópodes e utilizam a lectina ligante de 

Gal/GalNAc para se conectarem à camada de mucina e colonizar o intestino grosso. 

Os trofozoítos são incapazes de sobreviver fora do hospedeiro e utilizam a lectina 

ligante de Gal/GalNAC para se encistar, e os cistos produzidos são excretados nas 

fezes, perpetuando o ciclo biológico pela via fecal-oral (Figura 1) (HAQUE et al., 2003; 

OTHMAN et al., 2020).   

Contudo, a ligação dos trofozoítos à mucosa intestinal através da lectina de 

Gal/GalNAc é capaz de levar à atividade amebicida, provocando a morte das células 

epiteliais e leucócitos (principalmente neutrófilos e linfócitos), dando início à formação 

de úlceras, principal achado histopatológico da colite amebiana. Esta forma clínica da 

amebíase é representada por espessamento da mucosa por inflamação e edema, e, 

múltiplos focos de necrose (úlceras), podendo ocorrer perfuração intestinal 

(STANLEY, 2003). A secreção das amebaporos também contribuem para a atividade 

amebicida. Os trofozoítos podem se movimentar de forma lateral na submucosa, 

originando a clássica úlcera em formato de “botão de camisa” ou “frasco”.  (HAQUE 

et al., 2003).   

Após a invasão epitelial pelos trofozoítos ocorre a ativação imunitária, e o 

processo inflamatório agudo recruta neutrófilos, macrófagos, eosinófilos e linfócitos, 

que também contribuem para o dano tecidual, através da liberação em excesso dos 

seus produtos tóxicos. A infecção amebiana pode se cronificar, pois os trofozoítos são 

capazes de evadir do sistema imune de diversas maneiras, como o impedimento da 

formação do complexo C5b-C9 do complemento, degradação das anafilotoxinas C3a 

e C5a, degradação das imunoglobulinas IgA e IgG, supressão da explosão respiratória 

dos macrófagos e da apresentação de antígenos (HAQUE et al., 2003).  

A amebíase extra-intestinal é caracterizada pela presença de trofozoítos em 

outros órgãos que não o intestino, e é desenvolvida a partir da disseminação dos 

mesmos pela via hematogênica, sendo o principal sítio acometido o fígado.  
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(STANLEY, 2003). De fato, a penetração e o deslocamento dos trofozoítos nos tecidos 

humanos são dependentes dos fatores de virulência dos trofozoítos, como a lectina 

ligante de Gal/GalNAc, cisteína proteinases e as amebaporos (HAQUE et al., 2003; 

LEIPPE, 1995; QUE; REED, 1997; STANLEY, 2003).  

 

Figura 1: Ciclo biológico da Entamoeba sp. Adaptado de: CENTER OF DISEASE CONTROL AND 

PREVENTION (2019). 

1.4 FATORES DE VIRULÊNCIA 

Além dos fatores de virulência já mencionados, os trofozoítos são capazes de 

secretar lipofosfoglicanos, lipofosfopeptieoglicanos e fosfatases ácidas, que estão 

relacionadas ao desenvolvimento de lesões (AGUIRRE-GARCÍA; ANAYA-RUIZ; 
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TALAMÁS-ROHANA, 2003; HAQUE et al., 2003; LAUWAET et al., 2004; LEIPPE, 

1995; MOODY et al., 1997a; QUE; REED, 1997; STANLEY, 2003). 

1.4.1 Lectina ligante de Gal/GalNAc 

A lectina ligante de galactose e N-acetil-D-galactosamina (Gal/Gal/NAc) é 

utilizada pelos trofozoítos para a aderência ao muco, resultando na colonização do 

cólon. Além disso, a lectina também participa do processo de encistamento, 

responsável pela formação de cistos e consequente perpetuação da espécie (HAQUE 

et al., 2003). A adição de soluções de galactose e N-acetil-D-Galactosamina à culturas 

de trofozoítos é capaz de inibir em 90% a aderência dos mesmos à camada de 

mucina, reforçando que a lectina utiliza destes carboidratos para colonizar o intestino 

humano (PETRI; HAQUE; MANN, 2002).   A lectina de Gal/GalNAc é um complexo 

composto por uma subunidade pesada de 170KDa (HgL) e uma leve de 31-35KDa 

(Lgl), sendo estas unidas por pontes dissulfeto e associadas a uma proteína de 

150KDa (Igl). Tanto a E. histolytica quanto a E. dispar expressam a lectina ligante de 

Gal/GalNAc, porém a estrutura na E. dispar possui 86% de similaridade para as 

cadeias pesadas e 79% para as leves em relação à E. histolytica (MANN, 2002). 

A lectina é capaz de externalizar a molécula de fosfatidilserina das hemácias, 

sendo reconhecidas e fagocitadas pelos trofozoítos. A E. dispar, quando comparada 

à E. histolytica, possui capacidade substancialmente menor de fagocitar eritrócitos, 

provavelmente devido à menor expressão e á diferenças na estrutura de suas lectinas. 

A eritrofagocitose é uma forma de avaliar a virulência das cepas, visto que são 

visualizados em pacientes portadores de abscesso hepático amebiano e colite 

amebiana inúmeros trofozoítos com hemácias internalizadas (BOETTNER et al., 

2005).  

A lectina ligante de Gal/GalNAc tem papel citotóxico: durante a interação dos 

trofozoítos com as células do hospedeiro ocorre a transferência da lectina para estas 

células, precedendo a morte delas. A lectina é observada na superfície lateral de 

células epiteliais do hospedeiro cinco minutos após a interação dos trofozoítos da E. 

histolytica (PETRI; HAQUE; MANN, 2002). Estudo identificou através de 

imunomarcação a lectina ligante de Gal/GalNAc em trofozoítos, hepatócitos, células 

sinusoidais e inflamatórias. As células imunomarcadas com a lectina apresentavam 

sinais de dano celular (PACHECO, 2004). Além disso, a lectina induz o aumento das 
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espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, além de diminuir as enzimas antioxidantes, 

como a catalase e a glutationa, contribuindo para o dano celular (RAWAL et al., 2004).  

Além de participar do processo de morte das células do hospedeiro, a lectina 

ligante de Gal/GalNAc também contribui para a evasão do sistema imune pelos 

trofozoítos, pois possui homologia com a molécula CD59 humana, inativando o 

complexo C5b-C9 de ataque à membrana, impedindo a morte amebiana (HAQUE et 

al., 2003; PETRI; HAQUE; MANN, 2002). 

1.4.2 Lipofosfoglicanos e Lipofosfopeptideoglicanos 

Tais moléculas estão presentes na superfície dos trofozoítos e provavelmente 

contribuem para evasão do sistema imune, pela inativação do complemento, e para a 

citotoxicidade amebiana. Os peptídeos ancorados via glicosilfosfatidilinusitol (GPI), 

lipofosfoglicanos (LPG) e lipofosfopeptideoglicanos (LPPG) são proteofosfoglicanos e 

cepas de E. dispar e E. histolytica (patogênicas e não patogênicas) apresentam 

diferenças estruturais em tais moléculas, apresentando quantidades diferentes de 

aminoácidos em suas composições. Além disso, os glicoconjugados da E. dispar são 

semelhantes aos identificados nas cepas de E. histolytica não-patogênica. Os LPPGs 

estão presentes em ambas as espécies, ao passo que os LPGs somente são 

expressos na E. histolytica (MOODY et al., 1997b; PRASAD et al., 1992).  

Os LPGs são importantes fatores de virulência de cepas de Leishmania sp., e 

tais moléculas são semelhantes estruturalmente às encontradas nas E. dispar e E. 

histolytica. Alguns epítopos dos LPGs são imunogênicos em humanos e, ao que 

parece a microbiota pode ser capaz de modificar tais estruturas, levando ao não 

reconhecimento destes epítopos pelos anticorpos (PRASAD et al., 1992).  

Os LPPGs possuem ação semelhante ao antígeno VSG (Variant surface 

glycoprotein) do parasito Trypanossoma brucei, pois se inserem na membrana via 

GPI. Além disso, os trofozoítos transferem o LPPG para o lado apical das células 

epiteliais, o que contribui para a colonização do intestino grosso. A capacidade de 

ligação da E. histolytica e E. dispar às células epiteliais via LPPG foi avaliada e a E. 

dispar não foi capaz de se ligar aos enterócitos, por não ultrapassar a camada de 

mucina (LAUWAET et al., 2004). Os LPPGs são considerados Padrões Moleculares 

Associados à Patógenos (PAMPs), reconhecidos por receptores do tipo Toll-like 2 e 

4, o que leva à liberação de citocinas de macrófagos e células dendríticas. Além disso, 



27 
 

 
 

o LPPG ativa células natural-killer, que contribui para a limitação no desenvolvimento 

do AHA, contribuindo esclarecer o porquê a grande maioria dos indivíduos infectados 

por E. histolytica não desenvolvem a forma extra-intestinal da doença (WONG-BAEZA 

et al., 2010).  

A LPPG está relacionada com a proteção dos trofozoítos à ação do 

complemento, pois cria uma camada impermeável a estas moléculas, impedindo a 

ligação das proteínas à superfície amebiana. Estudos demonstraram que os 

trofozoítos de E. dispar sensíveis à ação do complemento possuem uma estrutura de 

glicocálice contendo LPPG muito mais delgada, evidenciando que tal molécula 

também contribui para a evasão do sistema imune (NAKADA-TSUKUI; NOZAKI, 

2016). 

1.4.3 Amebaporos 

As amebaporos são proteínas formadoras de poros de 4-5 Kda, com estrutura 

α-helicoidal. Purificações dos grânulos citoplasmáticos de trofozoítos demonstraram a 

existência de três isoformas: A, B e C. A comparação entre as isoformas demonstra 

similaridades estruturais, principalmente na localização dos resíduos de cisteína. 

Apesar disso, também são encontradas diferenças substanciais: as amebaporos 

possuem funções semelhantes, entretanto a amebaporo C (APC) exerce efeito 

antibactericida menor. A APC é capaz de inserir na membrana com maior eficácia, 

provavelmente por seu terminal C ser mais hidrofóbico, mas os poros formados 

apresentam um menor tamanho (LEIPPE et al., 1994). As amebaporos são 

semelhantes do ponto de vista estrutural e funcional a um polipeptídio produzido por 

células natural killer e linfócitos T CD8+, a NK-lisina, porém, as amebaporos 

apresentam atividade de formação de poros cinco vezes maior, pois são estruturas 

mais hidrofóbicas (BRUHN et al., 2003).  

Isolados de cepas não-patogênicas de E. histolytica possuem menor 

concentração de amebaporos. Análises genéticas evidenciaram 95% de similaridade 

para a estrutura primária das amebaporos das cepas de E. histolytica não-patogênicas 

em comparação com as patogênicas. A estrutura secundaria pareceu também ser 

muito semelhante. Todavia, a atividade específica da proteína na cepa não-

patogênica foi 60% menor, e análises proteômicas posteriores evidenciaram quatro 

substituições de aminoácidos na estrutura (LEIPPE; MÜLLER-EBERHARD, 1994). 
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A função principal das amebaporos é degradar as bactérias fagocitadas pelos 

trofozoítos, à fim de evitar o crescimento das mesmas no vacúolo digestivo (LEIPPE; 

MÜLLER-EBERHARD, 1994). Os amebaporos também são capazes de provocar lise 

celular de células do hospedeiro, entretanto possuem baixa atividade hemolítica, 

provavelmente pela ausência de moléculas carregadas negativamente na membrana 

plasmática (LEIPPE; ANDRÄ; MÜLLER-EBERHARD, 1994).  

A E. dispar é capaz de produzir todas as isoformas das amebaporos, porém, 

as amebaporos A e B apresentam cerca de 60% menor atividade quando comparadas 

a E. histolytica. Além disso, as amebaporos da E. histolytica apresentam 25 vezes 

mais eficiência frente à interação ao Bacillus megaterium, demonstrando então maior 

atividade bactericida (NICKEL et al., 2001).  

1.4.4 Cisteína proteinases 

As cisteína proteinases (CPs) são proteinases extracelulares, importantes 

fatores de virulência para a patogênese da amebíase. As CPs desempenham papel 

fundamental na invasão tecidual pelos trofozoítos, pois degradam a camada de muco 

e moléculas como laminina, fibronectina e colágeno do tipo IV, principal componente 

das membranas basais. Além disso, as CPs apresentam efeito citopático, sendo 

capazes de contribuir para a destruição in vitro de monocamadas de células, e, 

também, degradam as anafilotoxinas C3a e C5a e as imunoglobulinas A e G (IgA e 

IgG), protegendo os trofozoítos da opsonização  (HAQUE et al., 2003; QUE; REED, 

1997, 2000; REED et al., 1995).  

As CPs são produtos da tradução dos transcritos dos genes ACP1, ACP2, 

ACP3 e EhCP112, apresentando 7 isoformas: CP1, CP2, CP3, CP4, CP5, CP6 e 

CP112. Estudos prévios identificaram mRNA de CP1, CP2 e CP3 em cepas de E. 

dispar, entretanto, recentemente foi identificado a isoforma CP5 (QUE; REED, 2000; 

SILVA OLIVEIRA et al., 2021). A atividade das CPs de cepas de E. histolytica são 

cerca de 10 a 1000 vezes maior que as de cepas de E. dispar (QUE; REED, 2000). 

Mais de 90% da atividade é representada pelas CP1, CP2 e CP5, entretanto, a 

atividade predominante é da CP5, onde a inibição da mesma reduz substancialmente 

a atividade proteolítica da enzima e os trofozoítos deficientes não superam a camada 

de muco em cultivo celular (CORNICK; CHADEE, 2017). O emprego de inibidores de 

CPs a culturas foi capaz de reduzir o crescimento de trofozoítos em 50%, o que sugere 
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também a participação destas enzimas para o aporte nutricional das amebas. O 

bloqueio em culturas de outros parasitos também é capaz de levar a alterações 

importantes, como o impedimento da transformação de epimastigotas em 

tripomastigotas e de amastigotas em tripomastigotas de Trypanosoma cruzi (T. cruzi) 

e, o bloqueio da invasão às células do hospedeiro pelo Plasmodium falciparum, 

Cryptosporidium parvum, Toxoplasma gondii e até mesmo pelo T. cruzi (QUE; REED, 

2000). 

O ciclo de vida de alguns parasitos também parece depender das CPs. Estudo 

realizando o bloqueio das CPs durante o encistamento da Entamoeba invadens (E. 

invadens) observou uma diminuição do número de cistos quando comparado aos 

controles (sem bloqueio das CPs). Tal fato parece ser secundário à diminuição da 

divisão celular dos trofozoítos. Além disso, o bloqueio da CPs foi capaz de diminuir a 

transmissão, demonstrando que as enzimas são essenciais para a sobrevivência da 

espécie (QUE; REED, 2000). 

1.4.5 Fosfatase ácida de membrana e fosfatase ácida secretada 

As fosfatases de membrana (MAP) e as fosfatases ácida secretadas (SAP) são 

enzimas da família das proteínas tirosinas fosfatases (PTPases) e funcionam 

juntamente com as tirosinas quinases para modular a fosforilação da tirosina que está 

envolvida no processo de transdução de sinais. (AGUIRRE-GARCÍA; ANAYA-RUIZ; 

TALAMÁS-ROHANA, 2003). Estas MAPs e SAPs são enzimas que possuem ótima 

atividade em pH ácido, por isso recebem este nome. Nos tripanossomatídeos, o pH 

ácido e a localização superficial das enzimas MAPs contribuem para adaptação do 

parasita no meio intracelular ou no fagossomo, auxiliando o parasito a escapar do 

sistema imune (GOMES; LOPES; MEYER-FERNANDES, 2011). As MAPs são 

secretadas por ambas as espécies, ao passo que as cepas de E. dispar não secretam 

as SAPs. A sinalização é um mecanismo importante para a conformação do 

citoesqueleto, e, as PTPases ligadas à membrana da E. histolytica são capazes de 

provocar a ruptura dos filamentos de actina no citoesqueleto de células HeLa. Diante 

do exposto, a dissociação dos microfilamentos de actina impossibilita células do 

sistema imune, como macrófagos, de emitir pseudópodes para realizar fagocitose. 

Esta ação contribui para a resistência do parasita diante do sistema imune do 

hospedeiro (AGUIRRE-GARCÍA; ANAYA-RUIZ; TALAMÁS-ROHANA, 2003). Além 
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disso, a comparação da atividade da ectofosfatase MAP de trofozoítos da ameba de 

vida livre Entamoeba moshkovskii com trofozoítos da E. histolytica patogênica 

demonstrou que a espécie patogênica apresenta atividade muito maior quando 

comparada à outra espécie. Então, as MAPs parecem ser fatores de virulência 

importantes para o desenvolvimento da amebíase invasiva (DE SÁ PINHEIRO et al., 

2007).   

As PTPases são importantes para a interação entre parasitos e células do 

hospedeiro, pois os sítios catalíticos estão voltados para o meio extracelular. Tais 

enzimas já foram descritas em diversos protozoários, como Trypanosoma brucei 

rhodesiense, Trypanosoma cruzi, Trypanosoma rangeli, Giardia lamblia, Trichomonas 

vaginalis, algumas espécies de Leishmania, dentre outros (GOMES; LOPES; MEYER-

FERNANDES, 2011).   

1.5 IMUNIDADE 

A defesa primária do hospedeiro contra a infecção por trofozoítos é a barreira 

epitelial colônica, constituída de três porções: uma camada de células epiteliais ao 

topo da lâmina própria, a camada de muco intermediária e a microbiota com os 

produtos secretados na camada mais externa. A camada de mucina possui dois 

compartimentos, sendo um em contato com o epitélio e desprovido de bactérias, e o 

outro mais superficial e frouxo, colonizado por microrganismos comensais. Quando os 

trofozoítos chegam ao intestino grosso, eles são reconhecidos pelas células 

residentes e, para evitar o contato do parasito com os enterócitos, as células 

caliciformes hiperplasiam e hipertrofiam, levando ao aumento da secreção de muco. 

Para que E. histolytica/dispar invadam o tecido e provoquem lesão, os trofozoítos 

necessitam superar a camada de muco (LEON-CORIA; KUMAR; CHADEE, 2020). 

Após o reconhecimento da lectina ligante de Gal/GalNAc ocorre a produção e 

secreção da imunoglobulina A (IgA) na mucosa intestinal (HAQUE et al., 2003). As 

IgAs são capazes de inibir in vitro a adesão de trofozoítos de E. histolytica às 

monocamadas de células epiteliais. Logo, a resposta imune secretora se mostra 

importante para a proteção epitelial contra a amebíase (CARRERO et al., 2007). Além 

disso, a presença de IgA específico contra a lectina ligante de Gal/GalNAc se 

correlaciona com a redução da taxa de reinfecção pela E. histolytica e, pacientes pós-
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AHA mantiveram a memória imunológica e apresentaram maior responsividade 

imunológica (NAKADA-TSUKUI; NOZAKI, 2016). 

Os trofozoítos se ligam à camada de muco através da lectina ligante de 

Gal/GalNac e secretam as cisteínas proteinases que são capazes de degradar a 

mucina, laminina, fibronectina e colágeno do tipo I, permitindo a superação da camada 

de muco e a mobilidade na parede intestinal (HAQUE et al., 2003; QUE; REED, 1997, 

2000). Além de contribuir para invasão e mobilidade tecidual, as CPs podem amplificar 

a inflamação por induzir a síntese de Interleucina 1β (IL-1β), pois imitam a enzima 

conversora de IL-1, ativando o seu precursor (STANLEY, 2003).  

Assim que os trofozoítos entram em contato com o epitélio intestinal, as células 

epiteliais reconhecem a lectina ligante de Gal/GalNAc via receptor Toll-Like 2 e 4 

(TLR2 e TLR4), ativando o NFkB e cursando com a secreção das interleucinas 1β, 6, 

8, 12 (IL-1β, IL-6, IL-8 e IL-12), interferon-gamma (IFNγ), fator de necrose tumoral alfa 

(TNFα) e também cicloxigenase-2 (COX-2), com posterior recrutamento de neutrófilos 

e macrófagos para o local da infecção (NAKADA-TSUKUI; NOZAKI, 2016; STANLEY, 

2003). Um dos métodos utilizados para medir a infiltração leucocitária precoce em um 

tecido é através da dosagem das enzimas mieloperoxidase (MPO), N-acetil-β-D-

glucosaminidase (NAG) e eosinófilo peroxidase (EPO), respectivamente para 

neutrófilos, macrófagos e eosinófilos (BAILEY, 1988; LANNA et al., 2020; NOGUEIRA 

et al., 2016). A enzima MPO se liga à superfície dos trofozoítos e é capaz de realizar 

atividade amebicida utilizando do peróxido de hidrogênio produzido pelas próprias 

amebas (PACHECO-YÉPEZ et al., 2011).  

Estudos in vitro verificaram que os neutrófilos e macrófagos ativados pelo IFNγ 

desempenham atividade amebicida, contribuindo para a erradicação da infecção. Em 

modelos in vivo, quando o parênquima apresentava pouca quantidade de macrófagos, 

os neutrófilos se encontravam de forma abundante, demonstrando importância no 

papel amebicida desempenhado por eles. Tanto os macrófagos quanto os neutrófilos 

produzem espécies reativas de oxigênio e óxido nítrico, através de NADPH oxidase e 

da óxido nítrico sintetase induzível (iNOS), respectivamente, importante para a morte 

de trofozoítos (NAKADA-TSUKUI; NOZAKI, 2016). 

Estudos in vitro e in vivo demonstraram que a infecção amebiana é capaz de 

induzir a produção de citocinas: a) Th1, tais como a IL-1, IL-2, TNFα e IFNγ; b) Th2, 

tais como a IL-4 e IL-10; e; c) Th17, pela secreção da IL-17a (DELOER et al., 2017; 
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IVORY; CHADEE, 2007; SILVA OLIVEIRA et al., 2021; TALAMÁS-ROHANA et al., 

1995). Estudos experimentais demonstraram que o IFNγ está associado a um papel 

protetor, contribuindo para a eliminação dos trofozoítos da mucosa intestinal, ao passo 

que a IL-4 se mostrou responsável pela cronicidade da doença (GUO; STROUP; 

HOUPT, 2008). Além disso, a IL-17, pré-condicionada pela vacinação experimental 

ou modulação da microbiota intestinal, mostrou contribuir para a persistência do 

parasito e modulação da resposta imune, através da redução da razão IFNγ/IL-4 

(DELOER et al., 2017). 

1.6 ABSCESSO HEPÁTICO AMEBIANO (AHA) 

Com o auxílio dos fatores de virulência amebianos, tais como a lectina ligante 

de Gal/GalNAc, as cisteína proteinases e as amebaporos, os trofozoítos chegam à 

submucosa intestinal e atingem a via hematogênica, se disseminando para outros 

órgãos, sendo o fígado o principal órgão acometido (HAQUE et al., 2003). Vários 

fatores estão relacionados à predisposição ao desenvolvimento do AHA, como fatores 

inerentes ao parasito, fatores intrínsecos e extrínsecos do hospedeiro, como a 

genética, o gênero e o estado nutricional, bem como condições de saneamento básico 

inadequado (DUGGAL et al., 2004; SALLES; MORAES; SALLES, 2003). Estudos 

identificaram que alguns indivíduos possuem um alelo de MHC Classe II (DQB1*0601) 

que os protegem contra a forma invasiva da amebíase, pois alteram a apresentação 

de antígeno para os linfócitos T auxiliares (TCD4+) (DUGGAL et al., 2004). Estudo 

experimental revelou através da gonadectomia de hamsters uma redução da indução 

do AHA de 50% em machos e 15% em fêmeas, com diminuição do infiltrado 

inflamatório. Além disso, notou-se que houve repolarização da resposta imune de Th1 

para Th2 e Th3 nos hamsters gonadectomizados, o que explica a diminuição do 

infiltrado inflamatório (CERVANTES-REBOLLEDO et al., 2009). 

O AHA geralmente é único e situa-se principalmente no lobo direito do fígado, 

contiguamente à cápsula do órgão, possui tamanho variável e em alguns casos chega 

a ocupar mais de 80% da superfície do órgão. O lobo hepático direito é o que recebe 

a maior parte da drenagem venosa do cólon (região mais acometida pelos trofozoítos), 

explicando a maior prevalência de abscessos amebianos nesta região. As lesões no 

lobo esquerdo são menos comuns, e, em casos mais graves, pode ocorrer a formação 

de múltiplas lesões amebianas no órgão (SALLES; MORAES; SALLES, 2003). O 
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modelo que melhor mimetiza o AHA que ocorre no homem é o uso do hamster sírio 

(Mesocricetus auratus) como modelo experimental (SANTI-ROCCA; RIGOTHIER; 

GUILLÉN, 2009). O AHA é caracterizado por uma zona central de necrose liquefativa, 

circunscrita por área rica em debris celulares, trofozoítos e escasso infiltrado 

inflamatório misto. Também após a indução experimental do abscesso hepático 

amebiano por cepas de E. dispar, verifica-se a presença de um infiltrado inflamatório 

misto, composto por neutrófilos, macrófagos, eosinófilos e linfócitos (DA SILVA et al., 

2021). Três horas após a inoculação intraportal de trofozoítos já se observa grande 

número de focos inflamatórios, onde, neutrófilos e posteriormente macrófagos 

circundam os parasitos, na tentativa da eliminação dos mesmos. Após doze horas de 

infecção já não se observam mais trofozoítos na maioria dos focos inflamatórios, pois 

as células imunes ali presentes foram capazes de eliminá-los. Entretanto, os 

trofozoítos sobreviventes são capazes de se multiplicar e os focos inflamatórios se 

desenvolvem em abscessos e, como se movimentam, se disseminam pelo 

parênquima e formam múltiplos focos inflamatórios e/ou necróticos. Á partir do terceiro 

dia de infecção ocorre coalescência dos microabscessos e a formação de uma grande 

zona de necrose liquefativa, assim como observado em humanos. Além de possuir 

atividade citolítica através dos fatores de virulência, os trofozoítos também induzem a 

apoptose de células inflamatórias, endoteliais e hepatócitos, contribuindo para a 

expansão da lesão (SANTI-ROCCA; RIGOTHIER; GUILLÉN, 2009). 

Diante da observação de sequências de DNA da E. dispar, espécie considerada 

não invasiva, em AHAs, algumas hipóteses foram criadas para explicar a presença 

desta espécie no fígado: a) Co-infecção intestinal por E. histolytica e E. dispar. Os 

trofozoítos da E. histolytica seriam responsáveis por provocar a ulceração do epitélio 

e permitir a invasão por ambas as espécies, permitindo que os trofozoítos da E. dispar 

atinjam a via hematogênica e se disseminem para o fígado. b) A E. dispar, assim como 

a E. histolytica, seria capaz de provocar lesão no intestino e fígado de seres humanos. 

Assim, ambas as espécies seriam capazes de migrar para o fígado. c) A microbiota 

intestinal (indígena ou transitória) poderia possibilitar ou aumentar a infectividade da 

E. dispar, provocando modificações na virulência dos trofozoítos e possibilitando a 

invasão. d) Recombinação genética entre as espécies do gênero Entamoeba, levando 

ao aumento da expressão dos fatores de virulência, contribuindo para as ações de 

invasão (XIMÉNEZ et al., 2010).   
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1.7  SIMBIOSE ENTRE ORGANISMOS 

O microbioma pode ser definido como comunidade de organismos comensais, 

simbióticos e patogênicos que estão em um ambiente ou espaço corporal (BERG et 

al., 2020). A associação entre organismos pode ser observada como comunidade de 

espécies que sofrem diferentes pressões de seleção, mesmo sendo 

interdependentes. Um organismo dentro de um hospedeiro pode ser mutualista 

(ambos se beneficiam desta relação), parasito (unilateralidade de benefícios, onde o 

parasita espolia o hospedeiro) ou comensal (unilateralidade de benefícios, porém sem 

espoliação do hospedeiro) (DHEILLY et al., 2019). A microbiota do hospedeiro é capaz 

de interagir com os parasitos e esta ação poderia influenciar a interação parasito-

hospedeiro. Além disso, esta relação pode ser utilizada para se obter benefícios em 

tratamentos. Estudo recente avaliou a interrelação entre o rato e seu microbioma 

intestinal, associado à infecção pelo helminto Hymenolepis diminuta (H. diminuta), que 

agora é considerado um simbionte intestinal. A infecção controlada por este helminto 

protege os ratos contra a colite inflamatória grave, pois induzem resposta imune do 

tipo Th2 com consequente melhora do quadro inflamatório. O H. diminuta já é utilizado 

para autotratamento humano de doenças inflamatórias intestinais e atende aos 

critérios para terapia de helmintos (YURCHENKO; LUKEŠ, 2018).  

As relações entre organismos podem apresentar efeitos benéficos ou deletérios 

para o hospedeiro, a depender da interação espécie-espécie. A infecção vaginal pelo 

Trichomonas vaginallis é prejudicial aos Lactobacillus sp., favorecendo o crescimento 

de bactérias patogênicas associadas à vaginose bacteriana; Nematóides filariais 

infectados com a bactéria Wolbachia levam à perda da viabilidade e fertilidade do 

helminto e elevam a eficácia do tratamento antifilaria; o helminto Trichuris sp. é capaz 

de interagir com a microbiota intestinal de seu hospedeiro, favorecendo o crescimento 

de bactérias que degradam muco; Leishmania sp. infectada com Leishmaniavirus 1 

(LRV1) aumenta sua patogenicidade e refratariedade ao tratamento; o protozoário 

Blastocystis coloniza o intestino de aproximadamente 1 bilhão de pessoas e estudos 

observaram maior prevalência deste gênero em indivíduos saudáveis, quando 

comparados com aqueles com doença gastrointestinal (DHEILLY et al., 2019; 

YURCHENKO; LUKEŠ, 2018). 

O poliparasitismo de pessoas em países de baixa renda é comum, estudo 

realizado com um grupo de crianças em Ruanda e Zanzibar, na África Ocidental, 
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demonstrou que 65% das amostras de fezes analisadas continham mais de um 

patógeno, dentre eles Rotavírus, Adenovírus, Astrovírus, Norovírus, Sapovírus, 

Eschericia coli enteropatogênica, Escherichia colii enterotoxigênica, Shigella, 

Salmonella, Campylobacter e Cryptosporidium. Foi demonstrado correlação positiva 

forte das amostras de pacientes coinfectados com a EPEC e Shigella, e, 

adicionalmente, estes pacientes apresentaram maior frequência de diarreia, 

corroborando com os dados da correlação (ANDERSSON et al., 2018). 

As lesões experimentais intestinais e hepáticas utilizando cepas de E. dispar 

são obtidas somente quando a cultura está associada à microbiota intestinal do 

indivíduo da qual foi isolada (cultura polixênica) (COSTA et al., 2006, 2010a, 2007, 

2010b, 2011; DA SILVA et al., 2021; FURST et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2015, 2021). 

Tal fato reforça a ideia de que as bactérias modulam a atividade dos trofozoítos 

amebianos e favorecem o desenvolvimento destas lesões experimentais (COSTA et 

al., 2006). De fato, estudos tem demonstrado que a simbiose entre bactérias e amebas 

pode modular fenótipos e propriedades de virulência e a patogenicidade das amebas 

(BHATTACHARYA et al., 1992; COSTA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2021; 

SHIBAYAMA; et al., 2007).  

O processo de interação dos trofozoítos com outros microrganismos ainda não 

está compreendido, bem como suas consequências. Nosso grupo de pesquisa 

recentemente verificou que a interação entre a E. dispar e a enterobactéria Salmonella 

typhimurium (S. typhimurium) foi capaz de aumentar a expressão gênica dos fatores 

de virulência amebianos amebaporo A, cisteína proteinase-5 e lectina ligante de 

Gal/GalNAc. Além disso, foi observado aumento na intensidade da colite amebiana 

ulcerativa, com produção de maiores zonas de erosão e ulceração da parede intestinal 

e, maior intensidade do infiltrado inflamatório, acompanhada pelo aumento da 

expressão dos mediadores pró-inflamatórios ciclooxigenase 2, IL-1 e TNFα 

(OLIVEIRA et al., 2021). Diante do exposto, concluiu-se que a associação da cultura 

de E. dispar com a S. typhimurium foi capaz de aumentar a virulência e a 

patogenicidade das cepas estudadas nos modelos experimentais realizados.  

1.8 Escherichia coli enteropatogênica 

Além da S. typhimurium, a Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) é outra 

bactéria gram-negativa causadora de diarreia (CLARKE et al., 2003), principalmente 
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em crianças pequenas, causando surtos epidêmicos em lugares fechados, como 

creches e hospitais (DEBORAH CHEN; FRANKEL, 2005a; PIRES et al., 2015). Tal 

bactéria pode ser isolada de diferentes fontes, como alimentos processados e crus, 

animais domésticos e silvestres, ambientes naturais (água e solo) (DE OLIVEIRA 

SOUZA et al., 2016). A infecção pela EPEC pode gerar casos moderados à fatais, 

com mortalidade chegando a 40%, com enfoque aos países em desenvolvimento 

(FARFÁN-GARCÍA et al., 2016). No ano de 2010 a EPEC foi a segunda maior causa 

global de óbitos causada por patógenos que são veiculados por alimentos e levam às 

doenças diarreicas, reponsável por duas mortes para cada 100.000 habitantes (PIRES 

et al., 2015) .  

A fisiopatologia da infecção pela EPEC se inicia pela aderência da bactéria à 

célula epitelial intestinal, através de flagelo e pili tipo IV (BFP: bundle-forming pilus). 

Após a ligação, ocorre translocação de sinais intracelulares, que é facilitada pelo 

sistema de secreção tipo 3 (T3SS – Sistema de secreção do tipo III), codificado pela 

ilha de patogenicidade (FARFÁN-GARCÍA et al., 2016).  A EPEC codifica genes de 

proteínas secretoras (Esp) tais como os tipos A, (EspA), B (EspB), C (EspC), D 

(EspD), entre outros. As EspA formam condutores ou filamentos, as EspB e EspD 

poros para a translocação de proteínas na membrana celular e as EspC realiza 

funções de citotoxicidade durante a adesão da EPEC, formando pedestais e poros. A 

EPEC provoca alteração da organização do citoesqueleto e dano nas 

microvilosidades dos enterócitos, que perdem sua função (FARFÁN-GARCÍA et al., 

2016). Tais mecanismos formam as lesões denominadas de fixação e apagamento 

(A/E: attaching/effacing), pois provocam o desaparecimento das vilosidades e 

formação do pedestal (CEPEDA-MOLERO et al., 2017). A patogênese da EPEC a 

nível celular ainda não está totalmente compreendida, mas sabe-se que a formação 

dos pedestais com consequente perda das microvilosidades, má absorção por 

deficiência enzimática da borda em escova, alteração do transporte de eletrólitos e 

abertura de canais iônicos contribuem para o quadro diarreico (DEBORAH CHEN; 

FRANKEL, 2005b). 

 Estudo “in vivo” e “in vitro” demonstraram o aumento da virulência da cepa 

HM1:MSS de Entamoeba histolytica diante da sua interação com a EPEC. A 

coinfecção entre as espécies levou ao aumento de destruição das monocamadas de 

células CaCO2 (Células de adenocarcinoma colorretal humano, utilizada como 
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modelo de barreira epitelial intestinal), bem como o aumento da expressão dos genes 

de fatores de virulência: amebaporo A, cisteínas proteinases 1 a 5 e lectina ligante de 

Gal/GalNAc. Além disso, foi evidenciado que quanto maior o tempo de interação, 

maior a expressão dos genes de virulência (FERNÁNDEZ-LÓPEZ et al., 2019).  
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2 JUSTIFICATIVA 

Além da E. dispar apresentar prevalência global maior que a E. histolytica, 

muitos indivíduos em todo o mundo são infectadas por mais de um patógeno ao 

mesmo tempo. Diversos estudos têm comprovado aumento de virulência e 

patogenicidade de organismos em simbiose, mas ainda existem muitas dúvidas 

acerca da relação entre amebas e bactérias, como a Escherichia coli 

enteropatogênica (EPEC). Além disso, não sabe se a EPEC pode influenciar a 

virulência e a patogenicidade dos trofozoítos e contribuir para a patogênese da 

amebíase, especialmente sobre as lesões hepáticas experimentais produzidas pela 

E. dispar. 

Não existem estudos sobre a resposta imune contra a E. dispar associada à 

EPEC, bem como análises “in vitro” e “in vivo” sobre a correlação da expressão gênica 

de fatores de virulência de E. dispar com a intensidade das lesões, e sobre o 

desenvolvimento do abscesso hepático em modelos experimentais de infecção 

amebiana associada à EPEC. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral: 

Avaliar a interação entre a bactéria Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) 

e as cepas ACFN, ADO e VEJ de Entamoeba dispar sobre a expressão dos fatores 

de virulência amebianos in vitro e in vivo, a resposta imune, o parasitismo e a 

intensidade das lesões hepáticas. 

 

3.2 Objetivos específicos: 

• Avaliar em diferentes cepas de E. dispar associadas ou não à EPEC: 

3.2.1 – Grau de eritrofagocitose; 

3.2.2 – A expressão dos genes dos fatores de virulência amebianos: cisteína 

proteinases 2 e 5, amebaporos A e C, e da lectina ligante de Gal/GalNAc. 

• Avaliar no fígado de hamsters inoculados com a E. dispar, associados ou não 

à EPEC: 

3.2.3 – A intensidade da necrose e do processo inflamatório; 

3.2.4 – A intensidade do parasitismo tecidual; 

3.2.5 – O perfil de ativação celular de neutrófilos, macrófagos e eosinófilos;  

3.2.6 – A expressão dos genes dos fatores de virulência amebianos: cisteína 

proteinases 2 e 5, amebaporos A e C, e da lectina ligante de Gal/GalNAc;  

3.2.7 – Perfil da resposta imune, por meio da análise da expressão das citocinas IL-5, 

IL-10, IL-12, IFNγ e TGF-β. 
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4 METODOLOGIA 

4.1 Cepas de Entamoeba dispar 

Foram utilizadas 3 cepas de E. dispar isoladas pelo Laboratório de Amebíases e 

Protozooses Intestinais (LAPI) do Departamento de Parasitologia do ICB-UFMG. Elas 

foram escolhidas com base no grau de patogenicidade descrito por Silva e 

colaboradores (2021), sendo a cepa ACFN de alta patogenicidade, a cepa ADO de 

média patogenicidade, e, a cepa VEJ de baixa patogenicidade. A cepa ACFN foi 

isolada de paciente assintomático, do município de Belo Horizonte/MG. As cepas ADO 

e VEJ foram isoladas de pacientes portadores de colite não disentérica, dos 

municípios de Itacarambi (Comunidade indígena Xacriabá)/MG e Belo Horizonte/MG, 

respectivamente. A identificação da espécie foi confirmada através da análise do 

zimodema e PCR. As cepas ACFN, ADO e VEJ foram destinadas aos experimentos 

in vitro e, com base nos resultados obtidos, foram selecionadas a ACFN e ADO para 

a experimentação animal (in vivo) (Figura 2): 

 

Figura 2: Delineamento experimental das cepas ACFN, ADO e VEJ de E. dispar. 

 

4.2 Cepa de bactéria 

Foi utilizada a Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) (INCQS 00184), de 

origem humana, fornecida pelo Laboratório de Microbiologia Oral e Anaeróbios do 

ICB/UFMG e cultivada em meio BHI (Brain Heart Infusion) por 18 horas a 37ºC, sem 

agitação. 

 

4.3 Culturas de trofozoítos de E. dispar em associação com a EPEC 

As cepas ACFN, ADO e VEJ de E. dispar foram cultivadas em meio PAVLOVA 

(SILVA; MAYRINK, 1974) e mantidas em estufa à 37º C por um período de 36 horas, 

até constatado o crescimento ideal. A bactéria EPEC foi associada a algumas culturas 

de cada uma das cepas amebianas, na concentração de 1x106 Unidades Formadoras 
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de Colônia (UFCs) em 10 μl, com auxílio de pipeta estéril em capela de fluxo. A 

associação foi mantida por um período de 16 horas em estufa à 37ºC. Após este 

tempo, o sobrenadante da cultura associada foi descartado e acrescentado 3 mL de 

PBS (Phosphate-bufferid saline) estéril. A garrafa de cultura foi mantida no gelo por 

10 minutos, para o desprendimento das amebas do frasco. Posteriormente, o 

conteúdo foi transferido para tubos Falcon de 15 mL, centrifugados a 1500 rotações 

por minuto (RPM) por 5 minutos, o sobrenadante descartado e acrescentado mesmo 

volume de PBS. Em seguida, os trofozoítos foram coletados das culturas associadas 

ou não a bactéria EPEC para realização de inóculo intra-hepático e extração do RNA. 

Para a extração de RNA das amostras in vitro, os trofozoítos foram transferidos para 

microtubos contendo 1mL de Trizol e armazenados a -80ºC para posterior análise por 

rt-qPCR.  

 

4.4 Ensaio in vitro de eritrofagocitose 

O ensaio de eritrofagocitose in vitro foi realizado segundo adaptação do método 

de Trissl (TRISSL et al., 1978). Os trofozoítos da cepa ACFN foram contados em 

Câmara de Neubauer e ajustados para 1x 106/mL em PBS; 0.4 mL da suspensão foi 

acrescentada ao mesmo volume de uma suspensão de 1x108/mL de eritrócitos 

(Diacell ABO Alccddee, Bio-Rad). A proporção ameba/eritrócito foi de 1:100, com 

tempo de interação de 60 minutos em estuda à 37ºC, baseado em experimentos 

prévios do nosso grupo (GOMES et al., 1997). Foram realizadas duplicatas, sendo um 

tubo com cultura polixênica (representando a microbiota indígena do indivíduo da qual 

foi isolado) e outro, com cultura polixênica cocultivada com EPEC. Foi contabilizado a 

quantidade de amebas que fagocitaram eritrócitos e o número de eritrócitos 

fagocitados por cada uma, na contagem de 100 amebas por grupo.  

 

4.5 Experimentação animal 

4.5.1 Animais utilizados e grupos experimentais 

Foram utilizados no presente estudo 45 hamsters sírios (Mesocricetus auratus), 

machos, com a idade aproximada entre 30-45 dias, obtidos do Biotério do 

Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG e divididos em grupos, conforme 

descrito na figura 3:  
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                  Figura 3: Delineamento da experimentação animal. 
 

Todos os procedimentos adotados à experimentação animal foram conduzidos 

de acordo com as diretrizes da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Universidade Federal de Minas Gerais, sob protocolo de número 252/2018. Os 

animais foram mantidos em gaiolas coletivas, com temperatura ambiente em torno de 

23ºC e exposição à luz durante 12 horas, recebendo água filtrada e com dieta ad 

libitum.  Após a inoculação, foram perdidos 2 hamsters do grupo ADO e 1 do grupo 

Salina, por hemorragia. 

 

4.5.2 Anestesia e inoculação 

Os animais foram anestesiados com uma solução de xilazina 2% (10mg/Kg) e 

quetamina 5% (150mg/Kg) e, após anestesia, foi realizada uma incisão abdominal de 

aproximadamente um centímetro para visualização do fígado. Todos os hamsters 

foram inoculados diretamente no lobo esquerdo do órgão com: 1x105 trofozoítos das 

cepas de E. dispar polixênicas cultivadas, associadas ou não associadas com a 

bactéria EPEC, contidas em 100µL de meio de cultura; Bactéria EPEC, concentração 

de 1x106, contida em 100µL de meio BHI; e; salina, 100µL de solução de cloreto de 

sódio a 0,9%. Após a inoculação, todos os hamsters foram suturados com fio cirúrgico 

e observados diariamente. 

 

4.5.3 Necropsia, análise macroscópica e coleta do fígado 

No quarto dia após a infecção, os animais foram eutanasiados com uma 

overdose de anestésico (solução de xilazina 2% e quetamina 5%). Durante a retirada 
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do órgão foi realizada a análise macroscópica, com descrição da(s) lesão(ões) e 

digitalização das imagens. Cinco fatias do lobo esquerdo do fígado foram coletadas, 

sendo: a) uma embebida em solução de RNAlater (Sigma-Aldrich, USA), destinada 

para a análise da expressão de citocinas e fatores de virulência amebianos; b) três 

fixadas em formol tamponado (Concentração:10%; pH: 7,2), para análise 

histopatológica, semi-quantitativa e morfométrica; e c) uma amostra à fresco para as 

dosagens bioquímicas de MPO, NAG e EPO. As fatias embebidas no RNAlater e à 

fresco foram acondicionadas em freezer -80ºC para posteriores análises por biologia 

molecular e ensaios bioquímicos. 

 

4.6 Determinação da expressão de RNAm dos fatores de virulência e das 

citocinas  

4.6.1 Extração do RNA total dos fatores de virulência e de citocinas hepáticas 

Trofozoítos foram coletados das culturas associadas ou não a bactéria EPEC 

para realização de inóculo intra-hepático e extração do RNA. Para a extração de RNA, 

os trofozoítos foram transferidos para microtubos contendo 1mL de Trizol. 

Os fragmentos hepáticos foram descongelados  e a trituração dos tecidos foi 

feita mecanicamente utilizando um triturador elétrico, após serem lavados para 

retirada dos resíduos de RNAlater e terem permanecido por 10 a 15 minutos imersos 

em Trizol. Clorofórmio foi adicionado para a separação em fases, onde foi retirada a 

fase líquida transparente, contendo o RNA. O produto foi então precipitado com 

isopropanol gelado e posteriormente lavado com etanol (Merck), a 70%, em água 

DEPC (Água tratada com Dietil Pirocarbonato – Livre de endonucleases). O pellet de 

RNA foi suspenso com 50 a 100µl de água DEPC, após a secagem do etanol residual, 

e quantificado por espectrometria no equipamento NanoDrop 2000 (Thermo Cientific 

Inc., Bremen, Germany). Foi anotada a relação de absorbância em 260/280 

nanômetros (nm) e 260/230 nm, que indicam o grau de pureza. O RNA foi armazenado 

a -20ºC. Além disso, foi realizado eletroforese em gel de agarose 1% e coloração por 

Brometo de Etídio para avaliar a integridade do RNA. 

Os tubos contendo amostras de RNA que apresentam quantificação acima de 

200 ng/µl e relação de A260/A280 entre 1,7 e 2,1 foram selecionados para a obtenção 

do DNA complementar (cDNA). Foi calculado o volume necessário para obtenção de 

50 µl, em concentração de 200ng/µl, para proceder com o tratamento amostral. As 
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amostras de mRNA foram previamente tratadas com a enzima Turbo DNAase I (Life 

Techonologies, Grand Island, NY, USA), de acordo com a recomendação do 

fabricante, objetivando-se eliminar algum DNA residual. Em seguida foi efetuada nova 

diluição do RNA, adicionando-se de 50 µl de água DEPC, que resultou em 100µl do 

produto, contendo 100 ng/µl de RNA. 

 

4.6.2 Síntese de cDNA à partir do mRNA de E. dispar e do fígado de hamsters. 

Todo o RNA tratado foi usado para a reação de transcrição reversa (RT-PCR 

Reverse transcription polymerase chain reaction) para produção de cDNA com o kit 

High Capacity (Life Techonologie, Grand Island, NY, USA), seguindo as 

recomendações do fabricante. Foi utilizado 1,0μg de RNA para cada reação de RT-

PCR.  O RNA total e o cDNA foram armazenados a -20ºC. 

 

4.6.3 Padronização das reações de RT-qPCR com iniciadores para fatores de 

virulência de E. dispar e citocinas de hamsters. 

A padronização das condições da RT-qPCR foram feitas de acordo com a 

concentração dos iniciadores, eficiência das reações, curva de dissociação e 

temperatura de anelamento (60°C). 

Para os ensaios de amplificação dos iniciadores, confeccionados para fatores 

de virulência dos trofozoítos de E. díspar e citocinas de hamsters, a padronização foi 

realizada com o cDNA obtido a partir do RNA extraído dos tecidos dos animais do 

grupo controle. Os parâmetros utilizados foram a concentração dos iniciadores, 

temperatura de anelamento e diluição das amostras de cDNA. Em cada placa, 

preparada com triplicatas das variáveis e submetidas ao PCR em tempo real foram 

inseridos os iniciadores para os genes constitutivos (Beta-actina, Microglobulina e 

GAPDH). Os iniciadores foram confeccionados por Integrated DNA Technologies 

(IDT), conforme descrito abaixo: 
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Tabela 1: Genes utilizados na qPCR e sequência dos primers 

Gene Sequência dos primers 

Amebaporo A (APA) 
Referência: OLIVEIRA et al., 2021 
Tamanho do amplicon: 97pb 
Temperatura de anelamento: 60°C 

F 5′ TCACTGCTACTCACCAAGGA 3' 
R 5' CTTTATCAGCTCCCTTAGTGGT 3' 
 

Amebaporo C (APC) 
Referência: GenBank:EDR24723.1  
Tamanho do amplicon: 105pb 
Temperatura de anelamento: 60°C 

F 5′ TGTGCTAAAGCAGATGGTGTTAT 3' 
R 5' AAGTTTAGCACTTCCTCCCTCT 3' 
 

Cisteína proteinase 2 (CP2) 
Referência: OLIVEIRA et al., 2021 
Tamanho do amplicon: 86pb 
Temperatura de anelamento: 60°C 

F 5′ GTTTGTGCTGTTGGATATGGTGT 3′ 
R 5′ CCTTTATCCCCATCCTGTTCC 3′ 

Cisteína proteinase 5 (CP5) 
Referência: OLIVEIRA et al., 2021 
Tamanho do amplicon: 93pb 
Temperatura de anelamento: 60°C 

F 5′ AGAGACCAAGCATCATGTGGA 3' 
R 5′ TCTTTGATCCAGCAACCAACA 3' 
 

Lectina ligante de Gal/GalNAc 
Referência: OLIVEIRA et al., 2021  
Tamanho do amplicon: 94pb 
Temperatura de anelamento: 60°C 

F 5′ TGCGAAACTGCAACATGTGATC 3′ 
R 5′ GGTGTGATTGTGGGAATTCTTC 3′ 

IFNγ 
Referência: RIBEIRO-ROMAO et al., 
2016 
Tamanho do amplicon: 130pb 
Temperatura de anelamento: 60°C 

F 5’ TGTTGCTCTGCCTCACTCAGG 3’ 
R 5’ AAGACGAGGTCCCCTCCATTC 3’ 
 

TGFβ 
Referência: YANG et al., 2021 
Tamanho do amplicon: 205pb 
Temperatura de anelamento: 60°C 

F 5’ CCAATGCCACCACAGGAGAT 3’ 
R 5’ TTGGGTTGAGTGACCACCAC 3’ 
 

IL-4 
Referência: YANG et al., 2021  
Tamanho do amplicon: 174pb 
Temperatura de anelamento: 60°C 

F 5’ TCCACGGAGAAAGACCTCATC 3’ 
R 5’ GGACTCATTCACATTGCAGCTC 3’  
 
 

IL-5 
Referência: ATKINS et al., 2018 
Tamanho do amplicon: 72pb 
Temperatura de anelamento: 60°C 

F 5’ CAAAAAGAGCAGTGTGGCC 3’   
R 5’ ACCAAGGAACTCTTGCAGGT 3’  
 

IL-10 
Referência: YANG et al., 2021 
Tamanho do amplicon: 183pb 
Temperatura de anelamento: 60°C 

F 5’ TGGGAAACCTCGTTGTACCT 3’ 
R 5’ AATACTACCACGCGTCCCT 3’ 
 

IL-12 
Referência: YANG et al., 2021  
Tamanho do amplicon: 73pb 
Temperatura de anelamento: 60°C 

F 5’ GGCCTTCCCTGGCAGAA 3’  
R 5’ ATGCTGAAAGCCTGCAGTAGAAT 3’ 
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IL-17 
Referência: YANG et al., 2021 
Tamanho do amplicon: 243pb 
Temperatura de anelamento: 60°C 

F 5’ TCCAAACACTGAGGCCAAGAA 3’ 
R 5’ ACAGAGTTCATGTGGTGGTCC 3’  
 

GAPDH- hamster 
Referência: YANG et al., 2021  
Tamanho do amplicon: 171pb 
Temperatura de anelamento: 60°C 

F 5’ TCATCAATGGGAAGGCCAACA 3’  
R 5’ AAGGTGTGGAGATGATGACCC 3’ 
 

Microglobulina hamster 
Referência: DA SILVA et al., 2020 
Tamanho do amplicon: 95pb 
Temperatura de anelamento: 60°C 

F 5’ GGTCTTTCTATCTCTTGGCTCA 3’ 
R 5’ CTTGGGCTCCTTCAGAGTTATG  3’  

Beta actina – ameba 
Referência: OLIVEIRA et al., 2021 
Tamanho do amplicon: 119pb 
Temperatura de anelamento: 60°C 

 F 5′ AAGCTGCATCAAGCGTGAA 3′ 
 R 5′ ACCAAGGAATGATGGAGA 3′ 

F: Forward, R: Reverse 
 

As reações de qRT-PCR foram efetuadas na plataforma QuantSudio 1 

(AppliedBiosystems, Massachusetts, EUA) pertencente ao Departamento de 

Microbiologia-ICB/UFMG, com o Kit SYBR Green PCR Master Mix 2x (Life 

Technologies), em placas MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate, fechadas com 

selante MicroAmp® Optical Adhesive Film (Life Techonologies, Grand Island, NY, 

USA). 

As curvas de eficiência foram obtidas a partir de diluições seriadas do cDNA 

(50ng; 5 ng; 0,5ng, 50pg e 5pg), para todos os genes dos fatores de virulência dos 

trofozoítos, citocinas de hamsters e os genes constitutivos. Os parâmetros de 

avaliação da qualidade das reações foram: a eficiência de amplificação (90-100%) e 

o perfil da curva de dissociação. A eficiência (E) das reações foi calculada através da 

inclinação da curva de diluição (slope), quantidade do cDNA versus Cq (ciclo de 

quantificação ou Ct). Os padrões foram estabelecidos para cada um dos genes 

amplificados, que apresentaram eficiência entre 90-100% e com apenas um pico nas 

curvas de dissociação.  

Em todas as reações de amplificação foram usados programas de ciclagem 

contendo um passo inicial de 50º C/2min; 95º C/10min seguido por 40 ciclos, contendo 

um passo de 95º C/ 15s e outro, de 60º C/1minuto.  
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4.6.4 Quantificação relativa da expressão dos fatores de virulência de E. dispar 

e citocinas de hamsters 

A normalização foi fundamentada nos resultados dos níveis de expressão dos 

genes constitutivos Beta-actina, microglobulina e GAPDH. A concentração 

desconhecida de uma amostra foi calculada pela comparação do seu ponto de 

cruzamento (Cp), com o correspondente na curva padrão. O número de ciclos no Cp 

(eixo Y) foi representado graficamente em função do log da quantidade do molde 

inicial dos padrões (eixo X).  

Para calibração foram utilizados os dados da expressão gênica dos grupos 

controles dos experimentos. Os resultados foram expressos graficamente usando-se 

a média e desvio-padrão dos valores do nível relativo de RNAm de cada fator de 

virulência amebiano e citocina de hamster, normalizado através da média geométrica 

das quantidades relativas de RNAm dos genes constitutivos, para cada grupo 

experimental. 

Para obtenção dos dados de nível relativo de expressão (NRE) foi empregado 

o método derivado do RQ (relative quantification) = EΔΔcq (LIVAK; SCHMITTGEN, 

2001). Os resultados da análise de expressão gênica dos experimentos in vitro e in 

vivo foram expostos em seguida, para título de comparação. 

 

4.7 Processamento e análise histopatológica, semi-quantitativa e morfométrica 

das lesões hepáticas 

As fatias fixadas em formol foram diafanizadas em xilol, desidratadas em 

soluções alcoólicas de concentrações crescentes, parafinizadas e incluídas em 

parafina para obtenção de cortes com 4 µm de espessura, para coloração com 

hematoxilina e eosina e, posterior análise histopatológica, semi-quantitativa e 

morfométrica das lesões.  

Durante a análise histopatológica, as lesões foram descritas quanto a sua 

intensidade, topografia e a presença de parasitos. Para a análise da inflamação foi 

realizada análise semi-quantitativa, caracterizando cada corte histológico em: 0 – 

ausência de inflamação, 1 – Inflamação discreta, 2 – Inflamação moderada e 3 – 

Inflamação intensa. Da mesma forma foi realizada a avaliação da presença de 

trofozoítos, em: 0 – ausência de Trofozoítos, 1 – presença discreta de trofozoítos, 2 – 

presença moderada de trofozoítos e 3 – presença acentuada de trofozoítos. 
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Todos os cortes histológicos foram visualizados pela objetiva de 10X do 

microscópio Axiolab – Carl Zeiss (Oberkochen, Germany) e digitalizado todo o 

parênquima hepático presente nas lâminas, por meio da microcâmera Q-Color3 

(Olympus, Toquio, Japão). Por intermédio do software KS300, contido no analisador 

de imagens Carl Zeiss, todas as áreas de necrose hepática contidas nas imagens 

foram mensuradas em µm2 através da delimitação interativa com a ajuda de um 

cursor, utilizando algoritmos construídos no mesmo analisador de imagens (DA SILVA 

et al., 2021). Posteriormente, todos os cortes histológicos foram digitalizados por meio 

do Scanner Epson, com resolução de 800 dpi, e os pixels de cada um foram 

inteiramente selecionados, para criação de uma imagem binária e cálculo da área total 

do corte. O corte histológico com menor área foi utilizado como padrão mínimo do 

parênquima hepático a ser analisado estatisticamente. 

 

4.8 Quantificação da atividade enzimática de neutrófilos, macrófagos e 

eosinófilos no homogenato de fígado 

A avaliação da atividade de MPO, NAG e EPO foi realizada nos homogenatos 

de fígado e mensuradas de acordo com o método descrito por STRATH e 

colaboradores (1985), modificado por SILVEIRA e colaboradores (2002). Após a 

homogeneização do tecido (TissueLyser LT® - Qiagen, Hilden, Alemanha), o 

homogenato foi centrifugado a 10000rpm durante 10 minutos a 4 °C e o sedimento 

resultante foi examinado para determinar a atividade das ezimas. 

  Para o ensaio MPO, o sedimento foi homogeneizado em 200 μL de solução 

de tampão 1 (NaCl 0,1M, Na2HPO4 0,02M, Na2 EDTA 0,015M, pH 4,7) seguido de 

centrifugação (10000rpm, 10 minutos a 4°C,). O sobrenadante foi descartado e em 

seguida foi adicionado ao sedimento 800 μL de solução tampão 2 (Na2HPO4 0,05 M, 

brometo de hexadeciltrimetilamónio a 0,5%), as amostras foram homogeneizadas e 

depois submetidas a três ciclos de congelamento e descongelamento utilizando 

nitrogênio líquido. O lisado foi centrifugado novamente (10000 rpm, 10 minutos a 4°C) 

e o sobrenadante resultante foi utilizado para o ensaio enzimático.  Para a realização 

do ensaio, 25 μL das amostras foram distribuídas em todos os poços de placas com 

96 poços (Corning®, EUA). Posteriomente foi adicionado 25 μL de substrato TMB 

1,6mM (3,3'-5,5, - tetrametilbenzina diluído em dimetilsulfóxido - DMSO) seguida pela 

incubação por cinco minutos à 37ºC. Após esse período foi adicionado 100 μL de H2O2 
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a 0,002% e incubado por cinco minutos à 37ºC, a reação foi interrompida pela adição 

de 100 μL de ácido sulfúrico (H2SO4 1M). A absorbância das amostras foi 

determinada por um leitor de microplacas VersaMax® ELISA (Molecular Devices, 

EUA) em um comprimento de onda de 450 nm. 

Para o ensaio de atividade da NAG tecidual, o sedimento foi homogeneizado 

em 800 μL de NaCl 0,9% Triton 100 0,1%, as amostras foram homogeneizadas no 

vortex e em seguida centrifugadas a 3000rpm, 10 minutos 4ºC. O sobrenadante foi 

utilizado para o ensaio, sendo que a reação foi iniciada com a adição de 100 μl do 

substrato p-nitrofenil-N-acetil-β-D-glucosaminida (Sigma Chemical Co®, EUA) diluído 

em tampão citrato/fosfato (ácido cítrico 0,1 M, Na2HPO4 0,1 M, pH 4,5) e incubado a 

37 ºC por 10 minutos.  A reação foi terminada pela adição de 100 μl de tampão glicina 

0,8 M (glicina 0,8 M, NaCl 0,8 M e NaOH 0,8 M, pH 10,6) e a absorbância foi 

determinada a 405 nm.    

Para o ensaio de EPO, o sedimento foi homogeneizado em 950 μL de PBS e 

0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamônio (Sigma Chemical Co®, EUA), em 

seguida as amostras foram homogeneizadas e foram realizados três ciclos de 

congelamento e descongeladas em nitrogênio líquido para a lise de vesículas. O 

lisado foi então centrifugado (10000rpm, 10 minutos a 4°C,) e o sobrenadante foi 

distribuído (75 μL/poço) numa microplaca de 96 poços (Corning®, EUA), seguida da 

adição de 75 μL de substrato (1,5 mM OPD e 6,6 mM de H2O2 em 0,075 M em tampão 

Tris-HCl, pH 8,0). Após a incubação durante 30 minutos à temperatura ambiente, a 

reação foi interrompida pela adição de 50 μL de H2SO4 1M e a absorbância foi 

determinada a 492 nm. 

 

4.9 Análises estatísticas 

As análises foram realizadas utilizando-se o programa estatístico Graphpad 

Prism® 8.0. Primariamente foi feito o teste Shapiro-Wilk, para verificar a distribuição 

dos dados. Para as análises de: dois grupos, foi empregado o teste-t para os dados 

categorizados como paramétricos e os testes Mann-Whitney e Exato de Fisher para 

os não-paramétricos; três ou mais grupos, o teste ANOVA para os dados paramétricos 

e o Kruskal-Wallis para os não-paramétricos; correlação, o teste de Pearson para os 

dados paramétricos e Spearman para os não-paramétricos. Os resultados foram 

expressos como média ± SEM (erro padrão da média) para os dados paramétricos e 
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para os não-paramétricos como mediana, máximo e mínimo.  As diferenças foram 

consideradas significativas quando p≤ 0,05. 
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5 RESULTADOS  

5.1 Ensaio de eritrofagocitose da cepa ACFN de E. dispar em associação à EPEC 

A fagocitose foi confirmada através da observação das hemácias no citoplasma 

dos trofozoítos. Não foram contabilizados os eritrócitos que estavam sobrepostos aos 

trofozoítos, nem os que estavam aderidos à sua membrana. Não houve diferença 

estatística entre a fagocitose da cepa ACFN e ACFN associada à EPEC (Teste de 

Mann Whitney, p= 0,104) (Gráfico 1). Silva e colaboradores (2021) não identificaram 

diferenças na capacidade de eritrofagocitose entre as cepas de E. dispar, dentre elas 

a ACFN e a ADO. Diante do exposto e com base na capacidade de eritrofagocitose 

da cepa ACFN em associação à EPEC, optou-se por não realizar o ensaio em 

associação para as demais cepas.  

 

Gráfico 1: Eritrofagocitose da cepa ACFN de Entamoeba dispar associada ou não com a 
Escherichia coli enteropatogênica. ACFN: Grupo inoculado com E. dispar sem associação 
bacteriana; ACFN-EPEC: Grupo inoculado com a E. dispar com associação bacteriana. Foi utilizado o 
teste de Teste Exato de Fisher. Não houve diferença estatística entre os grupos analisados (p >0,9999). 

5.2 Expressão relativa dos fatores de virulência amebianos lectina ligante de 

Gal/GalNac, CP2, APA e APC de culturas das cepas ACFN, ADO e VEJ 

associadas à EPEC 

Os resultados da interação entre a EPEC sobre a cultura dos trofozoítos das 

cepas ACFN, ADO e VEJ de E. dispar foram expressos como quantificação relativa 

de mRNA dos fatores de virulência lectina ligante de Gal/GalNAc, CP-2, APA e APC, 

conforme descrito anteriormente por Oliveira e colaboradores (OLIVEIRA et al., 2021). 
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5.2.1 Expressão relativa in vitro do fator de virulência lectina ligante de 

Gal/GalNAc das cepas ACFN, ADO e VEJ de E. dispar associadas ou não à EPEC 

Após 18 horas de associação das cepas ACFN, ADO e VEJ de E. dispar com 

a EPEC foi evidenciado um aumento da expressão relativa do gene da lectina ligante 

de Gal/GalNAc do grupo ACFN-EPEC (1,57 ± 0,19) quando comparado ao grupo 

ACFN (0,85 ± 0,05), p=0,009 (Gráfico 2 A), e, diminuição no grupo ADO (3,53 ± 1,19) 

quando comparado ao grupo ADO-EPEC (0,77 ± 0,23), p=0,04 (Gráfico 2 B). Não foi 

observada diferença significativa na expressão relativa de Gal/GalNAc no grupo VEJ 

(0,61) (0,54-7,82) quando comparado ao grupo VEJ-EPEC (0,25) (0,19 – 0,30), p=0,1 

(Gráfico 2 C). 

 
 
 
 
Gráfico 2: Efeito da associação in vitro da Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) sobre a 
expressão gênica do fator de virulência lectina ligante de Gal/GalNAc das cepas ACFN, ADO e 
VEJ de Entamoeba dispar. A) ACFN: Cultura da cepa ACFN não associada à EPEC. ACFN-EPEC: 
Cultura da cepa ACFN associada à EPEC, *p= 0,009. B) ADO: Cultura da cepa ADO não associada à 
EPEC. ADO-EPEC: Cultura da cepa ADO associada à EPEC, *p= 0,04. C) VEJ: Cultura da cepa VEJ 
não associada à EPEC. VEJ-EPEC: Cultura da cepa VEJ associada à EPEC, p= 0,1. A e B) Teste T 
não-pareado. Resultados expressos em média e SEM. C) Teste de Mann-Whitney. Resultados 
expressos em mediana, máximo e mínimo. 
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5.2.2 Expressão relativa in vitro do fator de virulência CP2 das cepas ACFN, ADO 

e VEJ de E. dispar associadas à EPEC 

A associação da EPEC às cepas ACFN (ACFN-EPEC: 0,93 ± 0,06) e ADO 

(ADO-EPEC: 0,52 ± 0,13) produziu redução da expressão relativa do gene da CP2 

quando comparado com os grupos sem associação (ACFN: 1,624 ± 0,23; p=0,03. 

ADO: 2,43 ± 1,39; p=0,04) (Gráficos 3 A e 3 B). Por outro lado, não foi observada 

diferença significativa na expressão relativa de CP2 no grupo VEJ (0,53) (0,18-1,67) 

quando comparado ao grupo VEJ-EPEC (0,31) (0,11-2,23), p=0,69 (Gráfico 3 C). 

 

 
 
Gráfico 3: Efeito da associação in vitro da Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) sobre a 
expressão gênica do fator de virulência cisteína proteinase 2 (CP2) das cepas ACFN, ADO e VEJ 
de Entamoeba dispar. A) ACFN: Cultura da cepa ACFN não associada à EPEC. ACFN-EPEC: Cultura 
da cepa ACFN associada à EPEC, *p= 0,03. B) ADO: Cultura da cepa ADO não associada à EPEC. 
ADO-EPEC: Cultura da cepa ADO associada à EPEC, *p= 0,04. C) VEJ: Cultura da cepa VEJ não 
associada à EPEC. VEJ-EPEC: Cultura da cepa VEJ associada à EPEC, p= 0,69. A e B) Teste T não 
pareado. Resultados expressos em média e SEM. C) Teste de Mann-Whitney. Resultados expressos 
em mediana, máximo e mínimo. 
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5.2.3 Expressão relativa in vitro dos fatores de virulência APA e APC das cepas 

ACFN, ADO e VEJ de E. dispar associadas à EPEC 

Após 18 horas de associação das cepas ACFN, ADO e VEJ de E. dispar não 

foi observada expressão gênica do fator de virulência APA e não foram observadas 

diferenças significativas na expressão relativa do gene da APC das cepas em 

associação com a EPEC quando comparadas ao grupos sem associação bacteriana: 

ACFN (1,04 ± 0,15), ACFN-EPEC (1.05 ± 0,16), p= 0,98 (Gráfico 4 A); ADO (1,14 ± 

0,29), ADO-EPEC (0,79 ± 0,13), p= 0,35 (Gráfico 4 B); VEJ (3,24 ± 1,48), VEJ-EPEC 

(0,80 ± 0,25), p= 0,19 (Gráfico 4 C). 

 
Gráfico 4: Efeito da associação in vitro da Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) sobre a 
expressão gênica do fator de virulência amebaporo C (APC) das cepas ACFN, ADO e VEJ de 
Entamoeba dispar. A) ACFN: Cultura da cepa ACFN não associada à EPEC. ACFN-EPEC: Cultura 
da cepa ACFN associada à EPEC, p= 0,98. B) ADO: Cultura da cepa ADO não associada à EPEC. 
ADO-EPEC: Cultura da cepa ADO associada à EPEC, p= 0,35. C) VEJ: Cultura da cepa VEJ não 
associada à EPEC. VEJ-EPEC: Cultura da cepa VEJ associada à EPEC, p= 0,19. Teste T não pareado. 
Resultados expressos em média e SEM. 
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5.2.4 Comparação da expressão relativa in vitro dos fatores de virulência lectina 

ligante de Gal/GalNAc, CP2 e APC das cepas ACFN, ADO e VEJ de E. dispar. 

Não foram observadas diferenças na expressão relativa dos genes da lectina 

ligante de Gal/GalNAc, CP2 e APC entre as cepas ACFN, ADO e VEJ de E. dispar ): 

Gal/GalNac ACFN (0,84)(0,77-0,95), Gal/GalNAc ADO (1,01)(0,09-3,17) e 

Gal/GalNAc VEJ (0,61)(0,54-7,82), p= 0,93 (Gráfico 5A); CP2 ACFN (1,62 ± 0,23), 

CP2 ADO (2,43 ± 0,80) e CP2 VEJ (0,73 ± 0,32), p= 0,08 (Gráfico 5B); APC ACFN 

(1,04 ± 0,15), APC ADO (1,14 ± 0,29) e APC VEJ (3,24 ± 1,48), p= 0,17 (Gráfico 5C). 

 

 

Gráfico 5: Comparação da expressão relativa gênica dos fatores de virulência lectina ligante de 
Gal/GalNAc, cisteína proteinase 2 (CP2) e amebaporo C (APC) entre as cepas ACFN, ADO e VEJ 
de Entamoeba dispar. A) Expressão gênica relativa da lectina ligante de Gal/GalNAc das cepas ACFN, 
ADO e VEJ, p= 0,93. B) Expressão gênica relativa da CP2 das cepas ACFN, ADO e VEJ, p=0,08. C) 
Expressão gênica relativa da APC das cepas ACFN, ADO e VEJ, p= 0,17. A) Teste de Kurskal-Wallis. 
Resultados expressos em mediana, mínimo e máximo. B e C) Teste One-way ANOVA. Resultados 
expressos em média e SEM.  
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5.3 Expressão relativa dos fatores de virulência amebianos lectina ligante de 

Gal/GalNAc, CP2, APA e APC no fígado de hamsters inoculados com as cepas 

ACFN e ADO de E. dispar associadas ou não à EPEC 

Diante dos resultados obtidos na análise in vitro da expressão dos fatores de 

virulência amebianos, foram selecionadas as cepas ACFN e ADO para os estudos in 

vivo. O resultado da interação da EPEC com as cepas ACFN e ADO de E. dispar 

sobre a os fatores de virulência amebianos lectina ligante de Gal/GalNAc, CP-2, APA 

e APC em modelo experimental de abscesso hepático amebiano foram expressos 

como quantificação relativa de mRNA, conforme descrito anteriormente por Oliveira e 

colaboradores (OLIVEIRA et al., 2021). 

 

5.3.1 Expressão relativa do fator de virulência amebiano lectina ligante de 

Gal/GalNAc no fígado de hamsters inoculados com as cepas ACFN e ADO de E. 

dispar associadas ou não à EPEC 

 

A EPEC foi capaz de aumentar a expressão relativa da lectina ligante de 

Gal/GalNAc da cepa ACFN de E. dispar no parênquima hepático analisado (ACFN: 

[0,20] [0,00-0,43], ACFN-EPEC: [1,02] [0,32-3,80], p=0,03) (Gráfico 6 A), ao passo 

que não aumentou a expressão do mesmo fator de virulência para a cepa ADO de E. 

dispar (ADO: [0,50] [0,30-1,09], ADO-EPEC: [1,44] [0,22-2,23], p=0,40) (Gráfico 6 B). 

 

 

Gráfico 6: Efeito da associação in vitro da Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) sobre a 
expressão gênica do fator de virulência lectina ligante de Gal/GalNA das cepas ACFN e ADO de 
Entamoeba dispar no fígado de hamster. A) ACFN: Cultura da cepa ACFN não associada à EPEC. 
ACFN-EPEC: Cultura da cepa ACFN associada à EPEC, p= 0,03. B) ADO: Cultura da cepa ADO não 
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associada à EPEC. ADO-EPEC: Cultura da cepa ADO associada à EPEC, p= 0,40. Teste Mann-
Whitney. Resultados expressos em mediana, mínimo e máximo. 
 

 

5.3.2 Expressão relativa do fator de virulência amebiano de cisteína proteinase 

2 (CP2) no fígado de hamsters inoculados com as cepas ACFN e ADO de E. 

dispar associadas ou não à EPEC 

 

A EPEC foi capaz de aumentar a expressão relativa da cisteína proteinase 2 

(CP2) da cepa ACFN de E. dispar no parênquima hepático analisado (ACFN: [0,00] 

[0,00-0,00], ACFN-EPEC: [1,34] [0,15-2,96], p=0,008) (Gráfico 7 A). Ao contrário não 

ocorreu aumento da expressão do mesmo fator de virulência para a cepa ADO de E. 

dispar (ADO: [0,49] [0,29-2,22], ADO-EPEC: [1,02] [0,57-1,78], p=0,63) (Gráfico 7 B). 

 

 
Gráfico 7: Efeito da associação in vitro da Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) sobre a 
expressão gênica do fator de virulência cisteína proteinase 2 (CP2) das cepas ACFN e ADO de 
Entamoeba dispar no fígado de hamster. A) ACFN: Cultura da cepa ACFN não associada à EPEC. 
ACFN-EPEC: Cultura da cepa ACFN associada à EPEC, p= 0,008. B) ADO: Cultura da cepa ADO não 
associada à EPEC. ADO-EPEC: Cultura da cepa ADO associada à EPEC, p= 0,63. Teste Mann-
Whitney. Resultados expressos em mediana, mínimo e máximo. 
 
 

5.3.3 Expressão relativa dos fatores de virulência amebiano amebaporo A e C 

(APA e APC) no fígado de hamsters inoculados com as cepas ACFN e ADO de E. 

dispar associadas ou não à EPEC 

Não foi verificada expressão de APA nos grupos ACFN, ACNF-EPEC, ADO e 

ADO-EPEC. A interação da EPEC com as cepas ACFN e ADO de E. dispar não foi 

capaz de alterar a expressão de APC (ACFN: [0,00] [0,00-0,72], ACFN-EPEC: [0,18] 
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[0,10-0,47], p=0,52; ADO [1,28] [0,24–5,12], ADO-EPEC [1,17] [0,39-2,81], p= 0,89) 

(Gráfico 8 A e B). 

 

Gráfico 8: Efeito da associação in vitro da Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) sobre a 
expressão gênica do fator de virulência amebaporo C (APC) das cepas ACFN e ADO de 
Entamoeba dispar no fígado de hamster. A) ACFN: Cultura da cepa ACFN não associada à EPEC. 
ACFN-EPEC: Cultura da cepa ACFN associada à EPEC, p= 0,52. B) ADO: Cultura da cepa ADO não 
associada à EPEC. ADO-EPEC: Cultura da cepa ADO associada à EPEC, p= 0,89. Teste Mann-
Whitney. Resultados expressos em mediana, mínimo e máximo. 
 

5.4 Análise macroscópica do fígado de hamsters infectados com as cepas ACFN 

e ADO de E. dispar, associadas ou não à EPEC 

A análise macroscópica do fígado coletado mostrou a presença de áreas 

branco-amareladas amolecidas e de baixa consistência. Os hamsters do grupo ACFN-

EPEC apresentaram lesões visivelmente maiores do que os do grupo ACFN (Figura 

4 A e B). Tal diferença não foi perceptível entre os grupos ADO-EPEC e ADO (Figura 

4 C e D). Não foram observadas alterações macroscópicas no fígado dos hamsters 

inoculados com os grupos EPEC e Salina. 
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Figura 4: Abscesso hepático amebiano (AHA) de hamster inoculado com as cepas ACFN e ADO 
de E. dispar, associados ou não com a EPEC. Macroscopia do fígado evidenciando áreas de necrose 
de coloração branco-amarelada, amolecidas e de baixa consistência (setas) nos grupos: A) Hamster 
inoculado com 100.000 trofozoítos da cepa ACFN. B) Hamster inoculado com 100.000 trofozoítos da 
cepa ACFN associada à Escherichia coli enteropatogênica (EPEC), C) Hamster inoculado com 100.000 
trofozoítos da cepa ADO e D) Hamster inoculado com 100.000 trofozoítos da cepa ADO associada à 
EPEC.  
 

5.5 Análise histopatológica, semi-quantitativa e morfométrica do AHA induzido 

pelas cepas ACFN e ADO, associadas ou não à EPEC 

Todas as cepas de E. dispar testadas foram capazes de produzir lesões 

amebianas e a análise microscópica revelou a presença de zonas de necrose 

liquefativa (Figura 5 A, B, C, D e 6 A, B, C, D). A necrose foi caracterizada pela 

presença de material acidófilo e granuloso, que por vezes se apresentava com 

pequenos depósitos basofílicos de calcificação (Figuras 5 B, D e 6 B,D). Também em 

toda a extensão da borda das zonas de necrose foram observados debris celulares 

com a presença de grande quantidade de núcleos em picnose, cariorrexe e cariólise 

(Figuras 5 B, D e 6 B, D). Além disto, nestas regiões notou-se a presença de discreto 

a moderado infiltrado inflamatório misto composto principalmente por neutrófilos e 

macrófagos e alguns eosinófilos. Frequentemente foram visualizados inúmeros 
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trofozoítos em meio à necrose (Figuras 5 B, D e 6 B, D). Diante da análise semi-

quantitativa foi observado aumento da intensidade da inflamação do grupo ACFN-

EPEC em comparação ao grupo EPEC (p= 0,0008), e também aumento da presença 

de trofozoítos comparando os mesmos grupos (p= 0,0002) (Tabela 2, Figura 7 A e B, 

e, Gráfico 9 A e B). Não houve diferença estatística na análise semi-quantitativa da 

intensidade da inflamação do grupo ADO em comparação ao ADO-EPEC (p= 

>0,9999) e também da presença de trofozoítos (p= 0,81) (Tabela 2, Figura 7 C e D, e, 

Gráfico 9 C e D). Não foram observadas alterações histopatológicas no fígado dos 

hamsters inoculados com o grupo EPEC e Salina. 

A análise morfométrica das áreas de necrose demonstrou diferença 

significativa entre o grupo ACFN e ACFN-EPEC, com o aumento significativo do tecido 

necrosado produzido pela cepa ACFN quando associada à EPEC (Grupo ACFN-

EPEC), corroborando com as observações macroscópicas e histopatológicas: ACFN 

(5,1x106) (3,0x106-9,3x106) e ACFN-EPEC (204,0x106) (19x106-252,0x106), p= 0,003 

(Gráfico 10 A). Não houve diferença significativa da análise morfométrica das áreas 

de necrose entre os grupos ADO e ADO-EPEC, também observado previamente nas 

análises macroscópica e microscópica: ADO (4,3x106) (0,1x106-37,4x106) e ADO-

EPEC (3,0x106) (0,04x106-28,8x106) (Gráfico 10 B). 



61 
 

 
 

 

Figura 5: Histopatologia do fígado de hamsters inoculados com a cepa ACFN de E. dispar, 
associado ou não com a EPEC. (A) Abscesso hepático amebiano (A) produzido pela cepa ACFN. 
Bar= 100µm. (B) Maior aumento da figura anterior demonstrando a necrose (#), circunscrita por áreas 
basofílicas representada por debris celulares (*). Presença de trofozoítos de E. dispar (cabeças de 
seta). Bar= 50µm. (C) Abscesso hepático amebiano (A) produzido pela cepa ACFN em associação com 
a Escherichia coli enteropatogênica - EPEC (A). Bar= 200µm. (D) Maior aumento da figura anterior 
demonstrando a necrose (#), circunscrita por áreas basofílicas representada por debris celulares (*). 
Presença de trofozoítos de E. dispar (cabeças de seta). Bar= 50µm. P=Parênquima não necrosado. 
Hematoxilina e Eosina. 
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Figura 6: Histopatologia do fígado de hamsters inoculados com a cepa ADO de E. dispar 
associados ou não com a EPEC. (A) Abscesso hepático amebiano (A) produzido pela cepa ADO. 
Bar= 100µm. (B) Maior aumento da figura anterior demonstrando a necrose (#), circunscrita por áreas 
basofílicas representada por debris celulares (*). Presença de trofozoítos de E. dispar (cabeças de 
seta). Bar= 50µm. (C) Abscesso hepático amebiano (A) produzido pela cepa ADO em associação com 
a Escherichia coli enteropatogênica - EPEC (A). Bar= 200µm. (D) Maior aumento da figura anterior 
demonstrando a necrose (#), circunscrita por áreas basofílicas representada por debris celulares (*). 
Presença de trofozoítos de E. dispar (cabeças de seta). Bar= 50µm. P=Parênquima não necrosado. 
Hematoxilina e Eosina. 
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Tabela 2: Análise semi-quantitativa da inflamação e do parasitismo. 

Grupo Score da intensidade da 

inflamação 

Score da intensidade do 

parasitismo 

 0  

(%) 

I   

(%) 

II  

(%) 

III 

(%) 

p* 0  

(%) 

I 

(%) 

II  

(%) 

III 

(%) 

p* 

ACFN 50

% 

50% 0% 0% 

0
,0

0
0

8
 

63% 37

% 

0% 0% 

0
,0

0
0

2
 

ACFN-

EPEC 

0% 12% 88% 0% 0% 0% 25% 75% 

ADO 0% 50% 50% 0% 
>

0
,9

9
9
9
 

33% 33

% 

34% 0% 

0
,8

1
 ADO-

EPEC 

12

% 

38% 50% 0% 24% 50

% 

13% 13%  

  

0 = Ausência de inflamação ou parasitismo, I = Inflamação ou parasitismo discreto, II = Inflamação ou 
parasitismo moderado, III – Inflamação ou parasitismo intenso, (%) = percentual de animais 
categorizados no referido score. (p*= 0,0008) Inflamação ACFN vs ACFN-EPEC, Teste Mann-Whitney; 
(p*= 0,0002) Trofozoítos ACFN vs ACFN-EPEC, Teste Mann-Whitney; (p*= > 0,9999) Inflamação ADO 
vs ADO-EPEC/ (p*= 0,81), Teste Mann-Whitney; Trofozoítos ADO vs ADO-EPEC, Teste T não-
pareado. vs= versus. 
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Gráfico 9: Efeito da associação in vitro da Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) com as 
cepas ACFN e ADO de Entamoeba dispar sobre a inflamação e parasitismo hepáticos. A) ACFN: 
Cultura da cepa ACFN não associada à EPEC. ACFN-EPEC: Cultura da cepa ACFN associada à 
EPEC, **p= 0,0014. B) ACFN: Cultura da cepa ACFN não associada à EPEC. ACFN-EPEC: Cultura da 
cepa ACFN associada à EPEC, ***p= 0,0004 C) ADO: Cultura da cepa ADO não associada à EPEC. 
ADO-EPEC: Cultura da cepa ADO associada à EPEC, p= >0,9999. D) ADO: Cultura da cepa ADO não 
associada à EPEC. ADO-EPEC: Cultura da cepa ADO associada à EPEC, p=0,81. A, B e C) Teste de 
Mann-Whitney. Resultados expressos em mediana e interquartis. D) Teste T não-pareado. Resultados 
expressos em média e SEM.  
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Figura 7: Histopatologia do fígado de hamsters inoculados com as cepas ACFN e ADO de E. 
dispar associadas ou não com a EPEC. (A) Área de inflamação (*) produzida pela cepa ACFN. Bar= 
50µm. (B) Área de inflamação (*) produzida pela cepa ACFN associada à EPEC. Nota-se alguns 
trofozoítos em meio à inflamação (cabeças de seta). Bar= 50µm (C) Área de inflamação (*) produzida 
pela cepa ADO. Bar= 50µm. (D) Área de inflamação (*) produzida pela cepa ADO associada à EPEC. 
Nota-se alguns trofozoítos em meio à inflamação (cabeças de seta). Bar= 50µm. P=Parênquima não 
necrosado. Hematoxilina e Eosina. 
  
 
 
 
 
 
 
  



66 
 

 
 

 

 

Gráfico 10: Área de necrose produzida pelas cepas ACFN e ADO de Entamoeba dispar em 
associação ou não com a EPEC. A)  ACFN: Cultura não associada. ACFN-EPEC: cultura associada 
à EPEC. p= <0,0003. B) ADO: Cultura não associada. ADO-EPEC: cultura associada á EPEC. p= 0,84. 
Foi utilizado o teste de Mann-Whitney e os resultados expressos em mediana, e intervalo interquartil. 
 

5.6 Atividade de MPO, NAG e EPO no parênquima hepático de hamsters 

infectados com as cepas ACFN e ADO de E. dispar associadas ou não à EPEC 

Após 18 horas de associação da cepa ACFN de E. dispar com a EPEC foi 

observado aumento significativo da atividade das enzimas MPO, NAG e EPO: MPO 

ACFN (0,03) (0,02 - 0,05) e MPO ACFN-EPEC (8,72) (1,31-11,32), p=0,0007; NAG 

ACFN (1,48 ± 0,10) e NAG ACFN-EPEC (1,96 ± 0,15), p= 0,04; EPO ACFN (0,95 ± 

0,03) e EPO ACFN-EPEC (1,26 ± 0,10), p=0,008 (Gráfico 11 A, B e C). Além disso, 

foi observado aumento significativo da atividade de MPO do grupo ACFN-EPEC em 

comparação aos grupos Salina (0,03) (0,02–0,06), p= 0,004, e, EPEC (0,04) (0,01–

0,06), p= 0,02 (Gráfico 11 A). A associação da EPEC à cepa ADO não foi capaz de 

alterar a atividade das enzimas  MPO e EPO, mas foi capaz de diminuir a atividade 

de NAG: MPO ADO (3,39) (0,58–5,06) e MPO ADO-EPEC (1,82) (0,04–5,32), p= > 

0,99; NAG ADO (1,90 ± 0,19) e NAG ADO-EPEC (1,31 ± 0,15), p= 0,03; EPO ADO ( 

0,86 ± 0,06) e EPO ADO-EPEC (0,81 ± 0,02), p= 0,82 (Gráfico 12 A, B e C). Também 

foi observado aumento significativo da atividade de: MPO do grupo ADO em 

comparação aos grupos Salina (0,03) (0,02–0,06), p= 0,02; e, EPEC (0,04) (0,01–

0,06), p= 0,04; e; NAG do grupo ADO aos grupos Salina (0,90 ± 0,14), p= 0,0003, e, 

EPEC (0,95 ± 0,05), p= 0,0005 (Gráfico 12 A e B). 
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Gráfico 11: Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), N-acetyl-β-glucosaminidase (NAG) e 
peroxidase de eosinófilos (EPO) da cepa ACFN de Entamoeba dispar em associação ou não à 
Escherichia coli enteropatogênica (EPEC). A) MPO grupos: Salina = NaCL 0,9%; EPEC: Somente 
bactéria; ACFN: cultura não associada; ACFN-EPEC: Cultura associada à EPEC. B) NAG grupos: 
Salina = NaCl 0,9%; EPEC: Somente bactéria; ACFN: cultura não associada; ACFN-EPEC: Cultura 
associada à EPEC. C) EPO grupos: Salina = NaCL 0,9%; EPEC: Somente bactéria; ACFN: cultura não 
associada; ACFN-EPEC: Cultura associada à EPEC. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001. A) 
Teste Kurskal-Wallis. Resultados expressos em mediana, mínimo e máximo. B e C) Teste One-way 
ANOVA. Resultados expressos em média ± SEM. 
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Gráfico 12: Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), N-acetyl-β-glucosaminidase (NAG) e 
peroxidase de eosinófilos (EPO) da cepa ADO de Entamoeba dispar em associação ou não à 
Escherichia coli enteropatogênica (EPEC). A) MPO grupos: Salina = NaCl 0,9%; EPEC: Somente 
bactéria; ADO: cultura não associada; ADO-EPEC: Cultura associada à EPEC. B) NAG grupos: Salina 
= NaCL 0,9%; EPEC: Somente bactéria; ADO: cultura não associada; ADO-EPEC: Cultura associada 
à EPEC. C) EPO grupos: Salina = NaCL 0,9%; EPEC: Somente bactéria; ADO: cultura não associada; 
ADO-EPEC: Cultura associada à EPEC. *p<0,05 e ***p<0,001. A) Teste Kurskal-Wallis. Resultados 
expressos em mediana, mínimo e máximo. B e C) Teste One-way ANOVA. Resultados expressos em 
média ± SEM. 

 

5.7 Comparação da atividade de MPO, NAG e EPO no parênquima hepático de 

hamsters infectados com as cepas ACFN e ADO de E. dispar 

Na análise da atividade das enzimas MPO, NAG e EPO entre as cepas de E. 

dispar foi observado um aumento significativo das enzimas MPO e NAG da cepa ADO 

em comparação à cepa ACFN: MPO ACFN (0,03) (0,02-0,05) e MPO ADO (3,39) 

(0,58-5,06), p= 0,006; e; NAG ACFN (1,39 ± 0,10) e NAG ADO (1,90 ± 0,19), p= 0,04 

(Gráfico 13 A e B). Não foi observada diferença significativa da atividade de EPO entre 
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as cepas ACFN e ADO: ACFN (0,91) (0,70-1,08) e ADO (0,87) (0,61) (1,07), p= >0,99 

(Gráfico 13 C). Foi observado também aumento da atividade de: MPO entre a cepa 

ADO e o grupo Salina (0,03) (0,02-0,06), p= 0,02; NAG entre o grupo ACFN e Salina 

(0,82) (0,52-1,61), p= 0,04; e; ADO e Salina, p= 0,0003 (Gráfico 13 A e B). 

 

 

Gráfico 13: Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), N-acetyl-β-glucosaminidase (NAG) e 
peroxidase de eosinófilos (EPO) entre as cepas ACFN e ADO de Entamoeba dispar. A) MPO 
grupos: Salina = NaCL 0,9%; ACFN: inóculo com a cepa ACFN; ADO: inóculo com a cepa ADO. B) 
NAG grupos: Salina = NaCL 0,9%; ACFN: inóculo com a cepa ACFN; ADO: inóculo com a cepa ADO.  
C) EPO grupos: Salina = NaCL 0,9%; ACFN: inóculo com a cepa ACFN; ADO: inóculo com a cepa 
ADO. Cultura associada à EPEC. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001. A e C) Teste Kurskal-Wallis. 
Resultados expressos em mediana, mínimo e máximo. B) Teste One-way ANOVA. Resultados 
expressos em média ± SEM. 

 

5.8 Comparação entre as atividades de MPO, NAG e EPO no parênquima 

hepático de hamsters infectados com as cepas ACFN e ADO de E. dispar  

Na análise da atividade entre as enzimas MPO, NAG e EPO para cada cepa 

de E. dispar estudada nos experimentos in vivo (ACFN e ADO), foi observado uma 

diferença no padrão de atividade delas. Em relação à atividade de MPO, NAG e EPO 

da cepa ACFN, foi observado um aumento significativo da atividade de NAG em 

relação à MPO, não havendo nenhuma diferença para a atividade de EPO: MPO 
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ACFN 0,03 (0,02-0,05) e NAG ACFN (1,34) (1,02-1,76), p=<0,0001; MPO ACFN e 

EPO ACFN (0,91) (0,70-1,08), p= 0,052; NAG ACFN e EPO ACFN, p= 0,06 (Gráfico 

14 A). Em relação à atividade de MPO, NAG e EPO da cepa ADO, foi observado um 

aumento significativo da atividade de MPO em relação à EPO, não havendo nenhuma 

diferença para a atividade de NAG: MPO ADO (3,16 ± 0,73) e EPO ADO (0,86 ± 0,06), 

p= 0,003; MPO ADO e NAG ADO (1,90 ± 0,19), p= 0,10; NAG ADO e EPO ADO, p= 

0,16 (Gráfico 14 B). 

 

 

Gráfico 14: Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), N-acetyl-β-glucosaminidase (NAG) e 
peroxidase de eosinófilos (EPO) para as cepas ACFN e ADO de Entamoeba dispar. A) MPO, NAG 
e EPO do grupo ACFN. B) MPO, NAG e EPO do grupo ADO. **p<0,01 e ****p<0,0001. A) Teste Kurskal-
Wallis. Resultados expressos em mediana, mínimo e máximo. B) Teste One-way ANOVA. Resultados 
expressos em média ± SEM. 
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5.9 Análise de correlação entre a atividade de MPO e a área de necrose no grupo 
ACFN 

Foi encontrada correlação positiva entre a atividade da enzima MPO e a área 

de necrose da cepa ACFN (p=0,01; r=0,60). 

 

Gráfico 15: Análise de correlação da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) com a área de 
necrose dos grupos ACFN e ACFN-EPEC. p=0,01; r=0,60. Correlação de Spearman.  

 

5.10 Expressão relativa das citocinas IL-5, IL-10, IL-12, IFNγ e TGF-β do fígado 
de hamsters inoculados com as cepas ACFN e ADO de E. dispar associadas ou 
não à EPEC. 

Diante da ocorrência de problemas para determinar a expressão relativa das 

citocinas, tal análise será repetida posteriormente.  
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6 DISCUSSÃO 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influência da EPEC sobre as cepas ACFN, 

ADO e VEJ de E. dispar, comparando os grupos associados aos não-associados à 

bactéria. Paralelamente, as cepas também foram comparadas entre si, visto que 

possuem graus de patogenicidade diferentes, conforme estudos prévios do nosso 

grupo (DA SILVA et al., 2021) .  Foram avaliadas a capacidade de eritrofagocitose dos 

trofozoítos amebianos da cepa ACFN frente à associação, a expressão in vitro dos 

fatores de virulência lectina ligante de Gal/GalNAc, CP2, APA e APC das culturas das 

cepas ACFN, ADO e VEJ associadas ou não à EPEC, no parênquima hepático de 

hamsters experimentalmente infectados com as cepas ACFN e ADO associadas ou 

não à EPEC, a expressão dos fatores de virulência lectina ligante de Gal/GalNAc, 

CP2, APA e APC, a área de necrose hepática, a histopatologia e atividade das 

enzimas MPO, NAG e EPO. Vale ressaltar que até o momento, não foram realizados 

estudos avaliando a influência da EPEC em cepas de E. dispar. Os achados mais 

relevantes deste estudo foram que as cepas de E. dispar são influenciadas de 

maneiras diferentes pela EPEC. A cepa ACFN quando associada à EPEC demonstrou 

aumentar os fatores de virulência lectina ligante de Gal/GalNAc e CP2, a área de 

necrose e inflamação hepática, e, de induzir o aumento da atividade enzimática de 

MPO, NAG e EPO. Em contrapartida, a influência da EPEC à cepa ADO não levou ao 

aumento dos mesmos fatores de virulência, nem diferenças da área de necrose, 

inflamação e para as atividades das enzimas MPO e EPO. 

Os trofozoítos utilizam a lectina ligante de Gal/GalNAc para se ligarem aos 

eritrócitos, fazendo com que eles se tornem arredondados e crenados, levando à 

externalização da molécula de fosfatidilserina destas células, para assim, fagocitá-las 

(BOETTNER et al., 2005).  O ensaio de eritrofagocitose é utilizado para estimar, de 

forma qualitativa, a virulência dos trofozoítos, sendo útil na diferenciação das espécies 

E. dispar e E. histolytica (TALAMÁS-LARA et al., 2014). A E. dispar possui menor 

capacidade de eritrofagocitose do que a E. histolytica, devido a menor capacidade de 

adesão de eritrócitos e fagocitose (BOETTNER et al., 2005; DA SILVA et al., 2021). 

Estudo de nosso grupo evidenciou que as cepas de E. dispar apresentam 

patogenicidades distintas, entretanto, ao comparar a capacidade de eritrofagocitose 

entre elas, não há diferenças significativas (DA SILVA et al., 2021). Logo, o método 

não demonstrou ser tão eficaz na avaliação da virulência entre as cepas de E. dispar, 
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visto que ela se correlaciona com a patogenicidade experimental. Nosso estudo 

avaliou a capacidade de eritrofagocitose da cepa ACFN associada à EPEC e não 

foram observadas diferenças significativas entre o grupo ACFN e ACFN-EPEC, 

demonstrando que o método também parece não ser o mais adequado para avaliar a 

virulência das cepas de E. dispar em simbiose com bactérias enteropatogênicas.  

Os trofozoítos da E. dispar e E. histolytica, durante a colonização intestinal, 

fagocitam bactérias, células do hospedeiro e outros conteúdos do lúmen intestinal, 

podendo ou não levar o desenvolvimento de lesões (CHRISTY; PETRI, 2011). A 

simbiose entre amebas e outros organismos vivos vêm sendo estudada ao longo dos 

anos, e as bactérias parecem contribuir para o desenvolvimento de lesões pela E. 

dispar (COSTA et al., 2006). Estudos já identificaram que na presença de bactérias 

entéricas e enteropatogênicas, as amebas são capazes de aumentar a expressão de 

fatores de virulência, tais como a lectina ligante de Gal/GalNAc e as cisteína 

proteinases, importantes fatores de virulência amebianos que contribuem para a 

patogênese dos trofozoítos (FERNÁNDEZ-LÓPEZ et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2021; 

SINGH; NAIK; NAIK, 2004).  

A axenização e monoxenização são técnicas que possibilitam a avaliação da 

relação entre os trofozoítos e bactérias, sendo a primeira a eliminação completa da 

microbiota indígena do paciente com uso de antibióticos, e a segunda, a eliminação 

das bactérias (ao uso de antibióticos) e adição do protozoário Crithidia fasciculata um 

tripanossomatídeo não patogênico (COSTA et al., 2006). Estudos realizados com 

cultivos axênicos e monoxênicos de E. dispar revelaram que, na presença de 

bactérias entéricas no cultivo, os trofozoítos são capazes de provocar lesões 

hepáticas experimentais, e, em contrapartida, na ausência delas não há o 

desenvolvimento de lesões (COSTA et al., 2006; ESPINOSA CANTELLANO; 

CASTAÑÓN GUTIÉRREZ; MARTÍNEZ-PALOMO, 1997). Além disso, o inóculo 

isolado de bactérias da microbiota indígena não levou ao desenvolvimento 

experimental de lesões hepáticas em hamsters (COSTA et al., 2006; DA SILVA et al., 

2021). A interação da EPEC aumentou a virulência de trofozoítos da cepa HM1:MSS 

de E. histolytica com a EPEC, levando ao aumento de destruição das monocamadas 

de células CaCO2 (Células de adenocarcinoma colorretal humano, utilizada como 

modelo de barreira epitelial intestinal) (FERNÁNDEZ-LÓPEZ et al., 2019). No 

presente estudo utilizamos cepas polixênicas de E. dispar, sendo estas associadas à 
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microbiota indígena do paciente ao qual foram isoladas e à EPEC, e, as cepas ACFN 

e ADO foram capazes de desenvolver lesões amebianas no fígado de hamsters 

infectados, assim como outros estudos já realizados (DA SILVA et al., 2021; 

SHIBAYAMA; et al., 2007). Além disso, o fígado de hamsters inoculados somente com 

a bactéria EPEC não apresentaram lesões, reforçando que a patogenicidade das 

lesões obtidas na associação se deu pelos trofozoítos de E. dispar.  

A lectina ligante de Gal/GalNAc é um importante fator de virulência utilizado 

pelos trofozoítos da E. dispar e E. histolytica para se ligarem à camada de mucina do 

intestino grosso e colonizarem o hospedeiro, além de possuir homologia com a 

molécula CD19, sendo capaz de impedir a formação do complexo de ataque à 

membrana C5b-C9, contribuindo para a evasão amebiana do sistema imune  (HAQUE 

et al., 2003). O gene Gal/GalNAc está relacionado com o desenvolvimento da 

amebíase invasiva, e sintetiza um heterodímero composto por subunidades leve, 

intermediária e pesada, de 35kDa, 150kDa e 170kDa (WILSON et al., 2019). Leroy e 

colaboradores (1995) evidenciaram que a E. histolytica é capaz de transferir parte ou 

molécula inteira da lectina ligante de Gal/GalNAc para a superfície dos enterócitos, o 

que precede a morte celular da célula do hospedeiro (LEROY et al., 1995). A 

transferência também ocorre para hepatócitos, células sinusoidais e inflamatórias. 

Todas as células do hospedeiro que apresentaram a lectina ligante de Gal/GalNAc em 

sua superfície ou citoplasma apresentavam sinais de dano celular, reforçando a 

importância desta como fator de virulência, não somente na amebíase intestinal, mas 

também na invasiva (PACHECO, 2004). Além disso, a lectina foi encontrada em 

hepatócitos localizados em regiões mais distantes da presença de trofozoítos, 

inferindo que a molécula se difunde no parênquima hepático (PACHECO, 2004).  

Diante da análise in vitro da expressão relativa da lectina ligante de Gal/GalNAc 

em culturas de E. dispar associadas ou não à EPEC, o grupo ACFN-EPEC apresentou 

maior expressão do que o ACFN, o grupo ADO-EPEC apresentou uma diminuição em 

relação ao ADO, e, o grupo VEJ-EPEC e VEJ não foram observadas diferenças 

significativas. A cepa ADO de E. dispar já foi associada à bactéria Salmonella enterica 

subsp. Enterica serovar typhimurium (S. typhimiurium) e a expressão da lectina ligante 

de Gal/GalNAc foi avaliada, demonstrando aumento para a cultura associada à 

enterobactéria (OLIVEIRA et al., 2021), o que nos permite observar que a associação 

da cepa com diferentes espécies de bactérias pode levar respostas diferentes pelos 
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trofozoítos, no que tange os fatores de virulência. Além disso, foi observado que a 

cepa ADO associada à S. typhimurium aumentou a área de lesão intestinal em ratos 

infectados (OLIVEIRA et al., 2021). A análise in vivo da expressão da lectina 

Gal/GalNAc demonstrou padrão diferente da in vitro, pois a cepa ADO associada à 

EPEC não alterou sua expressão da molécula. Costa e colaboradores (2006), em 

estudo avaliando a patogenicidade de cepas polixênicas de E. dispar através da 

inoculação hepática em hamsters e avaliação do efeito citopático em células da 

linhagem VERO (células epiteliais), não observaram correlação entre os experimentos 

in vitro e in vivo, foram capazes de desenvolver lesões experimentais, indicando a 

possibilidade de mecanismos diferentes de patogenicidade e/ou interação com as 

células do hospedeiro (COSTA et al., 2006). Possivelmente a lectina ligante de 

Gal/GalNAc é um dos principais fatores envolvidos na expansão da necrose hepática 

por trofozoítos de E. dispar associados à EPEC, visto que no experimento in vivo foi 

observado aumento da área de necrose do grupo ACFN-EPEC quando comparado 

ao ACFN, mas não houve diferenças entre os grupos ADO e ADO-EPEC, o que 

paralelamente parece influenciar o padrão da expressão da lectina ligante de 

Gal/GaNAc de cada grupo. Trofozoítos com a função interrompida da lectina 

Gal/GalNAc levam à formação de menores focos inflamatórios ao redor dos vasos 

sanguíneos hepáticos, o que se associa também ao baixo influxo de neutrófilos e 

macrófagos, e, ausência de fator de necrose tumoral, demonstrando o papel 

imunogênico da lectina (BLAZQUEZ et al., 2007).  

As cisteína proteinases são enzimas importantes na patogênese da amebíase, 

e desempenham diversos processos essenciais à invasão amebiana: degradam a 

camada de mucina, importante barreira inata epitelial, permitindo assim o contato de 

trofozoítos com a mucosa; degradam as moléculas colágeno, laminina e outros 

componentes da matriz extracelular, contribuindo para a motilidade amebiana no 

parênquima; e; degradam as proteínas séricas do complemento, C3a e C5a, 

reduzindo de certa forma a atividade inflamatória (HAQUE et al., 2003; QUE; REED, 

1997, 2000; REED et al., 1995). Os isotipos CP1, CP2 e CP5 são responsáveis por 

cerca de 90% da atividade de todas as CPs das amebas (BRUCHHAUS et al., 1996). 

Curiosamente observados diferenças na expressão relativa da CP2 no cultivo das 

cepas ACFN, ADO e VEJ de E. dispar associadas à EPEC. Houve diminuição da 

expressão da CP2 dos grupos ACFN e ADO quando comparados aos grupos ACFN-
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EPEC e ADO-EPEC, respectivamente, enquanto não foram observadas diferenças 

significativas entre os grupos VEJ e VEJ-EPEC, demonstrando que a EPEC 

influenciou de maneiras diferentes, assim como na lectina ligante de Gal/GalNAc, a 

expressão da CP2. Ainda mais interessante foi a observação da expressão da CP2 

no parênquima hepático de hamsters infectados com as cepas ACFN e ADO de E. 

dispar, associados ou não à EPEC: o grupo ACFN-EPEC expressou mais CP2 quando 

comparado ao grupo ACFN, e, o grupo ADO e ADO-EPEC não apresentaram 

nenhuma diferença significativa.  

Corroborando com os resultados já encontrados por Costa e colaboradores 

(2006), a virulência das cepas de E. dispar são diferentes quando se comparam os 

perfis in vivo e in vitro. Paralelamente, foi observado aumento da área de necrose do 

grupo ACFN-EPEC quando comparado ao EPEC e nenhuma diferença entre os 

grupos ADO e ADO-EPEC, o que se assemelha ao padrão da expressão da CP2 das 

mesmas cepas no experimento in vivo. A superexpressão de CP2 em trofozoítos de 

E. dispar e E. histolytica foi capaz de aumentar a destruição de monocamadas de 

células CHO, mas não aumentou a capacidade eritrofagocitose e nem a área de 

abscesso hepático experimental (HELLBERG et al., 2001). Apesar de estudo prévio 

não demonstrar que a CP2 possa estar envolvida na patogênese do AHA, nossos 

achados demonstram que a CP2 pode ter relação com o processo, visto que a 

comparação do grupo ACFN-EPEC ao ACFN no experimento in vivo evidenciamos 

aumento da expressão relativa de CP2 e de necrose do parênquima hepático. 

Corroborando com os nossos achados, um estudo avaliando amostras de AHA 

humanos evidenciou que, nestas amostras, ocorreu uma superexpressão das CPs 2 

e 5, demonstrando importância destas CP2 na patogênese da doença, visto que 

contribuem para a mobilidade dos trofozoítos e depressão do sistema imune.  Estudo 

evidenciou que a cepa ADO de E. dispar associada à S. typhimuriu aumentou in vitro 

a expressão de CP5 (OLIVEIRA et al., 2021), demonstrando mais uma vez que 

diferentes bactérias influenciam de maneiras diferentes os trofozoítos de E. dispar.  

As amebaporos são proteínas semelhantes à NK-lisina, capazes de formar 

poros na membrana de células do hospedeiro, correspondendo a um importante fator 

de virulência. Possuem três isoformas, A, B e C, sendo a APA a fração com maior 

atividade (LEIPPE, 1995). A E. dispar é capaz de produzir as mesmas isoformas de 

amebaporos, que também podem ser denominados de disparporos. Entretanto, as 
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amebaporos A e B da E. dispar possuem atividade 56% e 57% menor do que os 

amebaporos A e B da E. histolytica, respectivamente. Além disso, as isoformas 

possuem A, B e C possuem 95%, 91% e 88% de semelhança entre as espécies, 

respectivamente (NICKEL et al., 2001).  

Um estudo de virulência e patogenicidade utilizando a cepa mutante HM-

1:IMSS de E. histolytica, deficiente de APA, verificou que na ausência deste fator de 

virulência não havia o desenvolvimento de AHAs em hamsters, nem com inóculos 

contendo alta concentrações de trofozoítos (1 milhão de trofozoítos por fígado de 

hamster) (BUJANOVER et al., 2003).  Nossos resultados verificaram uma ausência 

de expressão de amebaporo A das cepas ACFN e ADO, em todos os grupos, com ou 

sem a associação à EPEC, nos experimentos in vitro e in vivo. Apesar disto, todos os 

grupos experimentais desenvolveram lesões amebianas típicas, o que nos leva a 

pensar que este fator de virulência não é um dos principais envolvidos na patogênese 

hepática pela E. dispar. Recentemente foi observado que a cepa HM1:MSS de E. 

histolytica em interação com a EPEC aumentou a expressão de APA  (FERNÁNDEZ-

LÓPEZ et al., 2019). As isoformas A das E. dispar e E. histolytica possuem 81% de 

semelhança na composição de aminoácidos (NICKEL et al., 2001), o que também 

pode explicar a diferença de comportamento biológico entre as espécies.  

DAS e colaboradores (1999) avaliaram a expressão das amebaporos entre a 

E. dispar e E. histolytica e não observaram a expressão da APC (DAS; DEBNATH; 

MUÑOZ, 1999). Em contrapartida, estudos identificaram a presença desta isoforma 

em culturas de trofozoítos de E. dispar (OLIVEIRA et al., 2021), assim como o nosso 

presente trabalho. Apesar disto, não houve diferença na expressão relativa da APC 

entre os grupos ACFN e ACFN-EPEC, e, ADO e ADO-EPEC. Logo, a EPEC não 

influenciou nem positivamente, nem negativamente a expressão deste fator de 

virulência. Estudo já realizado com diversas espécies de bactérias evidenciou que o 

APC é a isoforma menos eficaz na lise de bactérias E. coli (LEIPPE et al., 1994), o 

que corrobora com os achados de nosso trabalho. Além disso, a APC provoca 

despolarização de lipossomas mais rapidamente que as outras isoformas, e os canais 

inseridos da membrana bacteriana são menores, contribuindo para um menor efeito 

bactericida (LEIPPE et al., 1994). 

Os trofozoítos são capazes de fagocitar células, tais como bactérias e células 

do hospedeiro. Após a fagocitose de bactérias, elas são encontradas no citoplasma 
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de trofozoítos, cobertas de amebaporos e desintegradas (ANDRÄ; HERBST; LEIPPE, 

2003). As amebaporos são capazes de lisar bactérias gram-positivas e gram-

negativas, sendo a membrana plasmática o primeiro alvo. A lise é mais eficiente para 

as bactérias gram-positivas do que nas gram-negativas, provavelmente por estas 

últimas apresentarem composição química diferente, como o lipopolissacarídeo, ou 

baixo potencial de membrana (LEIPPE, 1999).  Estudo realizado com cepas de 

Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, E. coli K12 e E. coli K12 D31 evidenciou que 

as cepas de E. coli necessitavam de maior concentração de amebaporos para 

sofrerem lise, corroborando com os resultados já encontrados (ANDRÄ; HERBST; 

LEIPPE, 2003). Apesar disto, estudos já observaram que a E. coli é importante para 

o crescimento amebiano, pois fornece suporte nutricional para os trofozoítos 

(MENDOZA-MACÍAS et al., 2009).  

A comparação da expressão da lectina ligante de Gal/GalNAc, CP2 e da APC 

entre as cepas ACFN e ADO de E. dispar não nos mostrou diferenças significativas 

para nenhum dos fatores de virulência descritos anteriormente. Estudo realizado pelo 

nosso grupo já evidenciou claramente diferença na patogenicidade das cepas MCR, 

ACFN, ICS, ADO, e VEJ de E. dispar (DA SILVA et al., 2021). Certamente os fatores 

de virulência estão envolvidos na diferente capacidade de provocar lesões de cada 

uma destas cepas. Entretanto, fizemos a determinação da expressão relativa dos 

genes dos fatores de virulência lectina ligante de Gal/GalNAc, CP2, APA e APC em 

parênquima hepático de hamsters eutanasiados 3 dias após a infecção. Previamente, 

nosso grupo já havia identificado que ao terceiro dia de infecção hepática experimental 

em hamster, as cepas ACFN e ADO não apresentaram diferença significativa para 

área de necrose hepática desenvolvida (DA SILVA et al., 2021). Entretanto, a área de 

tecido de granulação da cepa ADO foi maior quando comparado à cepa ACFN, ao 

terceiro dia de infecção. Isto nos mostra que a cepa ADO já apresentava ao terceiro 

dia sinais de reparo tecidual. No oitavo dia após a infecção a área de necrose da cepa 

ACFN já era significativamente maior do que a cepa ADO (DA SILVA et al., 2021), o 

que nos leva a associar que, provavelmente, os fatores de virulência da cepa ACFN 

seriam mais expressos com maior tempo de infecção, e que esta diferença não foi 

observada no nosso estudo devido entre a infecção e a eutanásia especificados (3 

dias). 
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As cepas ACFN e ADO de E. dispar foram isoladas de indivíduos assintomático 

e portador de colite não disentérica, respectivamente. Previamente, a cinética 

realizada por nosso grupo evidenciou que a cepa isolada do indivíduo assintomático 

(ACFN) é substancialmente mais patogênica do que da isolada do indivíduo 

sintomático (ADO) (DA SILVA et al., 2021). Nosso estudo demonstrou que a cepa 

ACFN parece aumentar o seu potencial patogênico na presença da EPEC, o que foi 

observado durante a macroscopia, na observação de maiores áreas de AHA no grupo 

ACFN-EPEC, quando comparado ao ACFN. Para os hamsters inoculados com os 

grupos ADO e ADO-EPEC, não foram observadas diferenças macroscópicas no 

tamanho das lesões hepáticas, o que nos permite inferir que a EPEC não teria a 

mesma influência sobre esta cepa. Tal observação foi confirmada através da análise 

morfométrica da necrose hepática, onde observamos aumento da necrose hepática 

do grupo ACFN-EPEC em relação ao EPEC, e, nenhuma diferença da área de 

necrose do grupo ADO e ADO-EPEC. Vale ressaltar que não foram observadas 

alterações macroscópicas no fígado dos hamsters inoculados com os grupos Salina e 

EPEC, demonstrando que as lesões encontradas nos grupos ACFN, ACFN-EPEC, 

ADO e ADO-EPEC foram decorrentes da ação de trofozoítos. 

Diante da análise histopatológica, observamos a presença de zonas de necrose 

de liquefação, representada por material amorfo e acidofílico granuloso, e que às 

vezes apresentava pequenos depósitos basofílicos de calcificação. Tais zonas se 

apresentavam circunscritas por zona de debris celulares, com a presença de grande 

quantidade de núcleos em picnose, cariorrexe e cariólise. Foram encontrados 

inúmeros trofozoítos localizados em meio à zona de necrose. Nossos resultados estão 

de acordo com a literatura científica (COSTA et al., 2000; DA SILVA et al., 2021; 

FURST et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2021). Adicionalmente observamos que, além 

da diferença da área de necrose das cepas ACFN e ADO de E. dispar quando 

comparadas à EPEC, houve diferença entre o padrão inflamatório das cepas 

associadas. Os grupos ACFN, ACFN-EPEC, ADO e ADO-EPEC apresentaram de 

discreto à moderado infiltrado inflamatório misto composto principalmente por 

neutrófilos e macrófagos. O grupo ACFN-EPEC apresentou maior infiltrado 

inflamatório em relação ao grupo ACFN, e uma intensidade de parasitismo maior. Para 

grupo ADO e ADO-EPEC não foram observadas diferenças semi-quantitativas, nem 

no infiltrado inflamatório, nem na intensidade do parasitismo. Estudos evidenciaram 
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que após a inoculação intraportal de trofozoítos em fígado de hamsters, eles são vistos 

rapidamente nos sinusóides hepáticos e cercados por neutrófilos. Os trofozoítos são 

capazes de lisar as células inflamatórias, levando à liberação de mediadores 

inflamatórios, causando a morte de hepatócitos ao redor deles e dos mais distantes. 

(STANLEY; REED, 2001).  

Resultados controversos têm sido publicados à cerca do papel da imunidade 

na patogênese da amebíase. No AHA, o infiltrado inflamatório é discreto quando se 

compara à extensa zona de necrose (TSUTSUMI; MARTINEZ-PALOMO, 1988). 

Apesar disto, na depleção de neutrófilos, camundongos experimentalmente infectados 

apresentam AHAs maiores em relação aos não depletados (STANLEY; REED, 2001). 

Estudo avaliando a infecção hepática experimental de E. dispar e E. histolytica em 

camundongos tratados com dexametasona observou que os grupos 

imunossuprimidos de ambas as espécies apresentavam significativamente menor 

área de necrose e menor número de trofozoítos, o que sugere que a inflamação 

contribui para a multiplicação de trofozoítos (COSTA et al., 2011). Possivelmente, a 

inflamação parece estimular a transcrição dos fatores de virulência amebianos, 

levando à amplificação da lesão. Corroborando com os dados acima descritos, a 

EPEC aumentou a expressão da lectina ligante de Gal/GalNAc da cepa ACFN, 

importante fator de virulência que é capaz de lisar células alvo. Como consequência 

aumentou o recrutamento de células imunes, evidenciada pela análise histopatológica 

semi-quantitativa, e as zonas de debris celulares, o que nos permite inferir que houve 

um aumento da morte de células inflamatórias. A associação da EPEC à cepa ACFN 

pareceu contribuir com a multiplicação de trofozoítos no parênquima hepático. Além 

do efeito citolítico dos trofozoítos, a liberação dos mediadores inflamatórios parece 

contribuir também para a expansão do AHA. 

A infiltração e atividade de leucócitos em tecidos pode ser avaliada através da 

atividade das enzimas: mieloperoxidase (MPO), presentes nos grânulos dos 

neutrófilos; N-acetil-β-D-glucosaminidase (NAG), presente no citoplasma de 

macrófagos; e; eosinófilo peroxidase (EPO), presente nos grânulos dos eosinófilos 

(BAILEY, 1988; LANNA et al., 2020; NOGUEIRA et al., 2016).  Além da associação 

da EPEC às cepas ACFN e ADO de E. dispar levar à diferentes níveis de infiltrado 

inflamatório, também foi observada diferença no perfil de ativação de neutrófilos, 

macrófagos e eosinófilos. O grupo ACFN-EPEC aumentou as atividades de MPO, 
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NAG e EPO quando comparado ao grupo ACFN, enquanto o grupo ADO-EPEC 

diminuiu a atividade de NAG quando comparado ao grupo ADO.  Os neutrófilos são o 

tipo celular mais importante durante os estágios iniciais de infecção amebiana e, 

quando devidamente ativados, eliminam alguns trofozoítos através da ativação de 

mecanismos oxidativos e não oxidativos, tais como a formação de NETs (Neutrophil 

extracellular traps), degranulação celular, geração de radicais livres (O2−, H2O2, HOCl) 

e ativação de enzimas como a MPO e a NADPH-oxidase (CAMPOS-RODRÍGUEZ et 

al., 2016). A enzima MPO se liga à superfície dos trofozoítos e é capaz de realizar 

atividade amebicida utilizando do peróxido de hidrogênio produzido pelas próprias 

amebas. Além disso, leva a alterações da forma do trofozoíto, bem como alterações 

como intensa vacuolização citoplasmática, alterações nucleares e lise dos trofozoítos 

por ruptura da membrana plasmática (PACHECO-YÉPEZ et al., 2011). Durante o 

período inicial de 3-6 horas de infecção hepática pela E. histolytica, a quantidade de 

neutrófilos aumenta significativamente, mas, com a evolução do AHA, a expressão 

gênica e a atividade de MPO diminuem (CRUZ-BAQUERO et al., 2017). Outro fato 

importante é que, anticorpos anti-MPO são capazes de inibir a lise de trofozoítos, 

demonstrando que tal enzima tem um papel importante no combate da infecção 

(PACHECO-YÉPEZ et al., 2011).  

Nos estágios finais da amebíase invasiva, a MPO é ineficaz, pois os hepatócitos 

consomem grande quantia de oxigênio e criam um ambiente anaeróbio, com 

consequente ausência de peróxido de hidrogênio (CAMPOS-RODRÍGUEZ et al., 

2009). Acreditamos que o aumento da MPO do grupo ACFN-EPEC quando 

comparado ao grupo ACFN se deu por uma reação do hospedeiro frente ao aumento 

dos fatores de virulência lectina ligante de Gal/GalNAc e CP2, e, da intensidade do 

parasitismo. A correlação positiva entre a área de necrose e a atividade de MPO nos 

leva à hipótese de que a relação EPEC/ACFN parece contribuir para a resistência dos 

trofozoítos, mesmo com o aumento da resposta imune do hospedeiro. 

Outro fato importante é que, a MPO, ao terceiro dia de infecção, foi pouco 

expressa nos grupos Salina e EPEC, o que evidencia que a alta atividade de MPO no 

grupo ACFN-EPEC está relacionado com a simbiose entre as espécies, e não o efeito 

bactericida da enzima.  

A enzima NAG é expressa principalmente por macrófagos e, apesar da 

diferença da atividade das cepas ADO e ACFN associadas à EPEC, não mostrou 
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contribuir para o aumento do AHA. A enzima EPO é capaz de induzir a geração de 

espécies reativas de oxigênio e favorecer ações citotóxicas contra parasitos 

(ACHARYA; ACKERMAN, 2014). A atividade da EPO pareceu não contribuir para o 

aumento da lesão hepática diante da associação da EPEC com as cepas de E. dispar 

estudadas. De fato, os neutrófilos são a primeira linha de defesa frente a infecção 

amebiana e bacteriana (CAMPOS-RODRÍGUEZ et al., 2009, 2016; CRUZ-BAQUERO 

et al., 2017; PACHECO-YÉPEZ et al., 2011).  

Ainda assim, quando comparamos a atividade das enzimas entre os grupos 

ACFN e ADO, verificamos que o grupo ADO ao terceiro dia de infecção apresenta 

maior atividade de MPO e NAG do que o grupo ACFN, o que demonstra que a infecção 

pela cepa ACFN de E. dispar parece não ativar as células imunes, possibilitando a 

evasão do sistema imune pelos trofozoítos, de alguma maneira. Paralelamente 

podemos comparar com os resultados da cinética do AHA induzido 

experimentalmente por estas cepas, evidenciando maior mortalidade de hamsters 

infectados pelo grupo ACFN, demonstrando o seu maior poder de patogenicidade (DA 

SILVA et al., 2021). 

Coletivamente, nossos resultados reiteram a importância do sinergismo entre 

as diferentes espécies de patógenos. Os trofozoítos são capazes de fagocitar 

bactérias de várias famílias, tais como as da Lactobacilaceae, Clostridiaceae, 

Bifidobacteriaceae, Enterobacteriaceae, dentre outras (FERNÁNDEZ-LÓPEZ et al., 

2019; GALVÁN-MOROYOQUI et al., 2008; IYER et al., 2019). Ainda não sabemos 

como ocorrem tais interações, e nem sobre a especificidade delas. Ao parece, as 

interações se mostram mais complexas do se imagina. IYER e colaboradores (2019) 

observaram que as bactérias vivas da família Enterobacteriaceae contribuem para a 

E. histolytica sobreviver ao estresse oxidativo e colonizar o intestino humano (IYER et 

al., 2019). Provavelmente, a EPEC contribuiu para a cepa ACFN resistir ao estresse 

oxidativo no fígado dos hamsters infectados, mas não contribuiu da mesma forma para 

a cepa ADO.  

Foi sugerido que a infecção intestinal pelos protistas E. histolytica, Giardia 

duodenalis e Blastocystis hominis podem levar a mudanças no microbioma intestinal, 

com a presença de comunidades de bactérias diferentes. Análises do microbioma 

intestinal de pacientes infectados com a E. histolytica demonstraram aumento de 

bactérias do gênero Bifidobacterium e depleção de bactérias prevalentes, como 
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Bacterioides, Lactobacillus, entre outros. A diminuição das bactérias benéficas leva o 

indivíduo à um quadro de disbiose, o que pode favorecer a invasão do epitélio pelos 

trofozoítos (BURGESS et al., 2017; IYER et al., 2019; VERMA et al., 2012). 

Provavelmente, o microbioma intestinal dos pacientes das cepas ACFN e ADO de E. 

dispar são diferentes, o que pode explicar o comportamento biológico diferente de 

cada uma delas, conforme já elucidado em trabalhos do nosso grupo (DA SILVA et 

al., 2021; OLIVEIRA et al., 2021; SHIBAYAMA; et al., 2007). 

Estudos prévios demonstraram aumento da expressão de fatores de virulência, 

como a lectina ligante de Gal/GalNAc, as amebaporos e as cisteinas proteinases em 

cepas de E. histolytica e E dispar quando associadas a enterobactérias, como a 

Salmonella typhimurium, Shigella dysenteriae e Escherichia coli enteropatogênica 

(FERNÁNDEZ-LÓPEZ et al., 2019; GALVÁN-MOROYOQUI et al., 2008; OLIVEIRA et 

al., 2021). A maioria dos estudos envolvem apenas uma cepa de E histolytica ou E. 

dispar, o que é um fator limitante para o estudo do comportamento biológico. Diante 

dos nossos resultados, reforçamos que a interação entre microrganismos não ocorre 

somente a nível espécie-espécie, mas também cepa-espécie. Diferentes cepas de 

uma mesma espécie podem se comportar de maneiras diferentes em associação à 

diversos microrganismos.  
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7 CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Nosso estudo demonstrou que a interação da EPEC com as cepas ACFN e 

ADO de E. dispar influenciou a expressão gênica da lectina ligante de Gal/GalNAc e 

da cisteína proteinase 2, a atividade enzimática de MPO, NAG e EPO e, na 

capacidade de influenciar a intensidade das lesões hepáticas. O fígado dos hamsters 

inoculados somente com a EPEC não desenvolveu o abscesso hepático amebiano, 

evidenciando que o mesmo foi produzido somente pela ação de E. dispar. Além disso, 

nossos modelos de associação in vitro e in vivo demosntraram diferenças na 

expressão dos fatores de virulência, sugerindo que os mesmos poderiam estar 

envolvidos na patogênese das lesões hepáticas. 

Acreditamos que estas importantes descobertas ajudarão a elucidar os 

mecanismos de simbiose entre microrganismos, não somente a nível espécie-

espécie, mas em níveis mais complexos, como cepa-espécie. Além disso, poderão 

contribuir para elucidar os mecanismos de virulência e patogenicidade utilizados por 

E. dispar no provável desenvolvimento de doença no intestino e fígado de seres 

humanos e no desenvolvimento de lesões experimentais em associação a 

enterobactérias patogênicas. 
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