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RESUMO: A amebiase é considerada a segunda maior causa de morte por doencas
parasitarias no mundo. A Entamoeba dispar esta relacionada aos casos
assintomaticos, mas ja foi isolada de pacientes portadores de colite ndo-disentérica e
abscesso hepatico amebiano (AHA). Bactérias sdo capazes de potencializar a
viruléncia de cepas de E. dispar e, a Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) é
causa importante de diarreia. Nao ha estudos que avaliam a influéncia desta bactéria
sobre a viruléncia e patogenicidade das cepas de E. dispar. Foi objetivo deste trabalho
avaliar a influéncia da EPEC sobre a viruléncia 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 a
cultura de trofozoitos 1x10® UFCs de EPEC. Foi realizado o ensaio de eritrofagocitose
dos grupos ACFN e ACFN-EPEC. Foi realizado rt-gPCR para analise da expressao
génica dos fatores de viruléncia: lectina ligante de Galactose e N-acetil-d-
galactosamina (Gal/GalNAc), cisteina proteinase 2 (CP2), amebaporo A (APA) e
amebaporo C (APC) das cepas ACFN, ADO e VEJ, associadas ou ndo a EPEC. Para
cada grupo foram inoculados oito hamsters com as cepas ACFN e ADO, associadas
ou ndo a EPEC, cada um com 1x10° trofozoitos, no lobo esquerdo do figado. Os
hamsters foram eutanasiados e necropsiados no quarto dia apés a infeccao e o lobo
hepatico inoculado foi coletado para analise por rt-gPCR da expressao dos fatores de
viruléncia lectina ligante de Gal/GalNAc, CP2, APA e APC, determinacdo bioquimica
da atividade de mieloperoxidase (MPO), N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG) e
eosinofilos peroxidase (EPO) e, morfometria digital das lesdes. A interacdo da EPEC
a cepa ACFN nao foi capaz de aumentar a sua capacidade de eritrofagocitose, mas
aumentou in vitro e in vivo a expressao da lectina ligante de Gal/GalNAc e in vivo da
CP2, a area de necrose hepatica e a atividade de MPO, NAG e EPO. A interacdo da
EPEC a cepa ADO diminuiu a expressao de CP2 in vitro e ndo foi capaz de aumentar
a expressao da lectina ligante de Gal/GalNAc e da CP2 in vivo, bem como a area da
necrose e a atividade de MPO e EPO. Contudo, tal interacédo foi capaz de diminuir a
atividade de NAG. A interacdo da EPEC a cepa VEJ néo foi capaz de aumentar a
expressao da lectina ligante de Gal/GalNAc e da CP2 in vitro. APA nao foi expressa
em nenhuma das cepas avaliadas e ndo houve diferenca da expressao de APC entre
nenhum dos grupos. Nosso estudo demonstrou que a EPEC foi capaz de influenciar
de maneiras diferentes a viruléncia e patogenicidade de distintas cepas de E. dispar.



Palavras-chave: Entamoeba dispar. Abscesso hepatico amebiano. Viruléncia.

Patogenicidade. Escherichia coli enteropatogénica.



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-gQPCR 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-gPCR analysis of the expression of the virulence factors lectin-binding
Gal/GalNAc, CP2, APA and APC, biochemical determination of myeloperoxidase
activity (MPO), N-acetyl-B-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.
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1 INTRODUGAO E REVISAO DE LITERATURA

As doencas diarreicas sao a segunda principal causa de morte em criangas
menores de 5 anos, responsaveis por cerca 1,7 bilhdo de casos ao ano e 525.000
Obitos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). No Brasil, 80% das crian¢as
acometidas por essas doencas sdo menores de um ano. A regido Norte possui 0 maior
namero de casos e as doencas diarreicas ocupam o 8° lugar nas causas de
mortalidade infantil (FONTOURA et al., 2018).

A amebiase, doenca provocada pela Entamoeba histolytica (E. histolytica), € a
mais grave provocada por protozoario que atinge o intestino. A E. histolytica &
responsavel pelo desenvolvimento de duas importantes sindromes clinicas: a colite
amebiana e o abscesso hepatico amebiano (AHA) (STANLEY, 2003). Além de ser
uma doenca de ampla distribuicdo geografica, a amebiase apresenta alta incidéncia
e capacidade de desenvolver quadros graves e fatais. A doenca continua sendo
considerada um problema de salude publica em paises em desenvolvimento
(HUSTON, 2004).

A E. histolytica foi descrita por Losh hd mais de 130 anos (1875, citado por
Jackson, 1998). Entretanto, so foi reconhecida como espécie em 1903, por Schaudinn
(1903, citado por Clark, 1998). Em 1925, para explicar a alta prevaléncia de individuos
assintomaticos, Brumpt propos a teoria dualista, onde reconhecia a existéncia de duas
espécies de mesma morfologia, entretanto de aspectos biolégicos diferentes
(BRUMPT, 1925). A E. histolytica foi considerada como a Unica capaz de invadir o
epitélio intestinal humano e também de se disseminar para outros locais, provocando
a amebiase extra-intestinal. A espécie foi segregada em dois grupos distintos, E.
histolytica patogénica e nao-patogénica, com base na avaliacdo do perfil de
isoenzimas e dos sinais clinicos dos pacientes ao qual foram isoladas (SARGEAUNT;
WILLIAMS; GRENE, 1978). Posteriormente, analises génicas dos dois grupos
clinicamente distintos demonstraram a existéncia de duas espécies, comprovando
entdo a teoria dualista de Brumpt (DIAMOND; CLARK, 1993). A espécie relacionada
aos casos assintomaticos foi denominada de Entamoeba dispar (E. dispar) e so6 foi
reconhecida pela Organizacdo Pan Americana de Saude (OPAS) em 1997, apés
analises de isoenzimas, utilizacdo de anticorpos monoclonais e das diferencas
geneéticas encontradas (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 1997).
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Apesar de ser considerada uma espécie ndo invasiva, a E. dispar ja foi isolada
de pacientes que apresentavam colite ndo disentérica (COSTA et al.,, 2000) e
sequéncias do seu DNA foram detectadas por técnicas de biologia molecular em
amostras de pacientes portadores do AHA (XIMENEZ et al., 2010). Além disso, alguns
estudos também mostram que esta espécie também poderia ser capaz de produzir
amebiase sintomatica humana, tanto no intestino grosso (GRAFFEO et al., 2014),
como no figado (XIMENEZ et al., 2010). A E. dispar foi isolada de pacientes com
abscesso hepatico misto (amebiano e piogénico), amebiano (Juntamente com a E.
histolytica) e piogénico. Além disso foi observado em amostras de abscessos
hepaticos e de cepas de E. dispar uma grande variabilidade genética, sugerindo
possiveis recombinacdes, diferenciagdes génicas ou até mesmo selecao diferencial
para a espécie (XIMENEZ et al., 2010).

Os principais produtos amebianos relacionados com a viruléncia da E.
histolytica e E. dispar sdo: a lectina ligante de galactose e N-acetil-D-galactosamina
(Gal/GalNAc) (STANLEY, 2003), as amebaporos (proteinas geradoras de poros)
(LEIPPE, 1995) e as enzimas cisteina proteinases (QUE; REED, 1997). Os fatores de
viruléncia contribuem para a sobrevivéncia da espécie em seu hospedeiro e para o

desenvolvimento de lesdes, por possibilitarem a invaséo tecidual.

1.1QUADRO CLINICO DA AMEBIASE

Muitos individuos infectados sdo assintomaticos e pode haver cura espontanea
sem 0 aparecimento dos sinais clinicos da amebiase. De 4 a 10% dos pacientes
desenvolvem sintomatologia apds um ano de infec¢do. Os principais sinais e sintomas
da colite amebiana sé&o: diarreia sanguinolenta profusa, dor abdominal generalizada,
leucocitose e febre (STANLEY, 2003). As caracteristicas clinicas da colite amebiana
podem se assemelhar as da doenca inflamatéria intestinal, entretanto, exames de
colonoscopia acompanhado de biopsia sao uteis ao diagnostico, pois se observam as
Ulceras de formato irregular e erosdes eritematosas (YUE et al., 2021). Em quadros
mais graves, o individuo pode apresentar ileo paralitico, perfuracédo intestinal ou até
mesmo amebomas, que sdo massas anulares de tecido de granulagcdo que se
desenvolvem no ceco ou colon e que se assemelham a uma neoplasia (STANLEY,
2003).
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O quadro clinico de pacientes portadores do AHA consiste em anorexia, perda
de peso, dor no quadrante superior direito, febre e sensibilidade hepatica substancial
(STANLEY, 2003). Em casos mais graves pode haver ruptura do AHA,
desenvolvimento de fistula broncopulmonar e distirbios hemodindmicos, como
edema e ascite (ALAM et al., 2014). A ictericia € um achado incomum. Dentre os
achados laboratoriais mais comuns, destaca-se a leucocitose, discreta anemia,
elevacdo das enzimas hepéticas fosfatases e aumento do volume de
hemossedimentacéo (STANLEY, 2003).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

Os dados epidemioldgicos da amebiase permanecem obscuros devido a falhas
diagndsticas, como a distingédo entre as espécies do género Entamoeba e também na
diferenciacdo das cepas patogénicas e nao patogénicas da E. histolytica (OTHMAN
et al., 2020). A doenca acomete cerca de 50 milhdes de pessoas ao ano em todo
mundo, com Obito de aproximadamente 100 mil delas (PAN AMERICAN HEALTH
ORGANIZATION, 1997). Os continentes e paises altamente endémicos pela E.
histolytica incluem a Africa, india e Bangladesh, Sudeste Asiatico, Américas e Egito,
com maior morbidade e mortalidade nas Américas Central e do Sul, Africa e india. As
espécies de Entamoeba sédo mais prevalentes em areas rurais com baixas condi¢cdes
socioeconbmicas e saneamento basico, ao passo que para as areas rurais a alta
prevaléncia se da pela falta das praticas de higiene pessoal (OTHMAN et al., 2020).
Os avancos das técnicas moleculares permitiram identificacbes mais fidedignas para
as espécies do género Entamoeba. Foi identificado que as cepas patogénicas da E.
histolytica sdo menos prevalentes que as ndo-patogénicas, sendo responsaveis por 1
caso sintomatico para cada 5 casos de infeccéo por E. histolytica (XIMENEZ et al.,
2009).

Além da E. histolytica, outras espécies do género sao encontradas no limen
intestinal: E. dispar, E. moshkovskii, E. coli, E. hartmanni, E. polecki e E. bangladeshi.
Recentemente, estudo realizado com a selecdo de 110 trabalhos de 47 paises para
calcular a epidemiologia molecular do género Entamoeba evidenciou prevaléncia
global da infecgcdo humana pelo género de 3,55%, variando de 1,72% na Oceania a
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 prevaléncia de amostras positivas para DNA e/ou presenca de
parasitos do género Entamoeba sp. é de 22%, sendo o estado com maior prevaléncia
a Paraiba (72%), seguido pelo Distrito Federal (53%) e Ronddnia (50%). Ainda em
relacdo a prevaléncia dentro do género Entamoeba, a E. dispar apresenta maior indice
que a E. histolytica, com porcentagens de 7,9% e 3,1%, respectivamente. Em
pacientes imunodeficientes a prevaléncia foi de 18%, com o cancer representando a
maior causa de imunossupressao (36%) (DOS SANTOS ZANETTI et al., 2021). A
regido Norte apresenta a maior prevaléncia de E. dispar, com 18,5%, seguido das
regides Nordeste, 13%, e Sudeste, 1,4%. Em comparacdo a E. histolytica, a E. dispar
€ mais prevalente no territério brasileiro, com excecao da regido Norte, onde a
prevaléncia da E. histolytica chega a 28,9%. Na regido Sudeste, os estados mais
prevalentes para E. dispar sdo Minas Gerais e Rio de Janeiro, respectivamente (DOS
SANTOS ZANETTI et al., 2021). Na regido de Belo Horizonte, estudo parasitolégico
envolvendo laboratérios da rede publica e privada evidenciou uma prevaléncia da
infeccdo por E. histolytica/E. dispar de 0,6%. Ap0Os a analise da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) das amostras positivas para E. histolytica/ E. dispar, observou-se
gue 86,1% destas amostras se tratava da E. dispar (COSTA et al., 2018).

A amebiase extra-intestinal acomete menos de 1% dos pacientes com
amebiase invasiva, sendo o AHA a principal manifestacédo clinica. 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
criancas (HAQUE et al., 2003), e os individuos entre os 40-50 anos sdo 0s mais
acometidos (SALLES; MORAES; SALLES, 2003). Estudos evidenciam que a
mortalidade pelo AHA podia chegar a 15%, mas com o diagndstico e tratamento
precoces, ataxa caiu para 1-3% (STANLEY, 2003). Embora os dados epidemiolégicos
do AHA sejam subestimados, sabe-se que a incidéncia varia entre as regides do pais,
sendo incomum no Sul e mais prevalente na regido Norte (SALLES; MORAES;
SALLES, 2003).
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1.3 CICLO BIOLOGICO E PATOGENESE

A infecc@o se inicia através da ingestdo de 4gua ou alimentos contaminados
com cistos tetranucleados. Os cistos sdo redondos e possuem uma parede resistente
que os protegem de condi¢cdes desfavoraveis, como o pH acido do estdmago
(OTHMAN et al., 2020). O processo de excistamento ocorre no limen do intestino
delgado e d& origem a trofozoitos, que se multiplicam por divisdo binaria. Os
trofozoitos séo estruturas moveis, emitem pseudopodes e utilizam a lectina ligante de
Gal/GalNAc para se conectarem a camada de mucina e colonizar o intestino grosso.
Os trofozoitos séo incapazes de sobreviver fora do hospedeiro e utilizam a lectina
ligante de Gal/GalNAC para se encistar, e 0s cistos produzidos sdo excretados nas
fezes, perpetuando o ciclo bioldgico pela via fecal-oral (Figura 1) (HAQUE et al., 2003;
OTHMAN et al., 2020).

Contudo, a ligagéo dos trofozoitos & mucosa intestinal através da lectina de
Gal/GalNAc é capaz de levar a atividade amebicida, provocando a morte das células
epiteliais e leucacitos (principalmente neutréfilos e linfocitos), dando inicio a formacéo
de ulceras, principal achado histopatolégico da colite amebiana. Esta forma clinica da
amebiase é representada por espessamento da mucosa por inflamacao e edema, e,
multiplos focos de necrose (Ulceras), podendo ocorrer perfuracdo intestinal
(STANLEY, 2003). A secrecao das amebaporos também contribuem para a atividade
amebicida. Os trofozoitos podem se movimentar de forma lateral na submucosa,
originando a classica ulcera em formato de “botdo de camisa” ou “frasco”. (HAQUE
et al., 2003).

ApOGs a invasao epitelial pelos trofozoitos ocorre a ativacdo imunitaria, e o
processo inflamatoério agudo recruta neutrofilos, macréfagos, eosindfilos e linfocitos,
gue também contribuem para o dano tecidual, através da liberacdo em excesso dos
seus produtos téxicos. A infeccdo amebiana pode se cronificar, pois os trofozoitos sédo
capazes de evadir do sistema imune de diversas maneiras, como o impedimento da
formacao do complexo C5b-C9 do complemento, degradacéo das anafilotoxinas C3a
e Cbha, degradacao das imunoglobulinas IgA e IgG, supresséo da explosao respiratoria
dos macrofagos e da apresentacao de antigenos (HAQUE et al., 2003).

A amebiase extra-intestinal é caracterizada pela presenca de trofozoitos em
outros O0rgdos que ndo o intestino, e € desenvolvida a partir da disseminacdo dos

mesmos pela via hematogénica, sendo o principal sitio acometido o figado.
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(STANLEY, 2003). De fato, a penetracéo e o deslocamento dos trofozoitos nos tecidos
humanos sdo dependentes dos fatores de viruléncia dos trofozoitos, como a lectina
ligante de Gal/GalNAc, cisteina proteinases e as amebaporos (HAQUE et al., 2003;
LEIPPE, 1995; QUE; REED, 1997; STANLEY, 2003).

Ingestdo
de cistos
maduros

’_Q Estagio infectivo

d Estagio diagndstico

— ganom
A Colonizagio ndo invasiva
B Doenca intestinal

presente nas fezes

o Trofozoitos 4
9] £ Y j‘ Saida do
4’ : * Multiplicacéo \ hospedeiro
Execistamento Bfozo&o \‘ @* % ,‘ 3 ‘
e Cis‘tos d

Aumento maior

Figura 1: Ciclo bioldgico da Entamoeba sp. Adaptado de: CENTER OF DISEASE CONTROL AND
PREVENTION (2019).

1.4 FATORES DE VIRULENCIA

Além dos fatores de viruléncia j& mencionados, os trofozoitos sdo capazes de
secretar lipofosfoglicanos, lipofosfopeptieoglicanos e fosfatases acidas, que estédo
relacionadas ao desenvolvimento de lesbes (AGUIRRE-GARCIA; ANAYA-RUIZ;
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TALAMAS-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 trofozoitos para a aderéncia ao muco, resultando na colonizac¢do do
cOlon. Além disso, a lectina também participa do processo de encistamento,
responsavel pela formacéo de cistos e consequente perpetuacao da espécie (HAQUE
et al., 2003). A adicéo de solucdes de galactose e N-acetil-D-Galactosamina a culturas
de trofozoitos € capaz de inibir em 90% a aderéncia dos mesmos a camada de
mucina, reforgando 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 proteina de
150KDa (lgl). 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 relacéo a E. histolytica (MANN, 2002).

A lectina é capaz de externalizar a molécula de fosfatidilserina das hemacias,
sendo reconhecidas e fagocitadas pelos trofozoitos. A E. dispar, quando comparada
a E. histolytica, possui capacidade substancialmente menor de fagocitar eritrécitos,
provavelmente devido a menor expressao e a diferencas na estrutura de suas lectinas.
A eritrofagocitose € uma forma de avaliar a viruléncia das cepas, visto que séo
visualizados em pacientes portadores de abscesso hepéatico amebiano e colite
amebiana inUmeros trofozoitos com hemécias internalizadas (BOETTNER et al.,
2005).

A lectina ligante de Gal/GalNAc tem papel citotoxico: durante a interacdo dos
trofozoitos com as células do hospedeiro ocorre a transferéncia da lectina para estas
células, precedendo a morte delas. A lectina & observada na superficie lateral de
células epiteliais do hospedeiro cinco minutos apos a interacao dos trofozoitos da E.
histolytica (PETRI; HAQUE; MANN, 2002). Estudo identificou através de
imunomarcacao a lectina ligante de Gal/GalNAc em trofozoitos, hepatdcitos, células
sinusoidais e inflamatorias. As células imunomarcadas com a lectina apresentavam

sinais de dano celular (PACHECO, 2004). Além disso, a lectina induz o aumento das



26

espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, 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 evasao do sistema imune pelos
trofozoitos, pois possui homologia com a molécula CD59 humana, inativando o
complexo C5b-C9 de ataque a membrana, impedindo a morte amebiana (HAQUE et
al., 2003; PETRI; HAQUE; MANN, 2002).

1.4.2 Lipofosfoglicanos e Lipofosfopeptideoglicanos

Tais moléculas estédo presentes na superficie dos trofozoitos e provavelmente
contribuem para evaséo do sistema imune, pela inativacdo do complemento, e para a
citotoxicidade amebiana. Os peptideos ancorados via glicosilfosfatidilinusitol (GPI),
lipofosfoglicanos (LPG) e lipofosfopeptideoglicanos (LPPG) séao proteofosfoglicanos e
cepas de E. dispar e E. histolytica (patogénicas e ndo patogénicas) apresentam
diferencas estruturais em tais moléculas, apresentando quantidades diferentes de
aminoacidos em suas composices. Além disso, os glicoconjugados da E. dispar sédo
semelhantes aos identificados nas cepas de E. histolytica ndo-patogénica. Os LPPGs
estdo presentes em ambas as espécies, ao passo que os LPGs somente séo
expressos na E. histolytica (MOODY et al., 1997b; PRASAD et al., 1992).

Os LPGs séo importantes fatores de viruléncia de cepas de Leishmania sp., e
tais moléculas sdo semelhantes estruturalmente as encontradas nas E. dispar e E.
histolytica. Alguns epitopos dos LPGs sdo imunogénicos em humanos e, ao que
parece a microbiota pode ser capaz de modificar tais estruturas, levando ao nao
reconhecimento destes epitopos pelos anticorpos (PRASAD et al., 1992).

Os LPPGs possuem acao semelhante ao antigeno VSG (Variant surface
glycoprotein) do parasito Trypanossoma brucei, pois se inserem na membrana via
GPI. Alem disso, os trofozoitos transferem o LPPG para o lado apical das células
epiteliais, o que contribui para a colonizacdo do intestino grosso. A capacidade de
ligacdo da E. histolytica e E. dispar as células epiteliais via LPPG foi avaliada e a E.
dispar ndo foi capaz de se ligar aos enterdcitos, por ndo ultrapassar a camada de
mucina (LAUWAET et al., 2004). Os LPPGs sao considerados Padrdes Moleculares
Associados a Patogenos (PAMPSs), reconhecidos por receptores do tipo Toll-like 2 e

4, o que leva a liberagéo de citocinas de macréfagos e células dendriticas. Além disso,
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o LPPG ativa células natural-killer, que contribui para a limitacdo no desenvolvimento
do AHA, contribuindo esclarecer o porqué a grande maioria dos individuos infectados
por E. histolytica ndo desenvolvem a forma extra-intestinal da doenca (WONG-BAEZA
et al., 2010).

A LPPG esta relacionada com a protecdo dos trofozoitos a acdo do
complemento, pois cria uma camada impermeavel a estas moléculas, impedindo a
ligacdo das proteinas a superficie amebiana. Estudos demonstraram que o0s
trofozoitos de E. dispar sensiveis a acdo do complemento possuem uma estrutura de
glicocalice contendo LPPG muito mais delgada, evidenciando que tal molécula
também contribui para a evasdo do sistema imune (NAKADA-TSUKUI; NOZAKI,
2016).

1.4.3 Amebaporos

As amebaporos sdo proteinas formadoras de poros de 4-5 Kda, com estrutura
a-helicoidal. Purificag6es dos granulos citoplasmaticos de trofozoitos demonstraram a
existéncia de trés isoformas: A, B e C. A comparacao entre as isoformas demonstra
similaridades estruturais, principalmente na localizacdo dos residuos de cisteina.
Apesar disso, também sdo encontradas diferencas substanciais: as amebaporos
possuem funcdes semelhantes, entretanto a amebaporo C (APC) exerce efeito
antibactericida menor. A APC é capaz de inserir na membrana com maior eficacia,
provavelmente por seu terminal C ser mais hidrofébico, mas os poros formados
apresentam um menor tamanho (LEIPPE et al., 1994). As amebaporos sao
semelhantes do ponto de vista estrutural e funcional a um polipeptidio produzido por
células natural killer e linfécitos T CD8*, a NK-lisina, porém, as amebaporos
apresentam atividade de formacdo de poros cinco vezes maior, pois sdo estruturas
mais hidrofébicas (BRUHN et al., 2003).

Isolados de cepas né&o-patogénicas de E. histolytica possuem menor
concentracdo de amebaporos. Analises genéticas evidenciaram 95% de similaridade
para a estrutura primaria das amebaporos das cepas de E. histolytica ndo-patogénicas
em comparagdo com as patogénicas. A estrutura secundaria pareceu também ser
muito semelhante. Todavia, a atividade especifica da proteina na cepa n&o-
patogénica foi 60% menor, e analises proteébmicas posteriores evidenciaram quatro
substituicdes de aminoacidos na estrutura (LEIPPE; MULLER-EBERHARD, 1994).
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A funcédo principal das amebaporos € degradar as bactérias fagocitadas pelos
trofozoitos, a fim de evitar o crescimento das mesmas no vacuolo digestivo (LEIPPE;
MULLER-EBERHARD, 1994). Os amebaporos também s&o capazes de provocar lise
celular de células do hospedeiro, entretanto possuem baixa atividade hemolitica,
provavelmente pela auséncia de moléculas carregadas negativamente na membrana
plasmatica (LEIPPE; ANDRA; MULLER-EBERHARD, 1994).

A E. dispar € 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 eficiéncia frente a interacdo ao Bacillus megaterium, demonstrando entdo maior
atividade bactericida (NICKEL et al., 2001).

1.4.4 Cisteina proteinases

As cisteina proteinases (CPs) sdo proteinases extracelulares, importantes
fatores de viruléncia para a patogénese da amebiase. As CPs desempenham papel
fundamental na invasao tecidual pelos trofozoitos, pois degradam a camada de muco
e moléculas como laminina, fibronectina e colageno do tipo IV, principal componente
das membranas basais. Além disso, as CPs apresentam efeito citopatico, sendo
capazes de contribuir para a destruicdo 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 trofozoitos da opsonizacdo (HAQUE et al., 2003; QUE; REED,
1997, 2000; REED et al., 1995).

As CPs sao produtos da traducdo 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 séo
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 € da CP5, onde a inibicdo da mesma reduz substancialmente
a atividade proteolitica da enzima e os trofozoitos deficientes ndo 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 trofozoitos em 50%, o0 que sugere
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também a participacdo destas enzimas para o aporte nutricional das amebas. O
bloqueio em culturas de outros parasitos também é capaz de levar a alteracdes
importantes, como o0 impedimento da transformacdo de epimastigotas em
tripomastigotas e de amastigotas em tripomastigotas de Trypanosoma cruzi (T. cruzi)
e, 0 bloqueio da invasdo as 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 diminuicdo do numero de cistos quando comparado aos
controles (sem bloqueio das CPs). Tal fato parece ser secundario a diminuicdo da
divisdo celular dos trofozoitos. Além disso, o bloqueio da CPs foi capaz de diminuir a
transmissao, demonstrando que as enzimas sdo essenciais para a sobrevivéncia da
espécie (QUE; REED, 2000).

1.4.5 Fosfatase acida de membrana e fosfatase acida secretada

As fosfatases de membrana (MAP) e as fosfatases acida secretadas (SAP) séo
enzimas da familia das proteinas tirosinas fosfatases (PTPases) e funcionam
juntamente com as tirosinas quinases para modular a fosforilacdo da tirosina que esta
envolvida no processo de transducéo de sinais. (AGUIRRE-GARCIA; ANAYA-RUIZ;
TALAMAS-ROHANA, 2003). Estas MAPs e SAPs s&o enzimas que possuem Otima
atividade em pH &cido, por isso recebem este nome. Nos tripanossomatideos, o pH
acido e a localizagao superficial das enzimas MAPs contribuem para adaptacdo do
parasita no meio intracelular ou no fagossomo, auxiliando o parasito a escapar do
sistema imune (GOMES; LOPES; MEYER-FERNANDES, 2011). As MAPs séo
secretadas por ambas as espécies, ao passo que as cepas de E. dispar ndo secretam
as SAPs. A sinalizacdo € um mecanismo importante para a conformacdo do
citoesqueleto, e, as PTPases ligadas a membrana da E. histolytica sdo capazes de
provocar a ruptura dos filamentos de actina no citoesqueleto de células HelLa. Diante
do exposto, a dissociagdo dos microfilamentos de actina impossibilita células do
sistema imune, como macrofagos, de emitir pseudopodes para realizar fagocitose.
Esta acdo contribui para a resisténcia do parasita diante do sistema imune do
hospedeiro (AGUIRRE-GARCIA; ANAYA-RUIZ; TALAMAS-ROHANA, 2003). Além
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disso, a comparacédo da atividade da ectofosfatase MAP de trofozoitos da ameba de
vida livre Entamoeba moshkovskii com trofozoitos da E. histolytica patogénica
demonstrou que a espécie patogénica apresenta atividade muito maior quando
comparada a outra espécie. Entdo, as MAPs parecem ser fatores de viruléncia
importantes para o desenvolvimento da amebiase invasiva (DE SA PINHEIRO et al.,
2007).

As PTPases sdo importantes para a interacdo entre parasitos e células do
hospedeiro, pois os sitios cataliticos estdo voltados para o meio extracelular. Tais
enzimas ja foram descritas em diversos protozoarios, 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 primaria do hospedeiro contra a infec¢é@o por trofozoitos é a barreira
epitelial coldnica, constituida de trés porcbes: uma camada de células epiteliais ao
topo da lamina prépria, a camada de muco intermediaria 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 0
outro mais superficial e frouxo, colonizado por microrganismos comensais. Quando os
trofozoitos chegam ao intestino grosso, eles sdo reconhecidos pelas células
residentes e, para evitar 0 contato do parasito com o0s enterdcitos, as células
caliciformes hiperplasiam e hipertrofiam, levando ao aumento da secre¢éo de muco.
Para que E. histolytica/dispar invadam o tecido e provoguem leséo, os trofozoitos
necessitam superar a camada de muco (LEON-CORIA; KUMAR; CHADEE, 2020).
Apds o reconhecimento da lectina ligante de Gal/GalNAc ocorre a producdo e
secrecdo da imunoglobulina A (IgA) na mucosa intestinal (HAQUE et al., 2003). As
IgAs sdo capazes de inibir in vitro a adesdo de trofozoitos de E. histolytica as
monocamadas de células epiteliais. Logo, a resposta imune secretora se mostra
importante para a protecao epitelial contra a amebiase (CARRERO et al., 2007). Além
disso, a presenca de IgA especifico contra a lectina ligante de Gal/GalNAc se
correlaciona com a reducéo da taxa de reinfeccéo pela E. histolytica e, pacientes pos-
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AHA mantiveram a memoéria imunoldgica e apresentaram maior responsividade
imunolégica (NAKADA-TSUKUI; NOZAKI, 2016).

Os trofozoitos se ligam a camada de muco através da lectina ligante de
Gal/GalNac e secretam as cisteinas proteinases que séo capazes de degradar a
mucina, laminina, fibronectina e colageno do tipo I, permitindo a superacao da camada
de muco e a mobilidade na parede intestinal (HAQUE et al., 2003; QUE; REED, 1997,
2000). Além de contribuir para invasao e mobilidade tecidual, as CPs podem amplificar
a inflamacao por induzir a sintese de Interleucina 1B (IL-1B), pois imitam a enzima
conversora de IL-1, ativando o seu precursor (STANLEY, 2003).

Assim que os trofozoitos 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 secrec¢éo das interleucinas 13, 6,
8, 12 (IL-1B, IL-6, IL-8 e IL-12), interferon-gamma (IFNy), fator de necrose tumoral alfa
(TNFa) e também cicloxigenase-2 (COX-2), com posterior recrutamento de neutrofilos
e macrdéfagos para o local da infeccdo (NAKADA-TSUKUI; NOZAKI, 2016; STANLEY,
2003). Um dos métodos utilizados para medir a infiltrac@o leucocitaria precoce em um
tecido € através da dosagem das enzimas mieloperoxidase (MPO), N-acetil-B-D-
glucosaminidase (NAG) e eosindfilo peroxidase (EPO), respectivamente para
neutroéfilos, macrofagos e eosindfilos (BAILEY, 1988; LANNA et al., 2020; NOGUEIRA
et al., 2016). A enzima MPO se liga a superficie dos trofozoitos e é capaz de realizar
atividade amebicida utilizando do peréxido de hidrogénio produzido pelas préprias
amebas (PACHECO-YEPEZ et al., 2011).

Estudos in vitro verificaram que os neutrofilos e macréfagos ativados pelo IFNy
desempenham atividade amebicida, contribuindo para a erradicagdo da infecgdo. Em
modelos in vivo, quando o parénquima apresentava pouca quantidade de macréfagos,
os neutrdfilos se encontravam de forma abundante, demonstrando importancia no
papel amebicida desempenhado por eles. Tanto os macrofagos quanto os neutrdfilos
produzem espécies reativas de oxigénio e oxido nitrico, através de NADPH oxidase e
da Oxido nitrico sintetase induzivel (iNOS), respectivamente, importante para a morte
de trofozoitos (NAKADA-TSUKUI; NOZAKI, 2016).

Estudos in vitro e in vivo demonstraram que a infeccdo amebiana é capaz de
induzir a producéo de citocinas: a) Thl, tais como a IL-1, IL-2, TNFa e IFNy; b) Th2,
tais como a IL-4 e IL-10; e; ¢) Thl7, pela secregéao da IL-17a (DELOER et al., 2017;
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IVORY; CHADEE, 2007; SILVA OLIVEIRA et al., 2021; TALAMAS-ROHANA et al.,
1995). Estudos experimentais demonstraram que o IFNy esta associado a um papel
protetor, contribuindo para a eliminac¢éo dos trofozoitos da mucosa intestinal, ao passo
que a IL-4 se mostrou responsavel pela cronicidade da doenca (GUO; STROUP;
HOUPT, 2008). Além disso, a IL-17, pré-condicionada pela vacinacdo experimental
ou modulacdo da microbiota intestinal, mostrou contribuir para a persisténcia do
parasito e modulagdo da resposta imune, através da reducdo da razdo IFNy/IL-4
(DELOER et al., 2017).

1.6 ABSCESSO HEPATICO AMEBIANO (AHA)

Com o auxilio dos fatores de viruléncia amebianos, tais como a lectina ligante
de Gal/GalNAc, as cisteina proteinases e as amebaporos, os trofozoitos chegam a
submucosa intestinal e atingem a via hematogénica, se disseminando para outros
orgaos, sendo o figado o principal érgdao acometido (HAQUE et al., 2003). Varios
fatores estao relacionados a predisposicao ao desenvolvimento do AHA, como fatores
inerentes ao parasito, fatores intrinsecos e extrinsecos do hospedeiro, como a
genética, o género e o estado nutricional, bem como condi¢cdes de saneamento basico
inadequado (DUGGAL et al., 2004; SALLES; MORAES; SALLES, 2003). Estudos
identificaram que alguns individuos possuem um alelo de MHC Classe Il (DQB1*0601)
que os protegem contra a forma invasiva da amebiase, pois alteram a apresentacdo
de antigeno para os linfocitos T auxiliares (TCD4+) (DUGGAL et al., 2004). Estudo
experimental revelou através da gonadectomia de hamsters uma reducdo da inducéo
do AHA de 50% em machos e 15% em fémeas, com diminuicdo do infiltrado
inflamatorio. Além disso, notou-se que houve repolarizacdo da resposta imune de Thl
para Th2 e Th3 nos hamsters gonadectomizados, o que explica a diminuicdo do
infiltrado inflamatério (CERVANTES-REBOLLEDO et al., 2009).

O AHA geralmente € Unico e situa-se principalmente no lobo direito do figado,
contiguamente a capsula do 6rgéo, possui tamanho variavel e em alguns casos chega
a ocupar mais de 80% da superficie do érgdo. O lobo hepatico direito é o que recebe
a maior parte da drenagem venosa do célon (regido mais acometida pelos trofozoitos),
explicando a maior prevaléncia de abscessos amebianos nesta regido. As lesdes no
lobo esquerdo sé&o menos comuns, e, em casos mais graves, pode ocorrer a formacgao
de multiplas lesbes amebianas no 6rgao (SALLES; MORAES; SALLES, 2003). O



33

modelo que melhor mimetiza o AHA que ocorre no homem € o uso do hamster sirio
(Mesocricetus auratus) como modelo experimental (SANTI-ROCCA; RIGOTHIER;
GUILLEN, 2009). O AHA é caracterizado por uma zona central de necrose liquefativa,
circunscrita por area rica em debris celulares, trofozoitos e escasso infiltrado
inflamatorio misto. Também apds a inducdo experimental do abscesso hepatico
amebiano por cepas de E. dispar, verifica-se a presenca de um infiltrado inflamatorio
misto, composto por neutréfilos, macréfagos, eosindfilos e linfocitos (DA SILVA et al.,
2021). Trés horas apoés a inoculacéo intraportal de trofozoitos ja se observa grande
namero de focos inflamatorios, onde, neutréfilos e posteriormente macrofagos
circundam os parasitos, na tentativa da eliminacdo dos mesmos. Apds doze horas de
infeccdo ja ndo se observam mais trofozoitos na maioria dos focos inflamatorios, pois
as células imunes ali presentes foram capazes de elimind-los. Entretanto, os
trofozoitos sobreviventes sdo capazes de se multiplicar e os focos inflamatorios se
desenvolvem em abscessos e, como se movimentam, se disseminam pelo
parénquima e formam multiplos focos inflamatérios e/ou necroticos. A partir do terceiro
dia de infeccéo ocorre coalescéncia dos microabscessos e a formacdo de uma grande
zona de necrose liquefativa, assim como observado em humanos. Além de possuir
atividade citolitica através dos fatores de viruléncia, os trofozoitos também induzem a
apoptose de células inflamatérias, endoteliais e hepatocitos, contribuindo para a
expansdo da lesdo (SANTI-ROCCA; RIGOTHIER; GUILLEN, 2009).

Diante da observacéao de sequéncias de DNA da E. dispar, espécie considerada
nao invasiva, em AHASs, algumas hipéteses foram criadas para explicar a presenca
desta espécie no figado: a) Co-infeccéo intestinal por E. histolytica e E. dispar. Os
trofozoitos da E. histolytica seriam responsaveis por provocar a ulceracao do epitélio
e permitir a invasdo por ambas as espécies, permitindo que os trofozoitos da E. dispar
atinjam a via hematogénica e se disseminem para o figado. b) A E. dispar, assim como
a E. histolytica, seria capaz de provocar leséo no intestino e figado de seres humanos.
Assim, ambas as espécies seriam capazes de migrar para o figado. ¢) A microbiota
intestinal (indigena ou transitéria) poderia possibilitar ou aumentar a infectividade da
E. dispar, provocando modificacdes na viruléncia dos trofozoitos e possibilitando a
invasdo. d) Recombinacgéo genética entre as espécies do género Entamoeba, levando
ao aumento da expressao dos fatores de viruléncia, contribuindo para as acdes de
invasdo (XIMENEZ et al., 2010).
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1.7 SIMBIOSE ENTRE ORGANISMOS

O microbioma pode ser definido como comunidade de organismos comensais,
simbidticos e patogénicos que estdo em um ambiente ou espaco corporal (BERG et
al., 2020). A associacao entre organismos pode ser observada como comunidade de
espécies que sofrem diferentes pressbes de selecdo, mesmo sendo
interdependentes. Um organismo dentro de um hospedeiro pode ser mutualista
(ambos se beneficiam desta relacdo), parasito (unilateralidade de beneficios, onde o
parasita espolia o hospedeiro) ou comensal (unilateralidade de beneficios, porém sem
espoliacdo do hospedeiro) (DHEILLY et al., 2019). A microbiota do hospedeiro € capaz
de interagir com 0s parasitos e esta acao poderia influenciar a interacédo parasito-
hospedeiro. Além disso, esta relacdo pode ser utilizada para se obter beneficios em
tratamentos. Estudo recente avaliou a interrelacdo entre o rato e seu microbioma
intestinal, associado a infeccdo pelo helminto Hymenolepis diminuta (H. diminuta), que
agora é considerado um simbionte intestinal. A infeccdo controlada por este helminto
protege os ratos contra a colite inflamatéria grave, pois induzem resposta imune do
tipo Th2 com consequente melhora do quadro inflamatorio. O H. diminuta ja € utilizado
para autotratamento humano de doencas inflamatodrias intestinais e atende aos
critérios para terapia de helmintos (YURCHENKO; LUKES, 2018).

As relacdes entre organismos podem apresentar efeitos benéficos ou deletérios
para o hospedeiro, a depender da interacdo espécie-espécie. A infec¢do vaginal pelo
Trichomonas vaginallis € prejudicial aos Lactobacillus sp., favorecendo o crescimento
de bactérias patogénicas associadas a vaginose bacteriana; Nematoides filariais
infectados com a bactéria Wolbachia levam a perda da viabilidade e fertilidade do
helminto e elevam a eficicia do tratamento antifilaria; o helminto Trichuris sp. € 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 protozoario
Blastocystis coloniza o intestino de aproximadamente 1 bilhdo de pessoas e estudos
observaram maior prevaléncia deste género em individuos saudaveis, quando
comparados com aqueles com doenca gastrointestinal (DHEILLY et al., 2019;
YURCHENKO; LUKES, 2018).

O poliparasitismo de pessoas em paises de baixa renda € comum, estudo

realizado com um grupo de criancas em Ruanda e Zanzibar, na Africa Ocidental,
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demonstrou que 65% das amostras de fezes analisadas continham mais de um
patdgeno, dentre eles Rotavirus, Adenovirus, Astrovirus, Norovirus, Sapovirus,
Eschericia coli enteropatogénica, Escherichia colii enterotoxigénica, Shigella,
Salmonella, Campylobacter e Cryptosporidium. Foi demonstrado correlagéo positiva
forte das amostras de pacientes coinfectados com a EPEC e Shigella, e,
adicionalmente, estes pacientes apresentaram maior frequéncia de diarreia,
corroborando com os dados da correlagdo (ANDERSSON et al., 2018).

As lesBes experimentais intestinais e hepéticas utilizando cepas de E. dispar
sdo obtidas somente quando a cultura estd associada a microbiota intestinal do
individuo da qual foi isolada (cultura polixénica) (COSTA et al., 2006, 2010a, 2007,
2010b, 2011; DA SILVA et al., 2021; FURST et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2015, 2021).
Tal fato reforca a ideia de que as bactérias modulam a atividade dos trofozoitos
amebianos e favorecem o desenvolvimento destas lesdes experimentais (COSTA et
al., 2006). De fato, estudos tem demonstrado que a simbiose entre bactérias e amebas
pode modular fenétipos e propriedades de viruléncia e a patogenicidade das amebas
(BHATTACHARYA et al.,, 1992; COSTA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2021;
SHIBAYAMA,; et al., 2007).

O processo de interacdo dos trofozoitos com outros microrganismos ainda nao
estd compreendido, bem como suas consequéncias. Nosso grupo de pesquisa
recentemente verificou que a interacéo entre a E. dispar e a enterobactéria Salmonella
typhimurium (S. typhimurium) foi capaz de aumentar a expresséo génica dos fatores
de viruléncia amebianos amebaporo A, cisteina proteinase-5 e lectina ligante de
Gal/GalNAc. Alem disso, foi observado aumento na intensidade da colite amebiana
ulcerativa, com producdo de maiores zonas de eroséo e ulceragéo da parede intestinal
e, maior intensidade do infiltrado inflamatério, acompanhada pelo aumento da
expressdo dos mediadores pro-inflamatorios ciclooxigenase 2, IL-1 e TNFa
(OLIVEIRA et al., 2021). Diante do exposto, concluiu-se que a associagéo da cultura
de E. dispar com a S. typhimurium foi capaz de aumentar a viruléncia e a

patogenicidade das cepas estudadas nos modelos experimentais realizados.

1.8 Escherichia coli enteropatogénica

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

bactéria gram-negativa causadora de diarreia (CLARKE et al., 2003), principalmente
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em criangcas pequenas, causando surtos epidémicos 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 (dgua e solo) (DE OLIVEIRA
SOUZA et al., 2016). A infeccdo pela EPEC pode gerar casos moderados a fatais,
com mortalidade chegando a 40%, com enfoque aos paises em desenvolvimento
(FARFAN-GARCIA et al., 2016). No ano de 2010 a EPEC foi a segunda maior causa
global de 6bitos causada por patdégenos que sdo veiculados por alimentos e levam as
doencas diarreicas, reponsavel por duas mortes para cada 100.000 habitantes (PIRES
et al., 2015) .

A fisiopatologia da infecgé@o pela EPEC se inicia pela aderéncia da bactéria a
célula epitelial intestinal, através de flagelo e pili tipo IV (BFP: bundle-forming pilus).
Apoés a ligacdo, ocorre translocacdo de sinais intracelulares, que é facilitada pelo
sistema de secrecdo tipo 3 (T3SS — Sistema de secrecao do tipo Ill), codificado pela
ilha de patogenicidade (FARFAN-GARCIA et al., 2016). A EPEC codifica genes de
proteinas 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 translocacdo de proteinas na membrana celular e as EspC realiza
funcdes de citotoxicidade durante a adesédo da EPEC, formando pedestais e poros. A
EPEC provoca alteragdo da organizacdo do citoesqueleto e dano nas
microvilosidades dos enterdcitos, que perdem sua funcdo (FARFAN-GARCIA et al.,
2016). Tais mecanismos formam as lesbes denominadas de fixacdo e apagamento
(AJE: attaching/effacing), pois provocam o desaparecimento das vilosidades e
formacéo do pedestal (CEPEDA-MOLERO et al., 2017). A patogénese da EPEC a
nivel celular ainda ndo esta totalmente compreendida, mas sabe-se que a formacao
dos pedestais com consequente perda das microvilosidades, ma absorcdo por
deficiéncia enzimatica da borda em escova, alteracdo do transporte de eletrolitos e
abertura de canais i6nicos contribuem para o quadro diarreico (DEBORAH CHEN;
FRANKEL, 2005b).

Estudo “in vivo” e “in vitro” demonstraram o aumento da viruléncia da cepa
HM1:MSS de Entamoeba histolytica diante da sua interagdo com a EPEC. A
coinfeccao entre as espécies levou ao aumento de destruicdo das monocamadas de

células CaCO2 (Células de adenocarcinoma colorretal humano, utilizada como
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modelo de barreira epitelial intestinal), bem como 0 aumento da expressao dos genes
de fatores de viruléncia: amebaporo A, cisteinas proteinases 1 a 5 e lectina ligante de
Gal/GalNAc. Além disso, foi evidenciado que quanto maior o tempo de interagéo,
maior a expressdo dos genes de viruléncia (FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2019).
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2 JUSTIFICATIVA

Além da E. dispar apresentar prevaléncia global maior que a E. histolytica,
muitos individuos em todo o mundo sao infectadas por mais de um patdégeno ao
mesmo tempo. Diversos estudos tém comprovado aumento de viruléncia e
patogenicidade de organismos em simbiose, mas ainda existem muitas davidas
acerca da relacdo entre amebas e bactérias, como a Escherichia coli
enteropatogénica (EPEC). Além disso, ndo sabe se a EPEC pode influenciar a
viruléncia e a patogenicidade dos trofozoitos e contribuir para a patogénese da
amebiase, especialmente sobre as lesGes hepéticas experimentais produzidas pela
E. dispar.

N&o existem estudos sobre a resposta imune contra a E. dispar associada a
EPEC, bem como analises “in vitro” e “in vivo” sobre a correlacédo da expressao génica
de fatores de viruléncia de E. dispar com a intensidade das lesbes, e sobre o
desenvolvimento do abscesso hepatico em modelos experimentais de infeccao

amebiana associada a EPEC.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral:

Avaliar a interacdo entre a bactéria Escherichia coli enteropatogénica (EPEC)
e as cepas ACFN, ADO e VEJ de Entamoeba dispar sobre a expressao dos fatores
de viruléncia amebianos in vitro e in vivo, a resposta imune, o parasitismo e a

intensidade das lesdes hepaticas.

3.2 Objetivos especificos:

o Avaliar em diferentes cepas de E. dispar associadas ou ndo a EPEC:

3.2.1 — Grau de eritrofagocitose;

3.2.2 — A expressdo dos genes dos fatores de viruléncia amebianos: cisteina
proteinases 2 e 5, amebaporos A e C, e da lectina ligante de Gal/GalNAc.

o Avaliar no figado de hamsters inoculados com a E. dispar, associados ou ndo
a EPEC:

3.2.3 — Alintensidade da necrose e do processo inflamatorio;

3.2.4 — Aintensidade do parasitismo tecidual;

3.2.5 — O perfil de ativacao celular de neutréfilos, macréfagos e eosindfilos;

3.2.6 — A expressdo dos genes dos fatores de viruléncia amebianos: cisteina
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 analise da expresséo das citocinas IL-5,
IL-10, IL-12, IFNy e TGF-B.
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4 METODOLOGIA

4.1 Cepas de Entamoeba dispar

Foram utilizadas 3 cepas de E. dispar isoladas pelo Laboratério de Amebiases 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 assintomatico, do municipio de Belo Horizonte/MG. As cepas ADO
e VEJ foram isoladas de pacientes portadores de colite ndo disentérica, dos
municipios de Itacarambi (Comunidade indigena Xacriabd)/MG e Belo Horizonte/MG,
respectivamente. A identificacdo da espécie foi confirmada através da andlise 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 experimentacao 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 enteropatogénica (EPEC) (INCQS 00184), de
origem humana, fornecida pelo Laboratério de Microbiologia Oral e Anaerdbios do
ICB/UFMG e cultivada em meio BHI (Brain Heart Infusion) por 18 horas a 37°C, sem

agitacao.

4.3 Culturas de trofozoitos de E. dispar em associa¢gdo com a EPEC

As cepas ACFN, ADO e VEJ de E. dispar foram cultivadas em meio PAVLOVA
(SILVA; MAYRINK, 1974) e mantidas em estufa a 37° C por um periodo de 36 horas,
até constatado o crescimento ideal. A bactéria EPEC foi associada a algumas culturas

de cada uma das cepas amebianas, na concentracédo de 1x10® Unidades Formadoras
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de Colbnia (UFCs) em 10 ul, com auxilio de pipeta estéril em capela de fluxo. A
associacdo foi mantida por um periodo de 16 horas em estufa a 37°C. Apos 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
conteudo foi transferido para tubos Falcon de 15 mL, centrifugados a 1500 rotacdes
por minuto (RPM) por 5 minutos, o sobrenadante descartado e acrescentado mesmo
volume de PBS. Em seguida, os trofozoitos foram coletados das culturas associadas
ou nado a bactéria EPEC para realizacéo de indculo intra-hepatico e extracdo do RNA.
Para a extracdo de RNA das amostras in vitro, os trofozoitos foram transferidos para
microtubos contendo 1mL de Trizol e armazenados a -80°C para posterior andlise por
rt-gPCR.

4.4 Ensaio in vitro de eritrofagocitose

O ensaio de eritrofagocitose in vitro foi realizado segundo adaptacao do método
de Trissl (TRISSL et al., 1978). Os trofozoitos da cepa ACFN foram contados em
Camara de Neubauer e ajustados para 1x 10%/mL em PBS; 0.4 mL da suspenséo foi
acrescentada ao mesmo volume de uma suspensdo de 1x108/mL de eritrécitos
(Diacell ABO Alccddee, Bio-Rad). A proporcdo ameba/eritrécito foi de 1:100, com
tempo de interacdo de 60 minutos em estuda a 37°C, baseado em experimentos
prévios do nosso grupo (GOMES et al., 1997). Foram realizadas duplicatas, sendo um
tubo com cultura polixénica (representando a microbiota indigena do individuo da qual
foi isolado) e outro, com cultura polixénica cocultivada com EPEC. Foi contabilizado a
quantidade de amebas que fagocitaram eritrécitos € o numero de eritrécitos
fagocitados por cada uma, na contagem de 100 amebas por grupo.

4.5 Experimentacao animal
4.5.1 Animais utilizados e grupos experimentais

Foram utilizados no presente estudo 45 hamsters sirios (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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+ ACFN-EPEC (n=8) - ACFN (n=8) - EPEC (n=8) - Salina (n=7)
« ADO-EPEC (n=8) - ADO (n=6)

Figura 3: Delineamento da experimentacdo animal.

Todos os procedimentos adotados a experimentacao animal foram conduzidos
de acordo com as diretrizes da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Minas Gerais, sob protocolo de numero 252/2018. Os
animais foram mantidos em gaiolas coletivas, com temperatura ambiente em torno de
23°C e exposicdo a luz durante 12 horas, recebendo agua filtrada e com dieta ad
libitum. ApOs a inoculagdo, foram perdidos 2 hamsters do grupo ADO e 1 do grupo

Salina, por hemorragia.

4.5.2 Anestesia e inoculagao

Os animais foram anestesiados com uma solucéo de xilazina 2% (10mg/Kg) e
guetamina 5% (150mg/Kg) e, apds anestesia, foi realizada uma incisdo abdominal de
aproximadamente um centimetro para visualizacdo do figado. Todos os hamsters
foram inoculados diretamente no lobo esquerdo do érgdo com: 1x10° trofozoitos das
cepas de E. dispar polixénicas cultivadas, associadas ou ndao associadas com a
bactéria EPEC, contidas em 100uL de meio de cultura; Bactéria EPEC, concentracao
de 1x10°, contida em 100uL de meio BHI; e; salina, 100uL de solucéo de cloreto de
sodio a 0,9%. Apos a inoculacédo, todos os hamsters foram suturados com fio cirargico

e observados diariamente.

4.5.3 Necropsia, analise macroscopica e coleta do figado
No quarto dia apos a infecgdo, os animais foram eutanasiados com uma

overdose de anestésico (solucéo de xilazina 2% e quetamina 5%). Durante a retirada
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do o6rgao foi realizada a analise macroscopica, com descricdo da(s) lesdo(des) e
digitalizacdo das imagens. Cinco fatias do lobo esquerdo do figado foram coletadas,
sendo: a) uma embebida em solugdo de RNAlater (Sigma-Aldrich, USA), destinada
para a analise da expresséo de citocinas e fatores de viruléncia amebianos; b) trés
fixadas em formol tamponado (Concentracdo:10%; pH: 7,2), para analise
histopatoldgica, semi-quantitativa e morfométrica; e ¢) uma amostra a fresco para as
dosagens bioquimicas de MPO, NAG e EPO. As fatias embebidas no RNAlater e a
fresco foram acondicionadas em freezer -80°C para posteriores analises por biologia

molecular e ensaios bioquimicos.

4.6 Determinacdo da expressdao de RNAm dos fatores de viruléncia e das
citocinas
4.6.1 Extracado do RNA total dos fatores de viruléncia e de citocinas hepaticas

Trofozoitos foram coletados das culturas associadas ou ndo a bactéria EPEC
para realizacdo de indculo intra-hepatico e extracdo do RNA. Para a extracdo de RNA,
os trofozoitos foram transferidos para microtubos contendo 1mL de Trizol.

Os fragmentos hepaticos foram descongelados e a trituracdo dos tecidos foi
feita mecanicamente utilizando um triturador elétrico, apds serem lavados para
retirada dos residuos de RNAlater e terem permanecido por 10 a 15 minutos imersos
em Trizol. Cloroférmio foi adicionado para a separacdo em fases, onde foi retirada a
fase liquida transparente, contendo o RNA. O produto foi entdo precipitado com
isopropanol gelado e posteriormente lavado com etanol (Merck), a 70%, em agua
DEPC (Agua tratada com Dietil Pirocarbonato — Livre de endonucleases). O pellet de
RNA foi suspenso com 50 a 100ul de agua DEPC, apés a secagem do etanol residual,
e quantificado por espectrometria no equipamento NanoDrop 2000 (Thermo Cientific
Inc., Bremen, Germany). Foi anotada a relacdo de absorbancia em 260/280
nandmetros (nm) e 260/230 nm, que indicam o grau de pureza. O RNA foi armazenado
a -20°C. Além disso, foi realizado eletroforese em gel de agarose 1% e coloracéo por
Brometo de Etidio para avaliar a integridade do RNA.

Os tubos contendo amostras de RNA que apresentam quantificagdo acima de
200 ng/pl e relagéo de A260/A280 entre 1,7 e 2,1 foram selecionados para a obtencéo
do DNA complementar (cDNA). Foi calculado o volume necessario para obtencao de
50 ul, em concentracédo de 200ng/ul, para proceder com o tratamento amostral. As
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amostras de mRNA foram previamente tratadas com a enzima Turbo DNAase | (Life
Techonologies, Grand Island, NY, USA), de acordo com a recomendacdo do
fabricante, objetivando-se eliminar algum DNA residual. Em seguida foi efetuada nova
diluicdo do RNA, adicionando-se de 50 ul de agua DEPC, que resultou em 100ul do
produto, contendo 100 ng/ul de RNA.

4.6.2 Sintese de cDNA a partir do mRNA de E. dispar e do figado de hamsters.

Todo o RNA tratado foi usado para a reacdo de transcrigéo reversa (RT-PCR
Reverse transcription polymerase chain reaction) para producdo de cDNA com o kit
High Capacity (Life Techonologie, Grand Island, NY, USA), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Foi utilizado 1,0ug de RNA para cada reacdo de RT-
PCR. O RNA total e o cDNA foram armazenados a -20°C.

4.6.3 Padronizacao das reacdes de RT-gPCR com iniciadores para fatores de
viruléncia de E. dispar e citocinas de hamsters.

A padronizacdo das condi¢gdes da RT-gPCR foram feitas de acordo com a
concentracdo dos iniciadores, eficiéncia das reacfes, curva de dissociacdo e
temperatura de anelamento (60°C).

Para os ensaios de amplificacdo dos iniciadores, confeccionados para fatores
de viruléncia dos trofozoitos de E. dispar e citocinas de hamsters, a padronizacao foi
realizada com o cDNA obtido a partir do RNA extraido dos tecidos dos animais do
grupo controle. Os parametros utilizados foram a concentracdo dos iniciadores,
temperatura de anelamento e diluicdo das amostras de cDNA. Em cada placa,
preparada com triplicatas das variaveis e submetidas ao PCR em tempo real foram
inseridos os iniciadores para 0s genes constitutivos (Beta-actina, Microglobulina e
GAPDH). Os iniciadores foram confeccionados por Integrated DNA Technologies

(IDT), conforme descrito abaixo:



Tabela 1: Genes utilizados na gPCR e sequéncia dos primers
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Gene

Sequéncia dos primers

Amebaporo A (APA)

Referéncia: OLIVEIRA et al., 2021
Tamanho do amplicon: 97pb
Temperatura de anelamento: 60°C

F 5 TCACTGCTACTCACCAAGGA 3
R5 CTTTATCAGCTCCCTTAGTGGT 3

Amebaporo C (APC)

Referéncia: GenBank:EDR24723.1
Tamanho do amplicon: 105pb
Temperatura de anelamento: 60°C

F 5" TGTGCTAAAGCAGATGGTGTTAT 3'
R 5 AAGTTTAGCACTTCCTCCCTCT 3

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

F5 GTTTGTGCTGTTGGATATGGTGT 3’
R 5 CCTTTATCCCCATCCTGTTCC 3

Cisteina proteinase 5 (CP5)
Referéncia: 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
Referéncia: OLIVEIRA et al., 2021
Tamanho do amplicon: 94pb
Temperatura de anelamento: 60°C

F 5 TGCGAAACTGCAACATGTGATC 3
R 5 GGTGTGATTGTGGGAATTCTTC 3’

IFNy

Referéncia: RIBEIRO-ROMAO et al.,

2016
Tamanho do amplicon: 130pb
Temperatura de anelamento: 60°C

F5 TGTTGCTCTGCCTCACTCAGG 3’
R 5 AAGACGAGGTCCCCTCCATTC 3

TGFB

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

F 5 CCAATGCCACCACAGGAGAT 3
R 5 TTGGGTTGAGTGACCACCAC 3’

IL-4

Referéncia: YANG et al., 2021
Tamanho do amplicon: 174pb
Temperatura de anelamento: 60°C

F 5 TCCACGGAGAAAGACCTCATC 3
R 5 GGACTCATTCACATTGCAGCTC &

IL-5

Referéncia: ATKINS et al., 2018
Tamanho do amplicon: 72pb
Temperatura de anelamento: 60°C

F 5 CAAAAAGAGCAGTGTGGCC 3
R 5 ACCAAGGAACTCTTGCAGGT 3

IL-10

Referéncia: YANG et al., 2021
Tamanho do amplicon: 183pb
Temperatura de anelamento: 60°C

F 5 TGGGAAACCTCGTTGTACCT &
R 5 AATACTACCACGCGTCCCT 3’

IL-12

Referéncia: 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 F 5 TCCAAACACTGAGGCCAAGAA ®
Referéncia: YANG et al., 2021 R 5 ACAGAGTTCATGTGGTGGTCC 3’
Tamanho do amplicon: 243pb
Temperatura de anelamento: 60°C
GAPDH- hamster F 5 TCATCAATGGGAAGGCCAACA &
Referéncia: YANG et al., 2021 R 5 AAGGTGTGGAGATGATGACCC &
Tamanho do amplicon: 171pb
Temperatura de anelamento: 60°C
Microglobulina hamster F5 GGTCTTTCTATCTCTTGGCTCA 3’
Referéncia: DA SILVA et al., 2020 R 5 CTTGGGCTCCTTCAGAGTTATG 3’
Tamanho do amplicon: 95pb
Temperatura de anelamento: 60°C
Beta actina — ameba F 5 AAGCTGCATCAAGCGTGAA 3’
Referéncia: OLIVEIRA et al., 2021 R 5 ACCAAGGAATGATGGAGA 3'
Tamanho do amplicon: 119pb
Temperatura de anelamento: 60°C
F: Forward, R: Reverse

As reacdes de gRT-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 eficiéncia foram obtidas a partir de diluicbes seriadas do cDNA
(50ng; 5 ng; 0,5ng, 50pg e 5pg), para todos os genes dos fatores de viruléncia dos
trofozoitos, citocinas de hamsters e 0s genes constitutivos. Os parametros de
avaliacao da qualidade das reacdes foram: a eficiéncia de amplificacdo (90-100%) e
o perfil da curva de dissociacéo. A eficiéncia (E) das reacdes foi calculada através da
inclinacdo da curva de diluicdo (slope), quantidade do cDNA versus Cq (ciclo de
quantificacdo ou Ct). Os padrbes foram estabelecidos para cada um dos genes
amplificados, que apresentaram eficiéncia entre 90-100% e com apenas um pico nas
curvas de dissociacao.

Em todas as reacbes de amplificacdo foram usados programas de ciclagem
contendo um passo inicial de 50° C/2min; 95° C/10min seguido por 40 ciclos, contendo

um passo de 95° C/ 15s e outro, de 60° C/1minuto.
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4.6.4 Quantificacao relativa da expressao dos fatores de viruléncia de E. dispar
e citocinas de hamsters

A normalizagéo foi fundamentada nos resultados dos niveis de expressao dos
genes constitutivos Beta-actina, microglobulina e GAPDH. A concentracéo
desconhecida de uma amostra foi calculada pela comparacdo do seu ponto de
cruzamento (Cp), com o correspondente na curva padrao. O numero de ciclos no Cp
(eixo Y) foi representado graficamente em funcdo do log da quantidade do molde
inicial dos padrdes (eixo X).

Para calibracdo foram utilizados os dados da expressédo génica dos grupos
controles dos experimentos. Os resultados foram expressos graficamente usando-se
a média e desvio-padrdo dos valores do nivel relativo de RNAm de cada fator de
viruléncia amebiano e citocina de hamster, normalizado através da média geométrica
das quantidades relativas de RNAmM dos genes constitutivos, para cada grupo
experimental.

Para obtencdo dos dados de nivel relativo de expressédo (NRE) foi empregado
o método derivado do RQ (relative quantification) = EAAcq (LIVAK; SCHMITTGEN,
2001). Os resultados da anélise de expressdo génica dos experimentos in vitro e in

vivo foram expostos em seguida, para titulo de comparacéo.

4.7 Processamento e analise histopatolégica, semi-quantitativa e morfométrica
das les6es hepaticas

As fatias fixadas em formol foram diafanizadas em xilol, desidratadas em
solucBes alcoodlicas de concentracBes crescentes, parafinizadas e incluidas em
parafina para obtencdo de cortes com 4 um de espessura, para coloracdo com
hematoxilina e eosina e, posterior analise histopatoldgica, semi-quantitativa e
morfométrica das lesdes.

Durante a analise histopatoldgica, as lesdes foram descritas quanto a sua
intensidade, topografia e a presenca de parasitos. Para a analise da inflamacéao foi
realizada analise semi-quantitativa, caracterizando cada corte histologico em: 0 —
auséncia de inflamacéo, 1 — Inflamacédo discreta, 2 — Inflamagdo moderada e 3 —
Inflamacdo intensa. Da mesma forma foi realizada a avaliacdo da presenca de
trofozoitos, em: 0 — auséncia de Trofozoitos, 1 — presenca discreta de trofozoitos, 2 —
presenca moderada de trofozoitos e 3 — presenca acentuada de trofozoitos.
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Todos os cortes histologicos foram visualizados pela objetiva de 10X do
microscopio Axiolab — Carl Zeiss (Oberkochen, Germany) e digitalizado todo o
parénquima hepético presente nas laminas, por meio da microcamera Q-Color3
(Olympus, Toquio, Japédo). Por intermédio do software KS300, contido no analisador
de imagens Carl Zeiss, todas as areas de necrose hepatica contidas nas imagens
foram mensuradas em pumz2 através da delimitacdo interativa com a ajuda de um
cursor, utilizando algoritmos construidos no mesmo analisador de imagens (DA SILVA
et al., 2021). Posteriormente, todos os cortes histolégicos foram digitalizados por meio
do Scanner Epson, com resolucdo de 800 dpi, e os pixels de cada um foram
inteiramente selecionados, para criacdo de uma imagem binaria e calculo da area total
do corte. O corte histolégico com menor area foi utilizado como padrdo minimo do

parénquima hepético a ser analisado estatisticamente.

4.8 Quantificacdo da atividade enzimatica de neutréfilos, macrofagos e
eosinofilos no homogenato de figado

A avaliacdo da atividade de MPO, NAG e EPO foi realizada nos homogenatos
de figado e mensuradas de acordo com o método descrito por STRATH e
colaboradores (1985), modificado por SILVEIRA e colaboradores (2002). Apds a
homogeneizacdo 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 uL de solugao
de tampao 1 (NaCl 0,1M, Na2HPO4 0,02M, Na2 EDTA 0,015M, pH 4,7) seguido de
centrifugag&o (10000rpm, 10 minutos a 4°C,). O sobrenadante foi descartado e em
seguida foi adicionado ao sedimento 800 pL de solugéo tampao 2 (Na2HPO4 0,05 M,
brometo de hexadeciltrimetilamonio a 0,5%), as amostras foram homogeneizadas e
depois submetidas a trés ciclos de congelamento e descongelamento utilizando
nitrogénio liquido. O lisado foi centrifugado novamente (10000 rpm, 10 minutos a 4°C)
e 0 sobrenadante resultante foi utilizado para o ensaio enzimatico. Para a realizacao
do ensaio, 25 pL das amostras foram distribuidas em todos os pogos de placas com
96 pogos (Corning®, EUA). Posteriomente foi adicionado 25 pL de substrato TMB
1,6mM (3,3'-5,5, - tetrametilbenzina diluido em dimetilsulféxido - DMSO) seguida pela

incubacéo por cinco minutos a 37°C. Apds esse periodo foi adicionado 100 uL de H20:2
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a 0,002% e incubado por cinco minutos a 37°C, a reacao foi interrompida pela adicdo
de 100 upL de é&cido sulfarico (H2SO4 1M). A absorbancia 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 pL de NaCl 0,9% Triton 100 0,1%, as amostras foram homogeneizadas no
vortex e em seguida centrifugadas a 3000rpm, 10 minutos 4°C. O sobrenadante foi
utilizado para o ensaio, sendo que a reacao foi iniciada com a adi¢ao de 100 ul do
substrato p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glucosaminida (Sigma Chemical Co®, EUA) diluido
em tampao citrato/fosfato (acido citrico 0,1 M, Na2HPO4 0,1 M, pH 4,5) e incubado a
37 °C por 10 minutos. A reacgao foi terminada pela adigao de 100 pl de tampé&o glicina
0,8 M (glicina 0,8 M, NaCl 0,8 M e NaOH 0,8 M, pH 10,6) e a absorbancia foi
determinada a 405 nm.

Para o ensaio de EPO, o sedimento foi homogeneizado em 950 pL de PBS e
0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamonio (Sigma Chemical Co®, EUA), em
seguida as amostras foram homogeneizadas e foram realizados trés ciclos de
congelamento e descongeladas em nitrogénio liquido para a lise de vesiculas. O
lisado foi entdo centrifugado (10000rpm, 10 minutos a 4°C,) e o sobrenadante foi
distribuido (75 uL/pog¢o) numa microplaca de 96 pogos (Corning®, EUA), seguida da
adicdo de 75 pL de substrato (1,5 mM OPD e 6,6 mM de H202 em 0,075 M em tampao
Tris-HCI, pH 8,0). Ap6s a incubacédo durante 30 minutos a temperatura ambiente, a
reacao foi interrompida pela adicdo de 50 pL de H2SO4 1M e a absorbéancia foi

determinada a 492 nm.

4.9 Analises estatisticas

As analises foram realizadas utilizando-se o programa estatistico Graphpad
Prism® 8.0. Primariamente foi feito o teste Shapiro-Wilk, para verificar a distribuicao
dos dados. Para as analises de: dois grupos, foi empregado o teste-t para os dados
categorizados como parameétricos e os testes Mann-Whitney e Exato de Fisher para
0S nao-paramétricos; trés ou mais grupos, o teste ANOVA para os dados paramétricos
e o Kruskal-Wallis para os ndo-paramétricos; correlacéo, o teste de Pearson para os
dados paramétricos e Spearman para 0S nao-parameétricos. Os resultados foram

expressos como média + SEM (erro padrao da média) para os dados paramétricos e
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para os nao-paramétricos como mediana, maximo e minimo. As diferencas foram

consideradas significativas quando p< 0,05.



51

5 RESULTADOS
5.1 Ensaio de eritrofagocitose da cepa ACFN de E. dispar em associagao a EPEC
A fagocitose foi confirmada através da observacao das hemacias no citoplasma
dos trofozoitos. N&o foram contabilizados os eritrécitos que estavam sobrepostos aos
trofozoitos, nem os que estavam aderidos a sua membrana. Nado houve diferenca
estatistica entre a fagocitose da cepa ACFN e ACFN associada a EPEC (Teste de
Mann Whitney, p= 0,104) (Grafico 1). Silva e colaboradores (2021) n&o identificaram
diferencas 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 associacdo a EPEC, optou-se por ndo realizar 0 ensaio em

associagao para as demais cepas.
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Gréfico 1: Eritrofagocitose da cepa ACFN de Entamoeba dispar associada ou ndo com a
Escherichia coli enteropatogénica. ACFN: Grupo inoculado com E. dispar sem associagcdo
bacteriana; ACFN-EPEC: Grupo inoculado com a E. dispar com associacdo bacteriana. Foi utilizado o
teste de Teste Exato de Fisher. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos analisados (p >0,9999).
5.2 Expressao relativa dos fatores de viruléncia amebianos lectina ligante de
Gal/GalNac, CP2, APA e APC de culturas das cepas ACFN, ADO e VEJ

associadas a EPEC

Os resultados da interacéo entre a EPEC sobre a cultura dos trofozoitos das
cepas ACFN, ADO e VEJ de E. dispar foram expressos como quantificagcéo relativa
de mRNA dos fatores de viruléncia 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 Expressao relativa in vitro do fator de viruléncia lectina ligante de
Gal/GalNAc das cepas ACFN, ADO e VEJ de E. dispar associadas ou nao a EPEC

Apo6s 18 horas de associacao das cepas ACFN, ADO e VEJ de E. dispar com
a EPEC foi evidenciado um aumento da expressao 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 (Grafico 2 A), e, diminui¢cdo no grupo ADO (3,53 £ 1,19)
guando comparado ao grupo ADO-EPEC (0,77 £ 0,23), p=0,04 (Grafico 2 B). Nao foi
observada diferenca significativa na expressao 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
(Grafico 2 C).
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Grafico 2: Efeito da associacao in vitro da Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) sobre a
expressdo génica do fator de viruléncia lectina ligante de Gal/GalNAc das cepas ACFN, ADO e
VEJ de Entamoeba dispar. A) ACFN: Cultura da cepa ACFN nao associada a EPEC. ACFN-EPEC:
Cultura da cepa ACFN associada a EPEC, *p= 0,009. B) ADO: Cultura da cepa ADO nao associada a
EPEC. ADO-EPEC: Cultura da cepa ADO associada a EPEC, *p= 0,04. C) VEJ: Cultura da cepa VEJ
ndo associada a EPEC. VEJ-EPEC: Cultura da cepa VEJ associada a EPEC, p=0,1. A e B) Teste T
ndo-pareado. Resultados expressos em média e SEM. C) Teste de Mann-Whitney. Resultados
expressos em mediana, maximo e minimo.
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5.2.2 Expressao relativa in vitro do fator de viruléncia CP2 das cepas ACFN, ADO
e VEJ de E. dispar associadas a EPEC

A associacdo da EPEC as cepas ACFN (ACFN-EPEC: 0,93 £ 0,06) e ADO
(ADO-EPEC: 0,52 + 0,13) produziu reducéo da expressao relativa do gene da CP2
guando comparado com 0s grupos sem associagdo (ACFN: 1,624 + 0,23; p=0,03.
ADO: 2,43 + 1,39; p=0,04) (Gréficos 3 A e 3 B). Por outro lado, ndo foi observada
diferenca significativa na expressao relativa de CP2 no grupo VEJ (0,53) (0,18-1,67)
guando comparado ao grupo VEJ-EPEC (0,31) (0,11-2,23), p=0,69 (Gréfico 3 C).
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Grafico 3: Efeito da associacao in vitro da Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) sobre a
expressdo génica do fator de viruléncia cisteina proteinase 2 (CP2) das cepas ACFN, ADO e VEJ
de Entamoeba dispar. A) ACFN: Cultura da cepa ACFN nédo associada a EPEC. ACFN-EPEC: Cultura
da cepa ACFN associada a EPEC, *p= 0,03. B) ADO: Cultura da cepa ADO néo associada a EPEC.
ADO-EPEC: Cultura da cepa ADO associada a EPEC, *p= 0,04. C) VEJ: Cultura da cepa VEJ nao
associada a EPEC. VEJ-EPEC: Cultura da cepa VEJ associada a EPEC, p= 0,69. A e B) Teste T ndo
pareado. Resultados expressos em média e SEM. C) Teste de Mann-Whitney. Resultados expressos
em mediana, maximo e minimo.
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5.2.3 Expressao relativa in vitro dos fatores de viruléncia APA e APC das cepas
ACFN, ADO e VEJ de E. dispar associadas a EPEC

Apo6s 18 horas de associacdo das cepas ACFN, ADO e VEJ de E. dispar néo
foi observada expresséo génica do fator de viruléncia APA e nao foram observadas
diferencas significativas na expresséao relativa do gene da APC das cepas em
associacdo com a EPEC quando comparadas ao grupos sem associacao bacteriana:
ACFN (1,04 £ 0,15), ACFN-EPEC (1.05 + 0,16), p= 0,98 (Grafico 4 A); ADO (1,14 +
0,29), ADO-EPEC (0,79 + 0,13), p= 0,35 (Grafico 4 B); VEJ (3,24 + 1,48), VEJ-EPEC
(0,80 + 0,25), p= 0,19 (Grafico 4 C).
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Gréfico 4: Efeito da associacao in vitro da Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) sobre a
expressdo génica do fator de viruléncia amebaporo C (APC) das cepas ACFN, ADO e VEJ de
Entamoeba dispar. A) ACFN: Cultura da cepa ACFN nao associada a EPEC. ACFN-EPEC: Cultura
da cepa ACFN associada a EPEC, p= 0,98. B) ADO: Cultura da cepa ADO ndo associada a EPEC.
ADO-EPEC: Cultura da cepa ADO associada a EPEC, p= 0,35. C) VEJ: Cultura da cepa VEJ nao
associada a EPEC. VEJ-EPEC: Cultura da cepa VEJ associada a EPEC, p=0,19. Teste T ndo pareado.
Resultados expressos em média e SEM.
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5.2.4 Comparacgao da expressao relativa in vitro dos fatores de viruléncia lectina
ligante de Gal/GalNAc, CP2 e APC das cepas ACFN, ADO e VEJ de E. dispar.

N&o foram observadas diferencas na expressao 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/GaINAc ADO (1,01)(0,09-3,17) e
Gal/GalNAc VEJ (0,61)(0,54-7,82), p= 0,93 (Grafico 5A); CP2 ACFN (1,62 + 0,23),
CP2 ADO (2,43 £ 0,80) e CP2 VEJ (0,73 + 0,32), p= 0,08 (Gréfico 5B); APC ACFN
(1,04 + 0,15), APC ADO (1,14 +0,29) e APC VEJ (3,24 + 1,48), p= 0,17 (Gréfico 5C).
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Grafico 5: Comparacédo da expressao relativa génica dos fatores de viruléncia lectina ligante de
Gal/GalNAc, cisteina proteinase 2 (CP2) e amebaporo C (APC) entre as cepas ACFN, ADO e VEJ
de Entamoeba dispar. A) Expresséo génica relativa da lectina ligante de Gal/GalNAc das cepas ACFN,
ADO e VEJ, p= 0,93. B) Expresséo génica relativa da CP2 das cepas ACFN, ADO e VEJ, p=0,08. C)
Expressao génica relativa da APC das cepas ACFN, ADO e VEJ, p= 0,17. A) Teste de Kurskal-Wallis.
Resultados expressos em mediana, minimo e maximo. B e C) Teste One-way ANOVA. Resultados
expressos em média e SEM.
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5.3 Expressao relativa dos fatores de viruléncia amebianos lectina ligante de
Gal/GalNAc, CP2, APA e APC no figado de hamsters inoculados com as cepas
ACFN e ADO de E. dispar associadas ou nao a EPEC

Diante dos resultados obtidos na analise in vitro da expressao dos fatores de
viruléncia amebianos, foram selecionadas as cepas ACFN e ADO para 0s estudos in
vivo. O resultado da interagdo da EPEC com as cepas ACFN e ADO de E. dispar
sobre a os fatores de viruléncia amebianos lectina ligante de Gal/GalNAc, CP-2, APA
e APC em modelo experimental de abscesso hepatico amebiano foram expressos
como quantificacao relativa de mRNA, conforme descrito anteriormente por Oliveira e
colaboradores (OLIVEIRA et al., 2021).

5.3.1 Expresséao relativa do fator de viruléncia amebiano lectina ligante de
Gal/GalNAc no figado de hamsters inoculados com as cepas ACFN e ADO de E.
dispar associadas ou ndo a EPEC

A EPEC foi capaz de aumentar a expressao relativa da lectina ligante de
Gal/GalNAc da cepa ACFN de E. dispar no parénquima hepatico analisado (ACFN:
[0,20] [0,00-0,43], ACFN-EPEC: [1,02] [0,32-3,80], p=0,03) (Gréfico 6 A), ao passo
gue ndo aumentou a expressado do mesmo fator de viruléncia 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) (Gréfico 6 B).
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Grafico 6: Efeito da associacao in vitro da Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) sobre a
expressédo génica do fator de viruléncia lectina ligante de Gal/GalNA das cepas ACFN e ADO de
Entamoeba dispar no figado de hamster. A) ACFN: Cultura da cepa ACFN néo associada a EPEC.
ACFN-EPEC: Cultura da cepa ACFN associada a EPEC, p= 0,03. B) ADO: Cultura da cepa ADO nao
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associada a EPEC. ADO-EPEC: Cultura da cepa ADO associada a EPEC, p= 0,40. Teste Mann-
Whitney. Resultados expressos em mediana, minimo e maximo.

5.3.2 Expressao relativa do fator de viruléncia amebiano de cisteina proteinase
2 (CP2) no figado de hamsters inoculados com as cepas ACFN e ADO de E.
dispar associadas ou ndo a EPEC

A EPEC foi capaz de aumentar a expressao relativa da cisteina proteinase 2
(CP2) da cepa ACFN de E. dispar no parénquima hepéatico analisado (ACFN: [0,00]
[0,00-0,00], ACFN-EPEC: [1,34] [0,15-2,96], p=0,008) (Grafico 7 A). Ao contrario nao
ocorreu aumento da expressao do mesmo fator de viruléncia 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) (Gréfico 7 B).
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Grafico 7: Efeito da associacdo in vitro da Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) sobre a
expressdo génica do fator de viruléncia cisteina proteinase 2 (CP2) das cepas ACFN e ADO de
Entamoeba dispar no figado de hamster. A) ACFN: Cultura da cepa ACFN nédo associada a EPEC.
ACFN-EPEC: Cultura da cepa ACFN associada a EPEC, p=0,008. B) ADO: Cultura da cepa ADO nao
associada a EPEC. ADO-EPEC: Cultura da cepa ADO associada a EPEC, p= 0,63. Teste Mann-
Whitney. Resultados expressos em mediana, minimo e maximo.

5.3.3 Expresséo relativa dos fatores de viruléncia amebiano amebaporo A e C
(APA e APC) no figado de hamsters inoculados com as cepas ACFN e ADO de E.
dispar associadas ou ndao a EPEC

Nao foi verificada expressao de APA nos grupos ACFN, ACNF-EPEC, ADO e
ADO-EPEC. A interacao da EPEC com as cepas ACFN e ADO de E. dispar néo foi
capaz de alterar a expressao 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)
(Gréfico 8 A e B).
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Grafico 8: Efeito da associacdo in vitro da Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) sobre a
expressdo génica do fator de viruléncia amebaporo C (APC) das cepas ACFN e ADO de
Entamoeba dispar no figado de hamster. A) ACFN: Cultura da cepa ACFN néo associada a EPEC.
ACFN-EPEC: Cultura da cepa ACFN associada a EPEC, p= 0,52. B) ADO: Cultura da cepa ADO nao
associada a EPEC. ADO-EPEC: Cultura da cepa ADO associada a EPEC, p= 0,89. Teste Mann-
Whitney. Resultados expressos em mediana, minimo e maximo.

5.4 Analise macroscopica do figado de hamsters infectados com as cepas ACFN

e ADO de E. dispar, associadas ou nao a EPEC

A analise macroscoépica do figado coletado mostrou a presenca de areas
branco-amareladas amolecidas e de baixa consisténcia. Os hamsters do grupo ACFN-
EPEC apresentaram les@es visivelmente maiores do que os do grupo ACFN (Figura
4 A e B). Tal diferenca nédo foi perceptivel entre os grupos ADO-EPEC e ADO (Figura
4 C e D). Nao foram observadas alteracdes macroscoépicas no figado dos hamsters

inoculados com os grupos EPEC e Salina.
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Figura 4: Abscesso hepatico amebiano (AHA) de hamster inoculado com as cepas ACFN e ADO
de E. dispar, associados ou ndo com a EPEC. Macroscopia do figado evidenciando areas de necrose
de coloracéo branco-amarelada, amolecidas e de baixa consisténcia (setas) nos grupos: A) Hamster
inoculado com 100.000 trofozoitos da cepa ACFN. B) Hamster inoculado com 100.000 trofozoitos da
cepa ACFN associada a Escherichia coli enteropatogénica (EPEC), C) Hamster inoculado com 100.000
trofozoitos da cepa ADO e D) Hamster inoculado com 100.000 trofozoitos da cepa ADO associada a
EPEC.

5.5 Analise histopatolégica, semi-quantitativa e morfométrica do AHA induzido

pelas cepas ACFN e ADO, associadas ou nao a EPEC

Todas as cepas de E. dispar testadas foram capazes de produzir lesdes
amebianas e a andlise microscopica revelou a presenca de zonas de necrose
liquefativa (Figura 5 A, B, C, D e 6 A, B, C, D). A necrose foi caracterizada pela
presenca de material acidéfilo e granuloso, que por vezes se apresentava com
pequenos depositos basofilicos de calcificacao (Figuras 5 B, D e 6 B,D). Também em
toda a extensdo da borda das zonas de necrose foram observados debris celulares
com a presenca de grande quantidade de nucleos em picnose, cariorrexe e cariblise
(Figuras 5 B, D e 6 B, D). Além disto, nestas regifes notou-se a presenca de discreto
a moderado infiltrado inflamatorio misto composto principalmente por neutroéfilos e

macréfagos e alguns eosinofilos. Frequentemente foram visualizados inumeros
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trofozoitos em meio a necrose (Figuras 5 B, D e 6 B, D). Diante da analise semi-
guantitativa foi observado aumento da intensidade da inflamacédo do grupo ACFN-
EPEC em comparac¢éo ao grupo EPEC (p= 0,0008), e também aumento da presenca
de trofozoitos comparando os mesmos grupos (p= 0,0002) (Tabela 2, Figura 7 A e B,
e, Grafico 9 A e B). Nao houve diferenca estatistica na analise semi-quantitativa da
intensidade da inflamacdo do grupo ADO em comparacdo ao ADO-EPEC (p=
>0,9999) e também da presenca de trofozoitos (p= 0,81) (Tabela 2, Figura7 C e D, e,
Gréfico 9 C e D). Nao foram observadas altera¢ges histopatoldgicas no figado dos
hamsters inoculados com o grupo EPEC e Salina.

A andlise morfométrica das areas de necrose demonstrou diferenca
significativa entre o grupo ACFN e ACFN-EPEC, com o aumento significativo do tecido
necrosado produzido pela cepa ACFN quando associada a EPEC (Grupo ACFN-
EPEC), corroborando com as observa¢des macroscopicas e histopatolégicas: ACFN
(5,1x10°) (3,0x10°%-9,3x108) e ACFN-EPEC (204,0x10°) (19x108-252,0x106), p= 0,003
(Gréfico 10 A). Nao houve diferenca significativa da analise morfométrica das areas
de necrose entre os grupos ADO e ADO-EPEC, também observado previamente nas
andlises macroscopica e microscépica: ADO (4,3x10°) (0,1x108-37,4x10°) e ADO-
EPEC (3,0x10°) (0,04x108-28,8x10°) (Gréfico 10 B).
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Figura 5: Histopatologia do figado de hamsters inoculados com a cepa ACFN de E. dispar,
associado ou ndo com a EPEC. (A) Abscesso hepatico amebiano (A) produzido pela cepa ACFN.
Bar= 100um. (B) Maior aumento da figura anterior demonstrando a necrose (#), circunscrita por areas
basofilicas representada por debris celulares (*). Presenca de trofozoitos de E. dispar (cabecas de
seta). Bar= 50um. (C) Abscesso hepético amebiano (A) produzido pela cepa ACFN em associagdo com
a Escherichia coli enteropatogénica - EPEC (A). Bar= 200um. (D) Maior aumento da figura anterior
demonstrando a necrose (#), circunscrita por areas basofilicas representada por debris celulares (*).
Presenca de trofozoitos de E. dispar (cabecas de seta). Bar= 50um. P=Parénquima nao necrosado.
Hematoxilina e Eosina.
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Figura 6: Histopatologia do figado de hamsters inoculados com a cepa ADO de E. dispar
associados ou ndo com a EPEC. (A) Abscesso hepatico amebiano (A) produzido pela cepa ADO.
Bar= 100um. (B) Maior aumento da figura anterior demonstrando a necrose (#), circunscrita por areas
basofilicas representada por debris celulares (*). Presenca de trofozoitos de E. dispar (cabecas de
seta). Bar= 50um. (C) Abscesso hepético amebiano (A) produzido pela cepa ADO em associagdo com
a Escherichia coli enteropatogénica - EPEC (A). Bar= 200um. (D) Maior aumento da figura anterior
demonstrando a necrose (#), circunscrita por areas basofilicas representada por debris celulares (*).
Presenca de trofozoitos de E. dispar (cabecas de seta). Bar= 50um. P=Parénquima nao necrosado.
Hematoxilina e Eosina.



Tabela 2: Analise semi-quantitativa da inflamacéo e do parasitismo.
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Grupo | Score daintensidade da Score da intensidade do
inflamacgéo parasitismo
0 I I 1 p* |0 I Il [l p*
(%) | (%) | (%) | (%) (%) [ (%) | (%) | (%)
ACFN |50 |50% | 0% 0% 63% |37 0% 0%
% o % o
o o
ACFN- [0% [12% [88% |0% | S [0% |0% |25% |75% | 8
EPEC
ADO 0% | 50% |50% | 0% 33% |33 34% | 0%
% % -
ADO- 12 | 38% | 50% | 0% § 24% | 50 13% | 13% Eo
EPEC | % © %
0 = Auséncia de inflamacao ou parasitismo, | = Inflamagé&o ou parasitismo discreto, Il = Inflamacéo ou
parasitismo moderado, lll — Inflamag¢do ou parasitismo intenso, (%) = percentual de animais

categorizados no referido score. (p*= 0,0008) Inflamac&o ACFN vs ACFN-EPEC, Teste Mann-Whitney;
(p*= 0,0002) Trofozoitos ACFN vs ACFN-EPEC, Teste Mann-Whitney; (p*= > 0,9999) Inflama¢do ADO
vs ADO-EPEC/ (p*= 0,81), Teste Mann-Whitney; Trofozoitos ADO vs ADO-EPEC, Teste T nédo-
pareado. vs= versus.
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Grafico 9: Efeito da associac¢éo in vitro da Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) com as
cepas ACFN e ADO de Entamoeba dispar sobre a inflamagéo e parasitismo hepéticos. A) ACFN:
Cultura da cepa ACFN néo associada a EPEC. ACFN-EPEC: Cultura da cepa ACFN associada a
EPEC, **p=0,0014. B) ACFN: Cultura da cepa ACFN n&o associada a EPEC. ACFN-EPEC: Cultura da
cepa ACFN associada a EPEC, ***p= 0,0004 C) ADO: Cultura da cepa ADO néo associada a EPEC.
ADO-EPEC: Cultura da cepa ADO associada a EPEC, p=>0,9999. D) ADO: Cultura da cepa ADO nao
associada a EPEC. ADO-EPEC: Cultura da cepa ADO associada a EPEC, p=0,81. A, B e C) Teste de
Mann-Whitney. Resultados expressos em mediana e interquartis. D) Teste T ndo-pareado. Resultados
expressos em média e SEM.
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Figura 7: Histopatologia do figado de hamsters inoculados com as cepas ACFN e ADO de E.
dispar associadas ou ndo com a EPEC. (A) Area de inflamag&o (*) produzida pela cepa ACFN. Bar=
50um. (B) Area de inflamac&o (*) produzida pela cepa ACFN associada & EPEC. Nota-se alguns
trofozoitos em meio a inflamac&o (cabecas de seta). Bar= 50um (C) Area de inflamagéo (*) produzida
pela cepa ADO. Bar= 50um. (D) Area de inflamac&o (*) produzida pela cepa ADO associada a EPEC.
Nota-se alguns trofozoitos em meio a inflamacgéo (cabecas de seta). Bar= 50um. P=Parénquima néo
necrosado. Hematoxilina e Eosina.
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Gréfico 10: Area de necrose produzida pelas cepas ACFN e ADO de Entamoeba dispar em
associacdo ou ndo com a EPEC. A) ACFN: Cultura ndo associada. ACFN-EPEC: cultura associada
a EPEC. p=<0,0003. B) ADO: Cultura ndo associada. ADO-EPEC: cultura associada a 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 parénquima hepatico de hamsters

infectados com as cepas ACFN e ADO de E. dispar associadas ou nao a EPEC

Apbs 18 horas de associacao 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 (Gréfico 11 A, B e C). Além disso,
foi observado aumento significativo da atividade de MPO do grupo ACFN-EPEC em
comparacao aos grupos Salina (0,03) (0,02—-0,06), p= 0,004, e, EPEC (0,04) (0,01—-
0,06), p= 0,02 (Grafico 11 A). A associacdo da EPEC a cepa ADO néo 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 (Gréfico 12 A, B e C). Também
foi observado aumento significativo da atividade de: MPO do grupo ADO em
comparacao 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 (Grafico 12 A e B).
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Gréfico 11: Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), N-acetyl-B-glucosaminidase (NAG) e
peroxidase de eosinéfilos (EPO) da cepa ACFN de Entamoeba dispar em associacdo ou ndo a
Escherichia coli enteropatogénica (EPEC). A) MPO grupos: Salina = NaCL 0,9%; EPEC: Somente
bactéria; ACFN: cultura ndo associada; ACFN-EPEC: Cultura associada & EPEC. B) NAG grupos:
Salina = NaCl 0,9%; EPEC: Somente bactéria; ACFN: cultura ndo associada; ACFN-EPEC: Cultura
associada a EPEC. C) EPO grupos: Salina = NaCL 0,9%; EPEC: Somente bactéria; ACFN: cultura ndo
associada; ACFN-EPEC: Cultura associada a EPEC. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001. A)
Teste Kurskal-Wallis. Resultados expressos em mediana, minimo e maximo. B e C) Teste One-way
ANOVA. Resultados expressos em média + SEM.
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Gréfico 12: Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), N-acetyl-B-glucosaminidase (NAG) e
peroxidase de eosinoéfilos (EPO) da cepa ADO de Entamoeba dispar em associagdo ou néo a
Escherichia coli enteropatogénica (EPEC). A) MPO grupos: Salina = NaCl 0,9%; EPEC: Somente
bactéria; ADO: cultura ndo associada; ADO-EPEC: Cultura associada a EPEC. B) NAG grupos: Salina
= NaCL 0,9%; EPEC: Somente bactéria; ADO: cultura ndo associada; ADO-EPEC: Cultura associada
a EPEC. C) EPO grupos: Salina = NaCL 0,9%; EPEC: Somente bactéria; ADO: cultura ndo associada;
ADO-EPEC: Cultura associada a EPEC. *p<0,05 e ***p<0,001. A) Teste Kurskal-Wallis. Resultados
expressos em mediana, minimo e maximo. B e C) Teste One-way ANOVA. Resultados expressos em
média + SEM.

5.7 Comparacgao da atividade de MPO, NAG e EPO no parénquima hepatico de

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

Na analise 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 comparacao a 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

(Grafico 13 A e B). N&o foi observada diferenca 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
(Grafico 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 (Grafico 13 A e B).

A) 6 % B) 2.5- *
: * 320 s
& -
07T o O 15 —
a9 ™
s E =3
o o 1.04 1T
o 24 o
o G 0.5
o o
D 1 1 1 00 1 1
SALINA ACFN ADO SALINA ACFN ADO
C) 1.2-
[=]
®
2 101 1
[ +]
o T
i E gg
(=]
(=]
o T
a 0.6

T T T
SALINA ACFN  ADO

Grafico 13: Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), N-acetyl-B-glucosaminidase (NAG) e
peroxidase de eosindéfilos (EPO) entre as cepas ACFN e ADO de Entamoeba dispar. A) MPO
grupos: Salina = NaCL 0,9%; ACFN: in6culo com a cepa ACFN; ADO: in6culo com a cepa ADO. B)
NAG grupos: Salina = NaCL 0,9%; ACFN: in6culo com a cepa ACFN; ADO: in6culo com a cepa ADO.
C) EPO grupos: Salina = NaCL 0,9%; ACFN: in6culo com a cepa ACFN; ADO: in6culo com a cepa
ADO. Cultura associada a EPEC. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001. A e C) Teste Kurskal-Wallis.
Resultados expressos em mediana, minimo e maximo. B) Teste One-way ANOVA. Resultados
expressos em média = SEM.

5.8 Comparacado entre as atividades de MPO, NAG e EPO no parénquima

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

Na andlise 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
diferenca no padrao de atividade delas. Em relacao a atividade de MPO, NAG e EPO
da cepa ACFN, foi observado um aumento significativo da atividade de NAG em

relacdo a MPO, ndo havendo nenhuma diferenca 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 (Grafico
14 A). Em relacado a atividade de MPO, NAG e EPO da cepa ADO, foi observado um
aumento significativo da atividade de MPO em relacéo a EPO, ndo havendo nenhuma
diferenca 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 (Gréfico 14 B).
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Grafico 14: Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), N-acetyl-B-glucosaminidase (NAG) e
peroxidase de eosinéfilos (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, minimo e maximo. B) Teste One-way ANOVA. Resultados
expressos em média = SEM.
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5.9 Analise de correlagao entre a atividade de MPO e a area de necrose no grupo
ACFN
Foi encontrada correlagéo positiva entre a atividade da enzima MPO e a area

de necrose da cepa ACFN (p=0,01; r=0,60).
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Grafico 15: Analise de correlacdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) com a &rea de
necrose dos grupos ACFN e ACFN-EPEC. p=0,01; r=0,60. Correlacdo de Spearman.

5.10 Expressao relativa das citocinas IL-5, IL-10, IL-12, IFNy e TGF-$ do figado
de hamsters inoculados com as cepas ACFN e ADO de E. dispar associadas ou

ndo a EPEC.
Diante da ocorréncia de problemas para determinar a expressao relativa das

citocinas, tal analise sera repetida posteriormente.
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6 DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da EPEC sobre as cepas ACFN,
ADO e VEJ de E. dispar, comparando 0s grupos associados aos ndo-associados a
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
trofozoitos amebianos da cepa ACFN frente a associagcao, a expressao in vitro dos
fatores de viruléncia lectina ligante de Gal/GalNAc, CP2, APA e APC das culturas das
cepas ACFN, ADO e VEJ associadas ou ndo a EPEC, no parénquima hepético de
hamsters experimentalmente infectados com as cepas ACFN e ADO associadas ou
ndo a EPEC, a expressao dos fatores de viruléncia lectina ligante de Gal/GalNAc,
CP2, APA e APC, a area de necrose hepatica, a histopatologia e atividade das
enzimas MPO, NAG e EPO. Vale ressaltar que até o momento, ndo foram realizados
estudos avaliando a influéncia da EPEC em cepas de E. dispar. Os achados mais
relevantes deste estudo foram que as cepas de E. dispar sdo influenciadas de
maneiras diferentes pela EPEC. A cepa ACFN quando associada a EPEC demonstrou
aumentar os fatores de viruléncia lectina ligante de Gal/GalNAc e CP2, a area de
necrose e inflamacédo hepatica, e, de induzir o aumento da atividade enzimética de
MPO, NAG e EPO. Em contrapartida, a influéncia da EPEC a cepa ADO néo levou ao
aumento dos mesmos fatores de viruléncia, nem diferencas da area de necrose,
inflamacéo e para as atividades das enzimas MPO e EPO.

Os trofozoitos utilizam a lectina ligante de Gal/GalNAc para se ligarem aos
eritrécitos, fazendo com que eles se tornem arredondados e crenados, levando a
externalizacdo da molécula de fosfatidilserina destas células, para assim, fagocita-las
(BOETTNER et al., 2005). O ensaio de eritrofagocitose € utilizado para estimar, de
forma qualitativa, a viruléncia dos trofozoitos, sendo util na diferenciacao das espécies
E. dispar e E. histolytica (TALAMAS-LARA et al., 2014). A E. dispar possui menor
capacidade de eritrofagocitose do que a E. histolytica, devido a menor capacidade de
adesdao de eritrocitos 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, ndo ha diferencas significativas (DA SILVA et al., 2021). Logo, 0 método

ndo demonstrou ser tdo eficaz na avaliacdo da viruléncia 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 a EPEC e néo
foram observadas diferencas significativas entre o grupo ACFN e ACFN-EPEC,
demonstrando que o método também parece ndo ser o mais adequado para avaliar a
viruléncia das cepas de E. dispar em simbiose com bactérias enteropatogénicas.

Os trofozoitos da E. dispar e E. histolytica, durante a colonizacéo intestinal,
fagocitam bactérias, células do hospedeiro e outros contetidos do limen intestinal,
podendo ou nao levar o desenvolvimento de lesdes (CHRISTY; PETRI, 2011). A
simbiose entre amebas e outros organismos vivos vém sendo estudada ao longo dos
anos, e as bactérias parecem contribuir para o desenvolvimento de lesdes pela E.
dispar (COSTA et al., 2006). Estudos j& identificaram que na presenca de bactérias
entéricas e enteropatogénicas, as amebas sédo capazes de aumentar a expressao de
fatores de viruléncia, tais como a lectina ligante de Gal/GalNAc e as cisteina
proteinases, importantes fatores de viruléncia amebianos que contribuem para a
patogénese dos trofozoitos (FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2021;
SINGH; NAIK; NAIK, 2004).

A axenizacdo e monoxenizagao sao técnicas que possibilitam a avaliacdo da
relacdo entre os trofozoitos e bactérias, sendo a primeira a eliminacdo completa da
microbiota indigena do paciente com uso de antibiéticos, e a segunda, a eliminagéo
das bactérias (ao uso de antibiéticos) e adicdo do protozoario Crithidia fasciculata um
tripanossomatideo ndo patogénico (COSTA et al., 2006). Estudos realizados com
cultivos axénicos e monoxénicos de E. dispar revelaram que, na presenca de
bactérias entéricas no cultivo, os trofozoitos sdo capazes de provocar lesdes
hepaticas experimentais, e, em contrapartida, na auséncia delas ndo ha o
desenvolvimento de lesbes (COSTA et al., 2006; ESPINOSA CANTELLANO;
CASTANON GUTIERREZ; MARTINEZ-PALOMO, 1997). Além disso, o indculo
isolado de bactérias da microbiota indigena ndo levou ao desenvolvimento
experimental de lesbes hepaticas em hamsters (COSTA et al., 2006; DA SILVA et al.,
2021). A interacdo da EPEC aumentou a viruléncia de trofozoitos da cepa HM1:MSS
de E. histolytica com a EPEC, levando ao aumento de destruicdo das monocamadas
de células CaCO2 (Células de adenocarcinoma colorretal humano, utilizada como
modelo de barreira epitelial intestinal) (FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2019). No

presente estudo utilizamos cepas polixénicas de E. dispar, sendo estas associadas a
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microbiota indigena do paciente ao qual foram isoladas e a EPEC, e, as cepas ACFN
e ADO foram capazes de desenvolver lesdes amebianas no figado de hamsters
infectados, assim como outros estudos ja realizados (DA SILVA et al.,, 2021;
SHIBAYAMA; et al., 2007). Além disso, o figado de hamsters inoculados somente com
a bactéria EPEC ndo apresentaram lesdes, reforcando que a patogenicidade das
lesGes obtidas na associacao se deu pelos trofozoitos de E. dispar.

A lectina ligante de Gal/GalNAc é um importante fator de viruléncia utilizado
pelos trofozoitos da E. dispar e E. histolytica para se ligarem a camada de mucina do
intestino grosso e colonizarem o hospedeiro, além de possuir homologia com a
molécula CD19, sendo capaz de impedir a formacdo do complexo de ataque a
membrana C5b-C9, contribuindo para a evasdo amebiana do sistema imune (HAQUE
et al.,, 2003). O gene Gal/GalNAc esta relacionado com o desenvolvimento da
amebiase invasiva, e sintetiza um heterodimero composto por subunidades leve,
intermediéaria 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 superficie dos enterécitos, o
gue precede a morte celular da célula do hospedeiro (LEROY et al.,, 1995). A
transferéncia também ocorre para hepatécitos, células sinusoidais e inflamatdrias.
Todas as células do hospedeiro que apresentaram a lectina ligante de Gal/GalNAc em
sua superficie ou citoplasma apresentavam sinais de dano celular, reforcando a
importancia desta como fator de viruléncia, ndo somente na amebiase intestinal, mas
também na invasiva (PACHECO, 2004). Além disso, a lectina foi encontrada em
hepatocitos localizados em regifes mais distantes da presenca de trofozoitos,
inferindo que a molécula se difunde no parénquima hepatico (PACHECO, 2004).

Diante da analise in vitro da expressao relativa da lectina ligante de Gal/GalNAc
em culturas de E. dispar associadas ou ndo a EPEC, o grupo ACFN-EPEC apresentou
maior expressao do que o ACFN, o grupo ADO-EPEC apresentou uma diminuicdo em
relacdo ao ADO, e, o grupo VEJ-EPEC e VEJ ndo foram observadas diferencas
significativas. A cepa ADO de E. dispar ja foi associada a bactéria Salmonella enterica
subsp. Enterica serovar typhimurium (S. typhimiurium) e a expressao da lectina ligante
de Gal/GalNAc foi avaliada, demonstrando aumento para a cultura associada a
enterobactéria (OLIVEIRA et al., 2021), 0 que nos permite observar que a associacao
da cepa com diferentes espécies de bactérias pode levar respostas diferentes pelos
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trofozoitos, no que tange os fatores de viruléncia. Além disso, foi observado que a
cepa ADO associada a S. typhimurium aumentou a area de lesao intestinal em ratos
infectados (OLIVEIRA et al., 2021). A andlise in vivo da expressdo da lectina
Gal/GalNAc demonstrou padréo diferente da in vitro, pois a cepa ADO associada a
EPEC nao alterou sua expressdo da molécula. Costa e colaboradores (2006), em
estudo avaliando a patogenicidade de cepas polixénicas de E. dispar através da
inoculagédo hepéatica em hamsters e avaliacdo do efeito citopatico em células da
linhagem VERO (células epiteliais), ndo observaram correlagédo entre os experimentos
in vitro e in vivo, foram capazes de desenvolver lesdes experimentais, indicando a
possibilidade de mecanismos diferentes de patogenicidade e/ou interacdo com as
células do hospedeiro (COSTA et al., 2006). Possivelmente a lectina ligante de
Gal/GalNAc é um dos principais fatores envolvidos na expansdo da necrose hepatica
por trofozoitos de E. dispar associados a EPEC, visto que no experimento in vivo foi
observado aumento da area de necrose do grupo ACFN-EPEC quando comparado
ao ACFN, mas nado houve diferencas entre os grupos ADO e ADO-EPEC, o que
paralelamente parece influenciar o padrdo da expressdo da lectina ligante de
Gal/GaNAc de cada grupo. Trofozoitos com a funcdo interrompida da lectina
Gal/GalNAc levam a formacdo de menores focos inflamatérios ao redor dos vasos
sanguineos hepaticos, o que se associa também ao baixo influxo de neutréfilos e
macrofagos, e, auséncia de fator de necrose tumoral, demonstrando o papel
imunogénico da lectina (BLAZQUEZ et al., 2007).

As cisteina proteinases sdo enzimas importantes na patogénese da amebiase,
e desempenham diversos processos essenciais a invasdo amebiana: degradam a
camada de mucina, importante barreira inata epitelial, permitindo assim o contato de
trofozoitos com a mucosa; degradam as moléculas colageno, laminina e outros
componentes da matriz extracelular, contribuindo para a motilidade amebiana no
parénquima; e; degradam as proteinas séricas do complemento, C3a e Cba,
reduzindo de certa forma a atividade inflamatoria (HAQUE et al., 2003; QUE; REED,
1997, 2000; REED et al., 1995). Os isotipos CP1, CP2 e CP5 sao responsaveis por
cerca de 90% da atividade de todas as CPs das amebas (BRUCHHAUS et al., 1996).
Curiosamente observados diferengcas na expresséo relativa da CP2 no cultivo das
cepas ACFN, ADO e VEJ de E. dispar associadas a EPEC. Houve diminuicdo da
expressdo da CP2 dos grupos ACFN e ADO quando comparados aos grupos ACFN-
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EPEC e ADO-EPEC, respectivamente, enquanto ndo foram observadas diferencas
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
expressdo da CP2. Ainda mais interessante foi a observagao da expressao da CP2
no parénquima hepatico de hamsters infectados com as cepas ACFN e ADO de E.
dispar, associados ou ndo a EPEC: o grupo ACFN-EPEC expressou mais CP2 quando
comparado ao grupo ACFN, e, o grupo ADO e ADO-EPEC n&o apresentaram
nenhuma diferenga significativa.

Corroborando com os resultados ja encontrados por Costa e colaboradores
(2006), a viruléncia das cepas de E. dispar sdo diferentes quando se comparam 0s
perfis in vivo e in vitro. Paralelamente, foi observado aumento da area de necrose do
grupo ACFN-EPEC quando comparado ao EPEC e nenhuma diferenca entre os
grupos ADO e ADO-EPEC, o que se assemelha ao padrdo da expresséo da CP2 das
mesmas cepas no experimento in vivo. A superexpressao de CP2 em trofozoitos de
E. dispar e E. histolytica foi capaz de aumentar a destruicdo de monocamadas de
células CHO, mas ndo aumentou a capacidade eritrofagocitose e nem a area de
abscesso hepatico experimental (HELLBERG et al., 2001). Apesar de estudo prévio
ndao demonstrar que a CP2 possa estar envolvida na patogénese do AHA, nossos
achados demonstram que a CP2 pode ter relacdo com o processo, visto que a
comparacao do grupo ACFN-EPEC ao ACFN no experimento in vivo evidenciamos
aumento da expressdo relativa de CP2 e de necrose do parénquima hepatico.
Corroborando com 0s nossos achados, um estudo avaliando amostras de AHA
humanos evidenciou que, nestas amostras, ocorreu uma superexpressao das CPs 2
e 5, demonstrando importancia destas CP2 na patogénese da doenca, visto que
contribuem para a mobilidade dos trofozoitos e depresséo do sistema imune. Estudo
evidenciou que a cepa ADO de E. dispar associada a S. typhimuriu aumentou in vitro
a expressao de CP5 (OLIVEIRA et al., 2021), demonstrando mais uma vez que
diferentes bactérias influenciam de maneiras diferentes os trofozoitos de E. dispar.

As amebaporos sao proteinas semelhantes a NK-lisina, capazes de formar
poros na membrana de células do hospedeiro, correspondendo a um importante fator
de viruléncia. Possuem trés isoformas, A, B e C, sendo a APA a fragdo com maior
atividade (LEIPPE, 1995). A E. dispar € 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 0s
amebaporos A e B da E. histolytica, respectivamente. Além disso, as isoformas
possuem A, B e C possuem 95%, 91% e 88% de semelhanca entre as espécies,
respectivamente (NICKEL et al., 2001).

Um estudo de viruléncia e patogenicidade utilizando a cepa mutante HM-
1:IMSS de E. histolytica, deficiente de APA, verificou que na auséncia deste fator de
viruléncia ndo havia o desenvolvimento de AHAs em hamsters, nem com indculos
contendo alta concentracdes de trofozoitos (1 milhdo de trofozoitos por figado de
hamster) (BUJANOVER et al., 2003). Nossos resultados verificaram uma auséncia
de expressdo de amebaporo A das cepas ACFN e ADO, em todos 0s grupos, com ou
sem a associacdo a EPEC, nos experimentos in vitro e in vivo. Apesar disto, todos os
grupos experimentais desenvolveram leses amebianas tipicas, o que nos leva a
pensar que este fator de viruléncia ndo € um dos principais envolvidos na patogénese
hepatica pela E. dispar. Recentemente foi observado que a cepa HM1:MSS de E.
histolytica em interacdo com a EPEC aumentou a expressdo de APA (FERNANDEZ-
LOPEZ et al., 2019). As isoformas A das E. dispar e E. histolytica possuem 81% de
semelhanca na composicdo de aminoacidos (NICKEL et al., 2001), o que também
pode explicar a diferenca de comportamento biolégico entre as espécies.

DAS e colaboradores (1999) avaliaram a expressao das amebaporos entre a
E. dispar e E. histolytica e ndo observaram a expressédo da APC (DAS; DEBNATH;
MURNOZ, 1999). Em contrapartida, estudos identificaram a presenca desta isoforma
em culturas de trofozoitos de E. dispar (OLIVEIRA et al., 2021), assim como 0 n0SSO
presente trabalho. Apesar disto, ndo houve diferenca na expresséao relativa da APC
entre os grupos ACFN e ACFN-EPEC, e, ADO e ADO-EPEC. Logo, a EPEC néo
influenciou nem positivamente, nem negativamente a expressao deste fator de
viruléncia. Estudo ja 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
despolarizacéo de lipossomas mais rapidamente que as outras isoformas, e 0s canais
inseridos da membrana bacteriana sdo menores, contribuindo para um menor efeito
bactericida (LEIPPE et al., 1994).

Os trofozoitos séo capazes de fagocitar células, tais como bactérias e células

do hospedeiro. Apos a fagocitose de bactérias, elas sédo encontradas no citoplasma
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de trofozoitos, cobertas de amebaporos e desintegradas (ANDRA; HERBST; LEIPPE,
2003). As amebaporos sdo capazes de lisar bactérias gram-positivas e gram-
negativas, sendo a membrana plasmatica o primeiro alvo. A lise € mais eficiente para
as bactérias gram-positivas do que nas gram-negativas, provavelmente por estas
Gltimas apresentarem composi¢cao quimica diferente, como o lipopolissacarideo, 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 concentracdo de amebaporos para
sofrerem lise, corroborando com os resultados ja encontrados (ANDRA; HERBST;
LEIPPE, 2003). Apesar disto, estudos ja observaram que a E. coli é importante para
0 crescimento amebiano, pois fornece suporte nutricional para os trofozoitos
(MENDOZA-MACIAS et al., 2009).

A comparacao da expressao da lectina ligante de Gal/GalNAc, CP2 e da APC
entre as cepas ACFN e ADO de E. dispar ndo nos mostrou diferencas significativas
para nenhum dos fatores de viruléncia descritos anteriormente. Estudo realizado pelo
NOSSO grupo ja evidenciou claramente diferenca na patogenicidade das cepas MCR,
ACFN, ICS, ADO, e VEJ de E. dispar (DA SILVA et al., 2021). Certamente os fatores
de viruléncia estdo envolvidos na diferente capacidade de provocar lesdes de cada
uma destas cepas. Entretanto, fizemos a determinacdo da expresséao relativa dos
genes dos fatores de viruléncia lectina ligante de Gal/GalNAc, CP2, APA e APC em
parénguima hepatico de hamsters eutanasiados 3 dias ap0s a infec¢do. Previamente,
NOsso grupo ja havia identificado que ao terceiro dia de infec¢édo hepatica experimental
em hamster, as cepas ACFN e ADO nao apresentaram diferenca significativa para
area de necrose hepética desenvolvida (DA SILVA et al., 2021). Entretanto, a area de
tecido de granulacao da cepa ADO foi maior quando comparado a cepa ACFN, ao
terceiro dia de infeccdo. Isto nos mostra que a cepa ADO j& apresentava ao terceiro
dia sinais de reparo tecidual. No oitavo dia apos a infec¢éo a &rea de necrose da cepa
ACFN ja era significativamente maior do que a cepa ADO (DA SILVA et al., 2021), o
gue nos leva a associar que, provavelmente, os fatores de viruléncia da cepa ACFN
seriam mais expressos com maior tempo de infeccdo, e que esta diferenca néo foi
observada no nosso estudo devido entre a infeccdo e a eutanasia especificados (3

dias).
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As cepas ACFN e ADO de E. dispar foram isoladas de individuos assintomatico
e portador de colite ndo disentérica, respectivamente. Previamente, a cinética
realizada por nosso grupo evidenciou que a cepa isolada do individuo assintomatico
(ACFN) € substancialmente mais patogénica do que da isolada do individuo
sintomatico (ADO) (DA SILVA et al., 2021). Nosso estudo demonstrou que a cepa
ACFN parece aumentar o seu potencial patogénico na presenca da EPEC, o que foi
observado durante a macroscopia, ha observagédo de maiores areas de AHA no grupo
ACFN-EPEC, quando comparado ao ACFN. Para os hamsters inoculados com os
grupos ADO e ADO-EPEC, ndo foram observadas diferencas macroscopicas no
tamanho das lesdes hepaticas, o que nos permite inferir que a EPEC nao teria a
mesma influéncia sobre esta cepa. Tal observacao foi confirmada através da anélise
morfométrica da necrose hepética, onde observamos aumento da necrose hepética
do grupo ACFN-EPEC em relacdo ao EPEC, e, nenhuma diferenca da area de
necrose do grupo ADO e ADO-EPEC. Vale ressaltar que ndo foram observadas
alteracdes macroscépicas no figado dos hamsters inoculados com os grupos Salina e
EPEC, demonstrando que as lesdes encontradas nos grupos ACFN, ACFN-EPEC,
ADO e ADO-EPEC foram decorrentes da acao de trofozoitos.

Diante da analise histopatolégica, observamos a presenca de zonas de necrose
de liguefacdo, representada por material amorfo e acidofilico granuloso, e que as
vezes apresentava pequenos depodsitos basofilicos de calcificagdo. Tais zonas se
apresentavam circunscritas por zona de debris celulares, com a presencga de grande
guantidade de nucleos em picnose, cariorrexe e caridlise. Foram encontrados
inmeros trofozoitos localizados em meio a zona de necrose. Nossos resultados estao
de acordo com a literatura cientifica (COSTA et al., 2000; DA SILVA et al., 2021,
FURST et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2021). Adicionalmente observamos que, além
da diferenca da area de necrose das cepas ACFN e ADO de E. dispar quando
comparadas a EPEC, houve diferenca entre o padrdo inflamatorio das cepas
associadas. Os grupos ACFN, ACFN-EPEC, ADO e ADO-EPEC apresentaram de
discreto a moderado infiltrado inflamatério misto composto principalmente por
neutréfilos e macréfagos. O grupo ACFN-EPEC apresentou maior infiltrado
inflamatoério em relacéo ao grupo ACFN, e uma intensidade de parasitismo maior. Para
grupo ADO e ADO-EPEC néo foram observadas diferencas semi-quantitativas, nem

no infiltrado inflamatorio, nem na intensidade do parasitismo. Estudos evidenciaram
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gue apobs a inoculagao intraportal de trofozoitos em figado de hamsters, eles séo vistos
rapidamente nos sinusoides hepaticos e cercados por neutrofilos. Os trofozoitos sao
capazes de lisar as células inflamatorias, levando a liberagdo de mediadores
inflamatorios, causando a morte de hepatécitos ao redor deles e dos mais distantes.
(STANLEY; REED, 2001).

Resultados controversos tém sido publicados a cerca do papel da imunidade
na patogénese da amebiase. No AHA, o infiltrado inflamatério é discreto quando se
compara a extensa zona de necrose (TSUTSUMI; MARTINEZ-PALOMO, 1988).
Apesar disto, ha deplecédo de neutrofilos, camundongos experimentalmente infectados
apresentam AHAs maiores em relacao aos ndo depletados (STANLEY; REED, 2001).
Estudo avaliando a infeccdo hepética experimental de E. dispar e E. histolytica em
camundongos tratados com dexametasona observou que 0S grupos
imunossuprimidos de ambas as espécies apresentavam significativamente menor
area de necrose e menor numero de trofozoitos, o que sugere que a inflamacgéo
contribui para a multiplicagdo de trofozoitos (COSTA et al., 2011). Possivelmente, a
inflamagéo parece estimular a transcricdo dos fatores de viruléncia amebianos,
levando a amplificacdo da lesdo. Corroborando com os dados acima descritos, a
EPEC aumentou a expressdo da lectina ligante de Gal/GalNAc da cepa ACFN,
importante fator de viruléncia que € capaz de lisar células alvo. Como consequéncia
aumentou o recrutamento de células imunes, evidenciada pela analise histopatoldgica
semi-quantitativa, e as zonas de debris celulares, o que nos permite inferir que houve
um aumento da morte de células inflamatérias. A associacdo da EPEC a cepa ACFN
pareceu contribuir com a multiplicacao de trofozoitos no parénquima hepatico. Além
do efeito citolitico dos trofozoitos, a liberacdo dos mediadores inflamatérios parece
contribuir também para a expanséo do AHA.

A infiltracdo e atividade de leucdcitos em tecidos pode ser avaliada através da
atividade das enzimas: mieloperoxidase (MPO), presentes nos granulos dos
neutrofilos; N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG), presente no citoplasma de
macrofagos; e; eosinodfilo peroxidase (EPO), presente nos granulos dos eosindfilos
(BAILEY, 1988; LANNA et al., 2020; NOGUEIRA et al., 2016). Além da associacao
da EPEC as cepas ACFN e ADO de E. dispar levar a diferentes niveis de infiltrado
inflamatorio, também foi observada diferenca no perfil de ativacdo de neutrofilos,
macrofagos e eosinofilos. 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 neutréfilos séo o
tipo celular mais importante durante os estagios iniciais de infeccdo amebiana e,
quando devidamente ativados, eliminam alguns trofozoitos através da ativagédo de
mecanismos oxidativos e ndo oxidativos, tais como a formacéo de NETs (Neutrophil
extracellular traps), degranulacéo celular, geracéo de radicais livres (O2-, H202, HOCI)
e ativacdo de enzimas como a MPO e a NADPH-oxidase (CAMPOS-RODRIGUEZ et
al., 2016). A enzima MPO se liga a superficie dos trofozoitos e é capaz de realizar
atividade amebicida utilizando do peroxido de hidrogénio produzido pelas proprias
amebas. Além disso, leva a alteracGes da forma do trofozoito, bem como alteracdes
como intensa vacuolizagao citoplasmética, alteracdes nucleares e lise dos trofozoitos
por ruptura da membrana plasméatica (PACHECO-YEPEZ et al., 2011). Durante o
periodo inicial de 3-6 horas de infeccéo hepatica pela E. histolytica, a quantidade de
neutréfilos aumenta significativamente, mas, com a evolucdo do AHA, a expressao
génica e a atividade de MPO diminuem (CRUZ-BAQUERO et al., 2017). Outro fato
importante é que, anticorpos anti-MPO sdo capazes de inibir a lise de trofozoitos,
demonstrando que tal enzima tem um papel importante no combate da infeccéo
(PACHECO-YEPEZ et al., 2011).

Nos estagios finais da amebiase invasiva, a MPO é ineficaz, pois os hepatdcitos
consomem grande quantia de oxigénio e criam um ambiente anaerdbio, com
consequente auséncia de perdxido de hidrogénio (CAMPOS-RODRIGUEZ et al.,
2009). Acreditamos que o aumento da MPO do grupo ACFN-EPEC gquando
comparado ao grupo ACFN se deu por uma reacéo do hospedeiro frente ao aumento
dos fatores de viruléncia lectina ligante de Gal/GalNAc e CP2, e, da intensidade do
parasitismo. A correlacdo positiva entre a area de necrose e a atividade de MPO nos
leva a hipotese de que a relacdo EPEC/ACFN parece contribuir para a resisténcia dos
trofozoitos, mesmo com o aumento da resposta imune do hospedeiro.

Outro fato importante € que, a MPO, ao terceiro dia de infec¢do, foi pouco
expressa nos grupos Salina e EPEC, o que evidencia que a alta atividade de MPO no
grupo ACFN-EPEC esta relacionado com a simbiose entre as espécies, e nao o efeito
bactericida da enzima.

A enzima NAG é expressa principalmente por macréfagos e, apesar da
diferenca da atividade das cepas ADO e ACFN associadas a EPEC, ndo mostrou
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contribuir para o aumento do AHA. A enzima EPO é capaz de induzir a geracéo de
espécies reativas de oxigénio e favorecer acdes citotoxicas contra parasitos
(ACHARYA; ACKERMAN, 2014). A atividade da EPO pareceu nao contribuir para o
aumento da leséo hepatica diante da associacédo da EPEC com as cepas de E. dispar
estudadas. De fato, os neutrdfilos sdo a primeira linha de defesa frente a infeccéo
amebiana e bacteriana (CAMPOS-RODRIGUEZ et al., 2009, 2016; CRUZ-BAQUERO
etal., 2017; PACHECO-YEPEZ et al., 2011).

Ainda assim, quando comparamos a atividade das enzimas entre 0S grupos
ACFN e ADO, verificamos que o grupo ADO ao terceiro dia de infeccdo apresenta
maior atividade de MPO e NAG do que o grupo ACFN, o que demonstra que a infeccao
pela cepa ACFN de E. dispar parece nao ativar as células imunes, possibilitando a
evasdo do sistema imune pelos trofozoitos, de alguma maneira. Paralelamente
podemos comparar com o0s 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 importancia do sinergismo entre
as diferentes espécies de patdégenos. Os trofozoitos sédo capazes de fagocitar
bactérias de vérias familias, tais como as da Lactobacilaceae, Clostridiaceae,
Bifidobacteriaceae, Enterobacteriaceae, dentre outras (FERNANDEZ-LOPEZ et al.,
2019; GALVAN-MOROYOQUI et al., 2008; IYER et al., 2019). Ainda ndo sabemos
como ocorrem tais interacdes, e nem sobre a especificidade delas. Ao parece, as
interacBes se mostram mais complexas do se imagina. IYER e colaboradores (2019)
observaram que as bactérias vivas da familia 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 figado dos hamsters infectados, mas néo contribuiu da mesma forma para
a cepa ADO.

Foi sugerido que a infeccdo intestinal pelos protistas E. histolytica, Giardia
duodenalis e Blastocystis hominis podem levar a mudangas no microbioma intestinal,
com a presenca de comunidades de bactérias diferentes. Analises do microbioma
intestinal de pacientes infectados com a E. histolytica demonstraram aumento de

bactérias do género Bifidobacterium e deplecdo de bactérias prevalentes, como



83

Bacterioides, Lactobacillus, entre outros. A diminuicdo das bactérias benéficas leva o
individuo a um quadro de disbiose, o que pode favorecer a invasao do epitélio pelos
trofozoitos (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 sé@o diferentes, o que pode explicar o comportamento biolégico diferente de
cada uma delas, conforme ja elucidado em trabalhos do nosso grupo (DA SILVA et
al., 2021; OLIVEIRA et al., 2021; SHIBAYAMA, et al., 2007).

Estudos prévios demonstraram aumento da expresséo de fatores de viruléncia,
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 enteropatogénica
(FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2019; GALVAN-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 biologico. Diante
dos nossos resultados, reforcamos que a interacao entre microrganismos nao ocorre
somente a nivel espécie-espécie, mas também cepa-espécie. Diferentes cepas de
uma mesma espécie podem se comportar de maneiras diferentes em associacao a

diversos microrganismos.
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7 CONCLUSOES E CONSIDERAGOES FINAIS

Nosso estudo demonstrou que a interacdo da EPEC com as cepas ACFN e
ADO de E. dispar influenciou a expressao génica da lectina ligante de Gal/GalNAc e
da cisteina proteinase 2, a atividade enzimética de MPO, NAG e EPO e, na
capacidade de influenciar a intensidade das lesGes hepéticas. O figado dos hamsters
inoculados somente com a EPEC nédo desenvolveu o abscesso hepatico amebiano,
evidenciando que o mesmo foi produzido somente pela acédo de E. dispar. Além disso,
nossos modelos de associagdo in vitro e in vivo demosntraram diferengcas na
expressdo dos fatores de viruléncia, sugerindo que os mesmos poderiam estar
envolvidos na patogénese das lesGes hepaticas.

Acreditamos que estas importantes descobertas ajudardo a elucidar os
mecanismos de simbiose entre microrganismos, ndo somente a nivel espécie-
espécie, mas em niveis mais complexos, como cepa-espécie. Além disso, poderéo
contribuir para elucidar os mecanismos de viruléncia e patogenicidade utilizados por
E. dispar no provavel desenvolvimento de doenca no intestino e figado de seres
humanos e no desenvolvimento de lesbes experimentais em associacdo a

enterobactérias patogénicas.
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Abstract

Amoebiasis is a disease caused by Entamoeba histolytica that affects the
large intestine of humans, and can sometimes cause extra-intestinal lesions.
Entamoeba dispar is another amoeba species considered commensal, although
it has been identified in patients presenting with dysenteric and nondysenteric
colitis, and amoebic liver abscess. Amoebic virulence factors are essential for the
invasion and development of lesions. There is evidence showing that association
of enterobacteria with amoebic trophozoites contributes to increased expression
of amoebic virulence factors. Enteropathogenic Escherichia coli is an important
diarrhea-causing bacterium with high incidence rates in the world population,
enabling it to interact with Entamoeba sp. in the same host.
In this context, this study aims to evaluate the influence of enteropathogenic
Escherichia coli on ACFN e ADO Entamoeba dispar strains by quantifying the
expression of virulence factors galactose/N-acetyl-D-galactosamine-binding
lectin, cysteine proteinase 2 and amoebapores A and C, evaluating the
progression and morphological aspect of amoebic liver abscess, and the profile
of inflammatory cells. Our results demonstrated that the interaction between
EPEC and ACFN Entamoeba dispar strains was able to increase the expression
of virulence factors, as well as the lesion area and the activity of the inflammatory
infiltrate. However, the association with the ADO strain did not influence the
expression of virulence factors. Together, our results demonstrate that the
interaction between EPEC, ACFN and ADO Entamoeba dispar strains resulted
in differences in in vitro and in vivo gene expression of Gal/GalNAc-binding lectin
and CP2, in enzymatic activities of MPO, NAG and EPO, and consequently in the

ability to cause lesions.
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Keywords: Entamoeba dispar; Amoebic liver abscess; enteropathogenic
Escherichia coli; galactose/N-acetyl-D-galactosamine-binding lectin; cysteine

proteinase 2; Amoebapores.

Introduction

Amoebiasis is a disease caused by the non-flagellated protozoan
Entamoeba histolytica (SHIRLEY; WATANABE; MOONAH, 2019; STANLEY, 2003;
WHO/PAHO/UNESCO, 1997) which is among the 15 leading causes of diarrhea
affecting children up to two years of age. In some regions of the world, the
prevalence of this disease can reach 40%, but since it is a neglected disease,
there are no accurate estimates that help define the real epidemiological
parameter (SHIRLEY; WATANABE; MOONAH, 2019).

Entamoeba dispar was recognized as a species in 1997
(“WHO/PAHO/UNESCO, 1997). Among the species of the genus Entamoeba, E.
dispar is the most prevalent (49.4%), followed by E. histolytica (32.3%) (DOS
SANTOS ZANETTI et al., 2021). Despite being considered a non-invasive
species, E. dispar has been detected in samples from patients with amoebic liver
abscess (XIMENEZ et al., 2010), dysenteric colitis (GRAFFEO et al., 2014), non-
dysenteric colitis (COSTA et al., 2000) and polyxenic cultures were able to cause
colitis and amoebic liver abscess (ALA) in experimental animals.

Proteins present on the surface of trophozoites are related to lesion
development in the host (BLAZQUEZ et al., 2007; ESPINOSA-CANTELLANO;
MARTINEZ-PALOMO, 2000; XIMENEZ et al., 2017). Although E. histolytica and
E. dispar share 6,134 genes, surface protein expression is different in the
species, with the former species expressing a higher number of proteins
(WILSON et al., 2019). One of these proteins is the galactose and N-acetyl-D-
galactosamine-binding lectin (Gal/GalNAc), which has fewer heavy subunit
sequences in E. dispar compared to E. histolytica. It is used for adhesion of
trophozoites to the mucin layer and to the epithelial cells of the large intestine,
inactivates complement proteins, and possesses lytic capacity, leading to host
cell death (HAQUE et al., 2003; PETRI; HAQUE; MANN, 2002; WILSON et al.,
2019). The Gal/GalNAc gene synthesizes a heterodimer composed of a light
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35kDa, an intermediate 150kDa and a heavy 170kDa subunit, and it is related to
the production of invasive amoebiasis, as is the cysteine proteinases gene
(WILSON et al., 2019).

Cysteine proteinases (CPs) assist trophozoites in their penetration of the
intestinal mucosa by degrading mucoprotein 2 (MUC-2), a glycoprotein secreted
by goblet cells that functions as a mechanical barrier of the villi. In addition, CPs
degrade elastin, fibrinogen, laminin, and collagen, aiding the parasite's motility in
the extracellular matrix, and degrade proteins such as the anaphylotoxins C3a
and C5a, leading to a reduction in the inflammatory response (QUE; REED, 1997;
REED et al.,, 1995; SEYDEL* et al., 1998).

Amoebapores are pore forming proteins of 4-5 kDa and have three
isoforms, A (APA), B (APB) and C (APC) (LEIPPE; MULLER-EBERHARD, 1994).
They are structurally and functionally similar to NK-lysin, a polypeptide produced
by natural killer cells and CD8* T lymphocytes, capable of performing cytolytic
activity (BRUHN et al., 2003). Compared to NK-lysin, amoebapores have five
times higher pore-forming capacity, due to their more hydrophobic structure
(BRUHN et al., 2003). In addition, they can cause lysis in various host cells, such
as enterocytes and hepatocytes (LEIPPE; ANDRA; MULLER-EBERHARD,
1994).

Studies have shown that bacteria from the host microbiota are able to
interact with parasites, and this action could influence the parasite-host
relationship (YURCHENKO; LUKES, 2018). In fact, an experimental study
involving monoxenic and polyxenic E. dispar strains found that the polyxenic
culture, in which bacteria from the indigenous microbiota of the patient from which
it was isolated are also present, was able to perform cytopathic effect and
produce experimental lesions in hamsters, as was E. histolytica (COSTA et al.,
2006). These observations reinforce the idea that bacteria from the gut microbiota
and even exogenous bacteria could influence E. dispar trophozoites. The
association between microorganisms can be observed as a community of
species that undergo different selection pressures. An organism within a host can
be mutualistic (both benefit from the relationship), parasitic (one-sidedness of
benefits, where the parasite spoliates the host), or commensal (one-sidedness of
benefits, but without spoliation of the host) (DHEILLY et al., 2019).
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Experimental intestinal and hepatic lesions using E. dispar strains are
obtained only when the culture is associated with the intestinal microbiota of the
individual from which it was isolated (polyxenic culture) (COSTA et al., 2006,
2010a, 2007,2010b, 2011; DA SILVA et al., 2021; FURST etal., 2002; OLIVEIRA
et al., 2015, 2021). This strengthens the idea that bacteria modulate amoebic
trophozoites activity and favor the development of these experimental lesions
(COSTA et al.,, 2006).

Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) is a Gram-negative bacterium
that causes diarrhea (CLARKE et al., 2003; DEBORAH CHEN; FRANKEL, 2005;
PIRES et al., 2015). Since EPEC can be isolated from different sources, such as
processed and raw foods, domestic and wild animals, and natural environments
such as water and soil, the host can be easily infected (DE OLIVEIRA SOUZA et
al., 2016). Experimental models of co-infection of EPEC with other pathogens,
aimed at understanding the consequences of this association, have aroused the
interest of researchers (FERNANDEZ-LOPEZ et al, 2019; GALVAN-
MOROYOQUI et al., 2008; GORELIK et al., 2019; PAKPINYO et al., 2003).
Studies have shown that symbiosis between bacteria and amoebas can modulate
phenotypes, virulence properties and the pathogenicity of amoebas
(BHATTACHARYA et al., 1992; COSTA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2021;
SHIBAYAMA,; et al., 2007). However, the interaction process of Entamoeba sp.
with other microorganisms is still not understood, as well as its consequences.
Our research group recently found that the interaction between E. dispar and the
enterobacterium Salmonella typhimurium was able to increase the gene
expression of the amoebic virulence factors amoebapore A, cysteine proteinase-
5 and Gal/GalNAc-binding lectin. In addition, increased intensity of ulcerative
amoebic colitis was observed, with production of larger zones of erosion and
ulceration of the intestinal wall, increased intensity of the inflammatory infiltrate,
accompanied by increased expression of the pro-inflammatory mediators
cyclooxygenase 2, IL-1, and TNF-a (OLIVEIRA et al., 2021).

There are still many questions about the symbiosis between bacteria and
amoebae, and its probable influence on virulence and pathogenicity of
trophozoites in amoebiasis, especially on the experimental lesions produced by
E. dispar. In our study, we evaluated the influence of EPEC on ACFN and ADO

E. dispar strains by evaluating gene expression of amoebic virulence factors in
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vitro and in an experimental model of amoebic liver abscess. Our results
demonstrate that E. dispar strains respond differently to interaction with
enteropathogenic Escherichia coli. We found that the interaction of EPEC with
ACFN and ADO E. dispar strains showed different behavior regarding the gene

expression of virulence factors and consequently in the ability to cause lesions.

Materials and methods
Xenic strains of Entamoeba dispar

ACFN and ADO E. dispar strains were isolated by the Laboratory of
Amoebiasis of ICB/UFMG, and the confirmation of the species was performed
through zymodema, PCR and erythrophagocytosis capacity (DA SILVA et al.,
2021; GOMES et al., 2000). ACFN strain was isolated from an asymptomatic
patient in Belo Horizonte, Minas Gerais, and the ADO strain from a patient with
non-dysenteric colitis in Itacarambi (Xacriaba indigenous community), Minas
Gerais. The strains were stabilized under xenic conditions in Pavlova medium
modified by Silva & Mayrink (FELIX-SILVA; MAYRINK, 1974). In addition, the
choice of strains was based on their ability to reproduce in experimental models
tissue lesions characteristic of amoebiasis (COSTA et al., 2000, 2010a, 2007; DA
SILVA et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2021; SHIBAYAMA,; et al., 2007).

Enteropathogenic Escherichia coli strain

Enteropathogenic Escherichia coli strain (INCQS 00184) was kindly
provided by Professor Elisabeth Neumann and kept in the Laboratory of Ecology
and Physiology of Microorganisms, ICB/UFMG. The strain was resuspended in
BHI (Brain Heart Infusion) medium and maintained under aerobic conditions
without agitation for 18 hours at 37°C. The growth of the strain was evaluated,
and the concentration adjusted to 1 x 107 by serial dilution of the strain in sterile

0.89% saline solution.

In vitro association of E. dispar trophozoites with EPEC

ACFN and ADO E. dispar strains were transferred from conical tubes into
culture bottles in modified Pavlova medium (FELIX—SILVA; MAYRINK, 1974), and
kept in an incubator at 37°C for 32 hours. EPEC was associated at a

concentration of 1 x 108 colony forming units (CFU) in 10 uL, with the aid of a
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sterile pipette, in a laminar flow hood. The association was maintained for a
period of 18 hours at 37° (Figure 1A). After the interaction period, the supernatant
was discarded, and 3 mL of sterile phosphate-buffered saline (PBS) added. The
bottles were maintained on ice for 10 minutes, in order to detach the amoebic
trophozoites adhered to the bottle surface. Subsequently, the content was
transferred to 15 mL conical tubes, centrifuged at 1500 RPM for 5 minutes, the

supernatant discarded, and the same volume of PBS added.

Animals

Thirty-two male Syrian hamsters (Mesocricetus auratus), aged 45 days,
were obtained from the Animal Facility of Parasitology Department from the
Institute of Biological Sciences, Federal University of Minas Gerais (ICB/UFMG).
Thirty-two hamsters per strain (ACFN and ADO) were used, sixteen of each
group were infected with trophozoites and sixteen with trophozoites culture
associated with EPEC bacteria (Figure 1B). Animal experimentation was
conducted according to Brazilian guidelines regarding the use of animals in
research work and approved by the local Ethics Committee in Animal
Experimentation (CEUA/UFMG), protocol number 252/2018. Hamsters were
maintained in collective cages at the Experimental Animal Facility of the
ICB/UFMG with free access to water and food at a temperature of 23°C with a
light/dark cycle of 12 h/12 h.

Anesthesia and inoculum

Hamsters were intraperitoneally anesthetized using a combination of
xylazine 2% (10mg/Kg) and ketamine 5% (150mg/Kg). An abdominal incision of
approximately 1 cm was made for visualization of the liver. Eight hamsters from
each group were inoculated directly into the left lobe of the organ with 1 x 105
trophozoites of the ACFN and ADO E. dispar strains, and eight with the same
number of trophozoites associated with a concentration of 1 x 106 EPEC bacteria.
The same number of animals were inoculated with a concentration of 1 x 10°
EPEC bacteria, contained in 0.1mL of BHI medium, and 0.1 mL of saline (0.9%

sodium chloride solution).
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Necropsy, macroscopic analysis and collection of material

All hamsters were euthanized on the fourth day post-infection, by bleeding
under general anesthesia (combination of xylazine 2%-10 mg/kg and ketamine
5%—-150 mg/kg), to remove the inoculated lobe (Figure 1B). During the liver
removal, a macroscopic analysis was performed, with description of the lesions
and digitalization of the images. Subsequently, five slices of the left lobe were
sectioned: a) one soaked in RNAlater solution (Sigma-Aldrich, USA), for gene
expression analysis; b) three fixed in buffered formaldehyde (10%; pH 7.2), for
histopathology and morphometry; and; c) fresh for the determination of enzyme

activities.

Isolation of RNA and synthesis of complementary DNA (cDNA)
Trophozoites were collected from cultures associated or not with EPEC
and transferred to 2mL microtubes containing 1mL of TRIzol reagent (Invitrogen,
USA) for isolation of total RNA, according to the manufacturer's specifications.
The RNAlater solution was removed from the liver fragments, the tissue was
macerated, and the RNA extracted as well as that of the associated cultures. The
purity of the RNA was evaluated in Nanodrop 2000 spectrophotometer (Thermo
Cientific Inc., Bremen, Germany), using the wavelengths of 280-260 and 260-230
nm. The assay for each group (strain associated or not with EPEC) was
performed in triplicate. The production of cDNA was performed by the High-
Capacity kit (Applied Biosystems), using 1ug of RNA per sample, according to
the manufacturer's specifications. In addition, 1% agarose gel electrophoresis

was performed to evaluate the integrity of the RNA in the samples.

RT-qPCR assay for CP2 virulence factors and Gal/GalNAc lectin.

For the Polymerase Chain Reaction (PCR), the iTag Universal SYBR
Green Supermix 2x kit (Biorad Laboratories, Inc.) was used. For total reaction
mix volume of 10ul, Sul of SYBR Green Supermix, 2 ul of sample containing 100
ng of cDNA, 1.8 pl of nuclease-free water and 0.6 pl of the direct and reverse
primers of the virulence factors Gal/GalNAc-binding lectin, CP2, APA and APC
were used, as fully described in Table 1. Normalization of the results was based

on the expression levels of the constitutive genes beta-actin and GAPDH. The
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data were presented via relative expression level, using the method derived from
RQ (relative quantification) =E-22%4 (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

Histopathological analysis and morphometric analysis

After the fixation period, three liver slices were dehydrated, diaphanized,
infiltrated and embedded in paraffin, obtaining 4 um-thick sections for staining
with hematoxylin and eosin (H&E) for histopathological and digital morphometric
analysis. Lesions were described according to their intensity, topography, and the
presence of parasites. To evaluate the inflammation, a semi-quantitative analysis
was performed, where score 0 represented absence of inflammation and score
3, presence of intense inflammation. Similarly, parasitism was evaluated
considering score 0 as absence of trophozoites and score 3 as intense presence
of trophozoites. For morphometric analysis, all histological sections were
visualized using a 10x microscope objective from Axiolab Carl Zeiss
(Oberkochen, Germany), and all liver parenchyma present in the slides digitized
through the QColor3 microcamera—Olympus (Tokyo, Japan). Using the KS300
software (Carl Zeiss image analyzer), all areas of liver necrosis were interactively
delimited with the help of a cursor to calculate the area in um?, using algorithms
built in the same image analyzer (DA SILVA et al., 2021).

Biochemical evaluation of neutrophil, macrophage and eosinophil activity
in liver parenchyma

The evaluation of neutrophil activity in liver parenchyma was quantified by
myeloperoxidase (MPO) activity assay, eosinophil activity by eosinophil-
peroxidase (EPO) activity and macrophage activity by lysosomal enzyme N-
acetyl-B-D-glucosaminidase (NAG) activity, all performed according to previously
described method (OLIVEIRA et al.,, 2019). After homogenization of the liver
parenchyma (TissueLyser LT-Qiagen, Hilden, Germany), the homogenate was
centrifuged at 1500xg for 10min at 4°C, and the resulting sediment was examined
for MPO, EPO, and NAG. The results were expressed as optical densities (OD).

Statistical Analysis
Statistical analysis was performed using GraphPad Prism® 8.0 software
(GraphPad Software Inc.). The Shapiro-Wilk test was first used to check the
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distribution of the data. For the two-group analyses the paired t-test was used for
data categorized as parametric, and the Mann-Whitney test for non-parametric
data. For analyses of three or more groups, ANOVA tests were performed for
data categorized as parametric, and the Kruskal-Wallis test for non-parametric
data. The results are expressed as the mean + SEM when parametric and as the
median and interquartile range (25-75%) when nonparametric. Statistical

significance was established at p < 0.05.

Results
In vitro and in vivo association of EPEC with ACFN and ADO E. dispar
strains altered the gene expression of Gal/GalNAc-binding lectin and CP2
In order to verify the influence of EPEC on ACFN and ADO E. dispar
strains, we evaluated the expression of Gal/GalNAc, CP2, APA and APC in
cultures associated with the bacteria (in vitro) and liver fragments from hamsters
experimentally infected with the co-cultures (in vivo). The in vitro association of
EPEC with ACFN strain was able to increase Gal/GalNAc expression, while
causing reduction in ADO strain (Figure 1C and 1D), and on the other hand,
caused reduction of CP2 expression, for both strains (Figure 1E and 1F). In vivo
association of EPEC with the ACFN strain led to increased expression of
Gal/GalNAc and CP2 (Figure 1G and 1H), and for the ADO strain, no differences
in the expression of both virulence factors were observed. There was no
significant difference in the expression of APC of ACFN and ADO strains
associated with EPEC, either in vitro or in vivo. APA was not expressed in any of
samples analyzed. Collectively, these results suggest that E. dispar strains
respond differently to association with EPEC, as evidenced by differences in the

expression of virulence factors.

The ACFN and ADO E. dispar strains when associated with EPEC produce
lesions of different intensities

Macroscopic analysis of the liver lobe showed the presence of firm
yellowish-white areas or areas of low consistency. Hamsters infected with the
EPEC-associated ACFN strain showed visibly larger lesions compared to those
infected with the strain alone (Figure 2A and 2D). In the macroscopic

histopathological evaluation, there were no differences between the lesions
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observed in the liver of hamsters infected with the ADO strain associated or not
with EPEC (Figure 2G and 2J). In addition, there was a difference in ALA size
between ACFN and ADO strains when associated with EPEC, with larger areas
of lesions observed in hamsters infected with the associated ACFN strain (Figure
2D and 2J). All E. dispar strains evaluated were capable of producing amoebic
lesions, and microscopic histopathological analysis revealed zones of liquefactive
necrosis. The necrosis was characterized by the presence of acidophilic and
granular material, which sometimes presented with small basophilic calcification
deposits (Figure 2B, E, H and K). Cell debris with the presence of large numbers
of pyknotic nuclei, karyorrhexis and cells showing karyolysis were observed along
the entire length of the border of the necrosis zones (Figure 2 C, F, | and L). In
addition, in these regions we noted the presence of slight to moderate mixed
inflammatory infiltrate composed mainly of neutrophils and macrophages.
Numerous trophozoites were frequently visualized, located in the middle of the
necrosis (Figure 2 C, F, | and L). The qualitative analysis showed that the
necrosis observed in hamsters infected with ACFN strain associated or not with
EPEC occupied a greater extension of the liver parenchyma compared to the
ADO strain, associated or not with the bacteria. Semi-quantitative
histopathological analysis revealed that EPEC increased the inflammatory
infiltrate in the liver parenchyma and parasitism by the ACFN strain (Table 2).
However, the same was not observed for the ADO strain, with no differences in
inflammation or parasitism in the liver parenchyma of hamsters inoculated with
the strain associated or not with the bacteria (Table 2). Morphometric analysis of
the liver lesion showed a significant increase in the necrosis area of EPEC-
associated ACFN strain (Figure 3A), but no difference was observed when the
bacterium was associated with the ADO strain, corroborating the macroscopic
and histopathological observations already described. Together, these results
allow us to infer that E. dispar strains are capable of causing liver damage.
Moreover, the ACFN strain when associated with EPEC increases its

pathogenicity, causing greater ALA in all infected hamsters.

The leukocyte activation profile showed differences between infections
with ACFN and ADO strains associated or not with EPEC
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The association of EPEC with ACFN strain increased MPO, NAG and EPO
activity (Figure 3B, D and F), whereas the bacteria associated with ADO strain
decreased NAG activity (Figure 3E), suggesting that the two strains induce
inflammatory response with different cellular profiles when associated with
EPEC. The results show higher activity of neutrophils, macrophages and
eosinophils for the EPEC-associated ACFN strain, and decreased activity of
macrophages for the ADO strain when associated. A significant increase in MPO
activity was also observed in EPEC-associated ACFN strain, and in the ADO
strain, both compared to controls NI and EPEC (Figure 3B and C). In addition,
the levels of MPO showed a strong correlation with the ALA area found in
hamsters infected with the ACFN strain, suggesting the participation of neutrophil
activity in the pathogenesis of the amoebic lesion caused by this strain (Figure
3G). Anincrease in NAG activity was observed in the ACFN strain compared with
the control groups NI and EPEC (Figure 3D). A similar result was observed in
ACFN and ADO strains when associated with EPEC compared with Nl and EPEC
groups (Figure 3D and E). Furthermore, EPO activity showed a significant
increase in the ACFN strain when compared with NI and EPEC groups (Figure
3F). These results were consistent with what was observed in the histological
analyses, which identified a more exuberant inflammatory infiltrate in the ACFN
strain when associated with EPEC.

Discussion

Amoebiasis is a parasitic disease that presents intestinal clinical
manifestations, and sometimes presenting extra-intestinal clinical manifestations,
such as ALA (ABASSZADE et al., 2021, GUPTA et al., 2009; HAQUE et al., 2003;
SHENOQY et al., 2010; STANLEY, 2003). Although E. dispar is considered a
commensal species, some studies have shown that certain strains could be
capable of causing disease in experimental models and humans(COSTA et al.,
2006, 2007; DA SILVA et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2021; SHIBAYAMA, et al.,
2007; XIMENEZ et al., 2010). Studies involving bacteria and E. dispar strains
have shown that the interaction between these microorganisms can be a
determining factor in the lesions development and pathogenicity of amoebic
trophozoites in a host (COSTA et al., 2006; DA SILVA et al., 2021; GALVAN-
MOROYOQUI et al., 2008). In this study, we investigated whether the interaction
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between strains of E. dispar and enteropathogenic Escherichia coli, a diarrhea-
causing bacterium, could alter the expression of amoebic virulence factors, the
inflammatory profile, as well as alter the development of experimentally induced
ALA. We observed that the association of EPEC with ACFN and ADO E. dispar
strains was able to increase the in vitro gene expression of Gal/GalNAc-binding
lectin in the ACFN strain, and decrease it in the ADO strain. The analysis of in
vivo gene expression of the same virulence factor of associated strains showed
increased lectin expression in the ACFN strain, corroborating the in vitro results.
However, no difference was observed in in vivo gene expression of Gal/GalNAc-
binding lectin in the EPEC-associated ADO strain. These results demonstrate
that the behavior of the strains in vitro, in relation to virulence factors may differ
from the behavior evaluated in vivo. Indeed, a study that evaluated the
pathogenicity of polyxenic strains of E. dispar by cytopathic effect in vitro and
intrahepatic inoculation in hamsters, did not show a relationship between the
results of in vitro and in vivo experiments. This is because the trophozoites
showed moderate cytolytic capacity in vitro but were able to develop abscesses
as intense as those caused by E. histolytica (COSTA et al., 2006). Our study
corroborates the previous findings of Costa et al. (2006), suggesting the
possibility of differences in the mechanisms involved in pathogenicity when
evaluated in vitro and in vivo. Probably one of the important elements would be
the parasite-host interaction, allowing different results for each E. dispar strain.
The Gal/GalNAc-binding lectin is used by trophozoites to adhere to the
mucus layer and colonize the large intestine (HAQUE et al., 2003). Studies show
that trophozoites transfer the intact lectin or part of it to the surface of epithelial
cells, preceding the death of the target cells (LERQY et al., 1995). This transfer
is also observed in in vivo and in vitro models in hepatocytes. Pacheco (2004)
demonstrated through immunohistochemical analysis for Gal/GalNAc-binding
lectin, that it was present in trophozoites, as well as in hepatocytes, in sinusoidal
and inflammatory cells. Moreover, the authors verified that the cells
immunolabeled with the lectin showed signs of cellular damage. Another study
demonstrated that blocking the Gal/GalNAc-binding lectin with monoclonal
antibody was not able to prevent trophozoite adhesion, but blocked its cytotoxic
effect, contributing to the demonstration that this molecule is strongly linked to
the cytolytic effect (SAFFER; PETRI, 1991). In our study, the association with
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EPEC contributed to a significant increase in the area of ALA caused by the
ACFN strain. However, the same result was not observed when the association
of EPEC with the ADO strain was evaluated. We suggest that the Gal/GalNAc-
binding lectin of the ACFN strain, associated or not with EPEC, was one of the
main virulence factors that led to the formation of larger necrotic areas in
hamsters infected with this strain. Indeed, in the present study and in others from
our research group (DA SILVA et al,, 2021; OLIVEIRA et al., 2021), it is reported
that different strains of E. dispar show different pathogenicity and virulence.

Cysteine proteinases are enzymes capable of digesting proteins from the
extracellular matrix, which contributes to the invasion of the intestinal epithelium
and dispersion of trophozoites in the parenchyma (QUE; REED, 2000). In our
study, as observed in relation to lectin, the relative gene expression of CP2 in the
in vitro and in vivo association models also showed differences when considering
the same strain. The association of EPEC with ACFN and ADO strains in vitro
decreased the expression of CP2, while in vivo we observed increased
expression only in the ACFN strain. These results corroborate previous results
regarding Gal/GalNAc-binding lectin, reinforcing the hypothesis of the difference
in parasite-host interaction when different strains are evaluated. Furthermore, we
suggest that the properties of CP2 also contributed to the increased ALA area
caused by the EPEC-associated ACFN strain. Indeed, studies by other
researchers support the hypothesis that EPEC bacteria induce virulence in
amebic trophozoites. The authors found that the interaction of EPEC with the
HM1:IMSS E. histolytica strain, contributed to the increased virulence of the
trophozoites. Co-infection between the species led to increase in vitro destruction
of CaCO2 cells and increased expression of the virulence factor genes
Gal/GalNAc-binding lectin, APA and cysteine proteinases 1 to 5 (FERNANDEZ-
LOPEZ et al., 2019).

Amoebapores are described as proteins present in Entamoeba sp. similar
to the NK-lysine of NK cells, and they have three isoforms (A: APA, B: APB; and;
C: APC). They act on the host cells by forming pores in the cell membrane and
are an important factor in the virulence (BRACHA; NUCHAMOWITZ,
MIRELMAN, 2003; LEIPPE, 1995; LEIPPE et al., 2005; ZHANG et al., 2004). E.
dispar also produces the same isoforms with lower activity, being APA and APB

corresponding to 56% and 57% lower activity than the same isoforms from E.
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histolytica, respectively. Furthermore, the A, B and C isoforms have 95%, 91%
and 88% structural homology, respectively, between these two species (NICKEL
et al., 2001). Bujanover et al. (2003) evaluated the virulence and pathogenicity of
the APA-deficient mutant HM1:IMSS E. histolytica strain and found that in the
absence of APA, there is no development of ALA in hamsters, nor with inocula
containing high concentrations of trophozoites. In our study, we did not observe
significant differences in the in vitro and in vivo expression of APA or APC in both
E. dispar strains evaluated when associated or not with EPEC. We suggest that
APA or APC in our experimental model of ALA did not play an important role in
the pathogenesis of liver parenchymal lesions caused by E. dispar strains.
Recently our research group reported that the association of MCR, ADO
and VEJ E. dispar strains with the enterobacterium Salmonella typhimurium
increased gene expression of amoebic virulence factors APA, CP5 and
Gal/GalNAc-binding lectin. Furthermore, the increased expression of these
virulence factors correlated with increased intensity of ulcerative amoebic colitis
and inflammatory infiltrate, produced larger zones of erosion and ulceration,
accompanied by increased expression of pro-inflammatory mediators
cyclooxygenase 2, IL-1 and TNFa (OLIVEIRA et al., 2021). In our study, the
association of EPEC with E. dispar strains also contributed to the hypothesis that
the interaction of pathogenic bacteria can increase the intensity of amoebic liver
necrosis. We observed that the association of EPEC with E. dispar strains was
able to increase the ALA area only in the ACFN strain. No significant increase in
ALA size was observed when the association with ADO was evaluated. In
relation to inflammatory infiltrate, we found that it had a higher proportion in the
liver parenchyma of hamsters infected with the ADO strain, associated or not with
EPEC. When the lesions caused by the ACFN strain associated or not with EPEC
were evaluated, no significant differences were observed in the infammatory
infiltrate. We suggest that probably the scarcity of inflammatory infiltrate in lesions
caused by the ACFN strain is due in part to the death of inflammatory cells caused
by trophozoites, evidenced by the presence of larger areas occupied with cell
debris (BRUHN et al., 2003; BUJANOVER et al., 2003; LEIPPE; ANDRA,;
MULLER-EBERHARD, 1994; LEROY et al., 1995; PACHECO, 2004).
Regarding the cell activation profile in amoebic lesion, we observed

differences between infections associated with EPEC. The association of EPEC
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with ACFN strain was able to increase the levels of MPO, NAG and EPO, while
the association with ADO strain only contributed to a reduction in NAG activity.
The MPO enzyme, when in contact with the surface of trophozoites, is capable
of amebicidal activity using the hydrogen peroxide produced by the amoebas
themselves (PACHECO-YEPEZ et al., 2011). A previous study evaluating ALA
reported that in the first 3 hours after intrahepatic inoculation with E. histolytica,
neutrophil numbers increased significantly, but after this period ALA evolution
and MPO activity decreased (CRUZ-BAQUERO et al., 2017). Recently, it was
found that infection with EPEC alone is also able to increase the neutrophilic
inflammatory infiltrate and MPO enzyme activity (LEDWABA et al., 2020).
However, at the time of infection evaluated in our study, the increase in MPO
activity is related to the amoebic infection, since the evaluation of hamsters only
infected with EPEC showed low activity of this enzyme. Furthermore, we found
that the interaction between EPEC and ACFN E. dispar strains significantly
increased the level of MPO activity, demonstrating greater action of neutrophils.
Neutrophils are the most important cell type during the early stages of amoebic
infection. If properly activated, they can eliminate some trophozoites by activating
oxidative and non-oxidative mechanisms, such as the formation of NETs
(neutrophil extracellular traps), cell degranulation, free radical generation (07,
H202, HOCI), and activation of enzymes such as MPO and NADPH oxidase
(CAMPOS-RODRIGUEZ et al., 2016). We suggest that the increase in
neutrophilic activity in liver damage in two hamsters that were submitted to
infection with two EPEC-associated ACFN strain trophozoites is due to the host
response to trophozoites that show increased virulence by association.
Eosinophil peroxidase is the most abundant cationic protein in the specific
granules of eosinophils, and it is known to induce the generation of reactive
oxygen species, performing cytotoxic actions against parasites (ACHARYA;
ACKERMAN, 2014). In our study, we found that EPO activity increased only in
the liver lesion of hamsters infected with EPEC-associated ACFN strain
trophozoites, probably because of the increased virulence of ACFN trophozoites
after interaction with EPEC. The lysosomal enzyme NAG is found in
macrophages and used as a marker to evaluate the activity of this cell (BAILEY,
1988). In NAG quantification, a similar result to that observed with MPO and EPO

was demonstrated. In our study, we recorded increased NAG activity in the liver
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parenchyma of hamsters that were subjected to infection with trophozoites of the
EPEC-associated ACFN strain. This result reinforces the hypothesis that relates
the increased cellular activity as a result of the increased virulence of trophozoites
of this strain after interaction with EPEC. In addition, we observed a positive
correlation between the area of necrosis and the activity of the MPO enzyme
related to the ACFN strain (associated and not to EPEC), showing that the higher
the enzyme activity, the larger the zone of liver necrosis. Collectively these
results, together with other results recorded in our study, demonstrate that ALA
development is related to the distinct biological behavior of E. dispar strains
studied here, and in their ability to interact with EPEC. In addition, the host
immune response to trophozoites is also responsible for contributing to ALA
development. Finally, our results reiterate the importance of synergism between
different species of pathogens. Trophozoites are able to phagocytize bacteria
from several families, such as Lactobacilaceae, Clostridiaceae,
Bifidobacteriaceae, Enterobacteriaceae, and others. We still have no knowledge
about the possible mechanisms involving these interactions, nor about their
specificity. Previous studies have demonstrated increased expression of
virulence factors, such as Gal/GalNAc-binding lectin, amoebapores and cysteine
proteinases in E. histolytica and E dispar strains when associated with
enterobacteria, such as Salmonella typhimurium, Shigella dysenteriae and
enteropathogenic Escherichia coli (FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2019; GALVAN-
MOROYOQUI et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2021). Most studies involve only one
strain of E. histolytica or E. dispar, which is a limiting factor for the study of
biological behavior. Given our results, we reinforce that the interaction between
microorganisms occurs not only at the species-species level, but also at the
strain-species level, enhancing the theory that there is a heterogeneity in the
biological behavior of different E. dispar strains (DA SILVA et al., 2021). Different
strains of the same species can behave in different ways in association with
different microorganisms.

Thus, our study evidenced that the interaction of EPEC with ACFN and
ADO E. dispar strains resulted in differences in in vitro and in vivo gene
expression of Gal/GalNAc-binding lectin and CP2, differences in the enzymatic
activities of MPO, NAG and EPO, and consequently in the ability to cause lesions.

We believe that these important findings will help elucidate the mechanisms of
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symbiosis between microorganisms, at the species-to-species as well as strain-
to-species level. In addition, they will help clarify the virulence and pathogenicity
mechanisms used by E. dispar trophozoites in the development of diseases in
the intestine (GRAFFEO et al., 2014) and liver (XIMENEZ et al., 2010) of humans,
as well as in the development of experimental lesions in association with
pathogenic enterobacteria (FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2019; GALVAN-
MOROYOQUI et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2021).
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Legends

Figure 1 - Effect of in vitro and in vivo association of enteropathogenic
Escherichia coli (EPEC) on gene expression of the virulence factors
Gal/GalNAc-binding lectin (Gal/GalNAc), cysteine proteinase 2 (CP2) and
amoebapore C (APC) of E. dispar:

The relative expression of Gal/GalNAc, CP2 and APA genes of E. dispar were
performed in associated cultures or not (in vitro), and in liver parenchyma
samples from hamsters experimentally infected with pure and associated E.
dispar cultures (in vivo).The association time of E. dispar cultures to EPEC was
18 hours. A) Experimental design of co-infection in vitro. B) Experimental design
of E. dispar strains infection, with or without EPEC association and subsequent
euthanasia. C) to F): Unpaired Student's t test. Results represented by mean *
S.E.M. G) and H): Mann-Whitney test. Results represented by median, minimum

and maximum. *p<0.05 and **p<0.01, n=5.

Figure 2 — Macroscopy and histopathology of Amoebic liver abscess (ALA)
from hamster liver inoculated with ADO and ACFN strains of E. dispar,
associated or not with EPEC:

Macroscopy of the liver showing areas of firm or low consistency (arrows)
yellowish-white necrosis in the groups: A) Hamster inoculated with 100,000
trophozoites of ACFN strain. B) Amoebic liver abscess (A) produced by ACFN
strain. Bar= 100pum. C) Higher magnification of the previous figure demonstrating
necrosis (#), circumscribed by basophilic areas represented by cell debris (*).
Presence of E. dispar trophozoites (arrowheads). Bar= 50um. D) Hamster
inoculated with 100,000 trophozoites of ACFN strain associated with
enteropathogenic Escherichia coli (EPEC). E) Amoebic liver abscess (A)
produced by ACFN strain in association with enteropathogenic Escherichia coli -
EPEC. F) Higher magnification of the previous figure demonstrating necrosis (#),
circumscribed by basophilic areas represented by cell debris (*). Presence of E.
dispar trophozoites (arrowheads). Bar= 50um. G) Hamster inoculated with
100,000 trophozoites of ADO strain. H) Amoebic liver abscess (A) produced by
ADO strain. Bar= 100um. 1) Higher magnification of the previous figure

demonstrating necrosis (#), circumscribed by basophilic areas represented by
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cell debris (*). Presence of E. dispar trophozoites (arrowheads). Bar= 50um. J)
Hamster inoculated with 100,000 trophozoites of ADO strain associated with
enteropathogenic Escherichia coli (EPEC). K) Amoebic liver abscess (A)
produced by ADO strain in association with enteropathogenic Escherichia coli -
EPEC. L) Higher magnification of the previous figure demonstrating necrosis (#),
circumscribed by basophilic areas represented by cell debris (*). Presence of E.
dispar trophozoites (arrowheads). Bar= 50um. P= Non-necrotic Parenchyma. All

histological sections were stained with Hematoxylin and Eosin.

Figure 3 - Effect of enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) on amoebic
liver abscess and the enzymatic activity of neutrophils, macrophages and
eosinophils from hamsters inoculated with ADO and ACFN strains of E.
dispar, associated or not with EPEC. Digital morphometry of the necrosis area
and the activity of MPO, NAG and EPO enzymes were performed in the liver
parenchyma samples of hamsters experimentally infected with E. dispar,
associated or not with EPEC, after four days of infection. The association time of
E. dispar cultures with EPEC was 18 hours. A): Mann-Whitney test. Results
represented as median, minimum and maximum. B and C): Kruskall-Wallis test.
Results represented by median, minimum and maximum. D, E and F): One-way
ANOVA test. Results expressed as mean and S.EM. G): Spearman's
Correlation. Results expressed as r (p=0.01). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 and
****p<0.0001.

References
ABASSZADE, J. H. et al. Amoebic colitis: A case series of a recurring missed
diagnosis. JGH Open, v. 5, n. 3, p. 404-407, 22 mar. 2021.

ACHARYA, K. R.; ACKERMAN, S. J. Eosinophil Granule Proteins: Form and
Function. Journal of Biological Chemistry, v. 289, n. 25, p. 17406-17415,
jun. 2014.

BAILEY, P. J. [29] Sponge implants as models. Em: [s.I: s.n.]. p. 327-334.

116



W~y W

659
660
661

662
663
664
665

666
667
668

669
670
671
672

673
674
675

676
677

678
679

680
681
682

683
684
685
686

117

BHATTACHARYA, A. et al. Modulation of a surface antigen of Entamoeba
histolytica in response to bacteria. Infection and Immunity, v. 60, n. 4, p.
1711-1713, abr. 1992.

BLAZQUEZ, S. et al. Initiation of inflammation and cell death during liver
abscess formation by Entamoeba histolytica depends on activity of the
galactose/N-acetyl-d-galactosamine lectin. International Journal for
Parasitology, v. 37, n. 3—4, p. 425-433, mar. 2007.

BRACHA, R.; NUCHAMOWITZ, Y.; MIRELMAN, D. Transcriptional Silencing of
an Amoebapore Gene in Entamoeba histolytica : Molecular Analysis and Effect
on Pathogenicity. Eukaryotic Cell, v. 2, n. 2, p. 295-305, abr. 2003.

BRUHN, H. et al. Amoebapores and NK-lysin, members of a class of
structurally distinct antimicrobial and cytolytic peptides from protozoa and
mammals: a comparative functional analysis. Biochemical Journal, v. 375, n.
3, p. 737-744, 1 nov. 2003.

BUJANOVER, S. et al. A virulence attenuated amoebapore-less mutant of
Entamoeba histolytica and its interaction with host cells. International Journal
for Parasitology, v. 33, n. 14, p. 1655-1663, dez. 2003.

CAMPOS-RODRIGUEZ, R. et al. A review of the proposed role of neutrophils in

rodent amebic liver abscess models. Parasite, v. 23, p. 6, 15 fev. 2016.

CLARKE, S. C. et al. Virulence of Enteropathogenic Escherichia coli , a Global
Pathogen. Clinical Microbiology Reviews, v. 16, n. 3, p. 365-378, jul. 2003.

COSTA, A. O. et al. Comparison of Xenic and Monoxenic Entamoeba dispar
Cultures Using Hepatic Inoculation in Hamster. Archives of Medical
Research, v. 31, n. 4, p. S247-S248, jul. 2000.

COSTA, A. O. et al. Pathogenicity of Entamoeba dispar under xenic and
monoxenic cultivation compared to a virulent E. histolytica. Revista do
Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo, v. 48, n. 5, p. 245-250, out.
2006.



W~y W

687
688
689

690
691
692

693
694
695

696
697
698

699
700
701

702
703
704

705
706
707

708
709

710
711
712

713
714
715

COSTA, C. A et al. Entamoeba histolytica and E. dispar trophozoites in the
liver of hamsters: in vivo binding of antibodies and complement. Parasites &
Vectors, v. 3, n. 1, p. 23, 26 dez. 2010a.

COSTA, C. A. X. etal. Morphometric study of the hepatic lesions experimentally
induced in hamsters by Entamoeba dispar and E. histolytica. Parasite, v. 14, n.
4, p. 329-334, 15 dez. 2007.

COSTA, C. A. X. et al. Histopathological and immunohistochemical study of the
hepatic lesions experimentally induced by Entamoeba dispar. European

Journal of Histochemistry, v. 54, n. 3, p. 39, 26 ago. 2010b.

COSTA, C. A. X. et al. Influence of inflammation on parasitism and area of
experimental amoebic liver abscess: an immunohistochemical and

morphometric study. Parasites & Vectors, v. 4, n. 1, p. 27, 28 dez. 2011.

CRUZ-BAQUERGO, A. et al. Different behavior of myeloperoxidase in two rodent
amoebic liver abscess models. PLOS ONE, v. 12, n. 8, p. e0182480, 10 ago.
2017.

DA SILVA, C. A. V. et al. South American Entamoeba dispar strains produce
amoebic liver abscesses with different pathogenicities and evolutionary kinetics.
Acta Tropica, v. 224, p. 106114, dez. 2021.

DEBORAH CHEN, H.; FRANKEL, G. Enteropathogenic Escherichia coli:
unravelling pathogenesis. FEMS Microbiology Reviews, v. 29, n. 1, p. 83-98,
jan. 2005.

DHEILLY, N. M. et al. Parasite microbiome project: Grand challenges. PLOS
Pathogens, v. 15, n. 10, p. 1008028, 10 out. 2019.

DOS SANTOS ZANETTI, A. et al. Diversity, geographical distribution, and
prevalence of Entamoeba spp. in Brazil: a systematic review and meta-analysis.
Parasite, v. 28, p. 17, 30 mar. 2021.

ESPINOSA-CANTELLANO, M.; MARTINEZ-PALOMO, A. Pathogenesis of
Intestinal Amebiasis: From Molecules to Disease. Clinical Microbiology
Reviews, v. 13, n. 2, p. 318-331, abr. 2000.

118



W~y W

716
717
718

719
720
721

722
723

724
725
726

727
728
729

730
731
732

733
734
735

736
737
738

739
740

741
742
743
744

FELIX-SILVA, E.;: MAYRINK, W. Estudos sobre a Entamoeba moshkovskii . I -
Novos focos em diversos tipos de cole¢des hidricas no Brasil € no Uruguai.
Rev. Inst. Med. trop. Sdo Paulo, p. 203-221, jul. 1974.

FERNANDEZ-LOPEZ, L. A. et al. Entamoeba histolytica Interaction with
Enteropathogenic Escherichia coli Increases Parasite Virulence and

Inflammation in Amebiasis. Infection and Immunity, v. 87, n. 12, dez. 2019.

FURST, C. et al. Biological aspects of a Brazilian strain of Entamoeba dispar.
Pathologica, v. 94, n. 1, p. 22-7, fev. 2002.

GALVAN-MOROQOYOQUI, J. M. et al. The Interplay between Entamoeba and
Enteropathogenic Bacteria Modulates Epithelial Cell Damage. PLoS Neglected
Tropical Diseases, v. 2, n. 7, p. €266, 23 jul. 2008.

GOMES, M. A. et al. Characterization of Entamoeba histolytica and Entamoeba
dispar by Biological, Biochemical, and Molecular Parameters. Archives of
Medical Research, v. 31, n. 4, p. S249-S250, jul. 2000.

GORELIK, O. et al. Vibrio cholerae autoinducer-1 enhances the virulence of
enteropathogenic Escherichia coli. Scientific Reports, v. 9, n. 1, p. 4122, 11
dez. 2019.

GRAFFEOQO, R. et al. Entamoeba dispar : A Rare Case of Enteritis in a Patient
Living in a Nonendemic Area. Case Reports in Gastrointestinal Medicine, v.
2014, p. 1-3, 2014.

GUPTA, S. S. et al. Acute fulminant necrotizing amoebic colitis: a rare and fatal
complication of amoebiasis: a case report. Cases Journal, v. 2, n. 0, 1 set.
2009.

HAQUE, R. et al. Amebiasis. New England Journal of Medicine, v. 348, n. 16,
p. 1565—-1573, 17 abr. 2003.

LEDWABA, S. E. et al. Enteropathogenic Escherichia coli Infection Induces
Diarrhea, Intestinal Damage, Metabolic Alterations, and Increased Intestinal
Permeability in a Murine Model. Frontiers in Cellular and Infection
Microbiology, v. 10, 17 dez. 2020.

119



W~y W

745
746

747
748

749
750
751
752

753
754
755

756
757
758

759
760
761

762
763

764
765

766
767
768
769

770
771
772
773

LEIPPE, M. Ancient weapons: NK-lysin, is a mammalian homolog to pore-

forming peptides of a protozoan parasite. Cell, v. 83, n. 1, p. 17-18, out. 1995.

LEIPPE, M. et al. Ancient weapons: the three-dimensional structure of

amoebapore A. Trends in Parasitology, v. 21, n. 1, p. 57, jan. 2005.

LEIPPE, M.; ANDRA, J.; MULLER-EBERHARD, H. J. Cytolytic and antibacterial
activity of synthetic peptides derived from amoebapore, the pore-forming
peptide of Entamoeba histolytica. Proceedings of the National Academy of
Sciences, v. 91, n. 7, p. 2602—-2606, 29 mar. 1994.

LEIPPE, M.; MULLER-EBERHARD, H. J. The pore-forming peptide of
Entamoeba histolytica, the protozoan parasite causing human amoebiasis.
Toxicology, v. 87, n. 1-3, p. 5-18, fev. 1994.

LEROQY, A. et al. Contact-dependent transfer of the galactose-specific lectin of
Entamoeba histolytica to the lateral surface of enterocytes in culture. Infection
and Immunity, v. 63, n. 11, p. 4253-4260, nov. 1995.

LIVAK, K. J.; SCHMITTGEN, T. D. Analysis of Relative Gene Expression Data
Using Real-Time Quantitative PCR and the 2-AACT Method. Methods, v. 25,
n. 4, p. 402-408, dez. 2001.

NICKEL, R. et al. Pore-forming peptides of Entamoeba dispar. European
Journal of Biochemistry, v. 265, n. 3, p. 1002-1007, 25 dez. 2001.

OLIVEIRA, F. M. S. et al. Entamoeba dispar: Could it be pathogenic. Tropical
Parasitology, v. 5, n. 1, p. 9, 2015.

OLIVEIRA, F. M. S. et al. Comorbidity associated to Ascaris suum infection
during pulmonary fibrosis exacerbates chronic lung and liver inflammation and
dysfunction but not affect the parasite cycle in mice. PLOS Neglected Tropical
Diseases, v. 13, n. 11, p. e0007896, 25 nov. 2019.

OLIVEIRA, F. M. S. et al. Co-infection by Salmonella enterica subsp. Enterica
serovar typhimurium and Entamoeba dispar pathogenic strains enhances colitis
and the expression of amoebic virulence factors. Microbial Pathogenesis, v.
158, p. 105010, set. 2021.

120



W~y W

774
775
776

777
778
779

780
781
782

783
784
785
786

787
788
789

790
791
792

793
794
795

796
797
798

799
800
801

121

PACHECO, J. In vitro and in vivo interaction of Entamoeba histolytica
Gal/GalNAc lectin with various target cells: an immunocytochemical analysis.

Parasitology International, v. 53, n. 1, p. 35-47, mar. 2004.

PACHECO-YEPEZ, J. et al. Myeloperoxidase binds to and kills Entamoeba
histolytica trophozoites. Parasite Immunology, v. 33, n. 5, p. 255-264, maio
2011.

PAKPINYO, S. et al. Enhancement of enteropathogenic Escherichia coli
pathogenicity in young turkeys by concurrent turkey coronavirus infection.
Avian diseases, v. 47, n. 2, p. 396405, 2003.

PETRI, W. A.; HAQUE, R.; MANN, B. J. The Bittersweet Interface of Parasite
and Host: Lectin-Carbohydrate Interactions During Human Invasion by the
Parasite Entamoeba histolytica. Annual Review of Microbiology, v. 56, n. 1,
p. 39-64, out. 2002.

PIRES, S. M. et al. Aetiology-Specific Estimates of the Global and Regional
Incidence and Mortality of Diarrhoeal Diseases Commonly Transmitted through
Food. PLOS ONE, v. 10, n. 12, p. e0142927, 3 dez. 2015.

QUE, X.; REED, S. L. The role of extracellular cysteine proteinases in
pathogenesis of Entamoeba histolytica invasion. Parasitology Today, v. 13, n.
5, p. 190-194, maio 1997.

QUE, X.; REED, S. L. Cysteine Proteinases and the Pathogenesis of
Amebiasis. Clinical Microbiology Reviews, v. 13, n. 2, p. 196-206, 1 abr.
2000.

REED, S. L. et al. The extracellular neutral cysteine proteinase of Entamoeba
histolytica degrades anaphylatoxins C3a and C5a. Journal of immunology
(Baltimore, Md. : 1950), v. 155, n. 1, p. 266—74, 1 jul. 1995.

SAFFER, L. D.; PETRI, W. A. Role of the galactose lectin of Entamoeba
histolytica in adherence-dependent killing of mammalian cells. Infection and
Immunity, v. 59, n. 12, p. 4681-4683, dez. 1991.



W~y W

802
803
804

805
806

807
808
809

810
811
812

813
814

815
816
817

818
819
820

821
822
823

824
825
826

827
828

829
830

SEYDEL*, ¥, KARL B. et al. Epithelial cell-initiated inflammation plays a crucial
role in early tissue damage in amebic infection of human intestine.
Gastroenterology, v. 115, n. 6, p. 1446-1453, dez. 1998.

SHENOY, V. P. et al. Hepato-pulmonary amebiasis: a case report. Brazilian
Journal of Infectious Diseases, v. 14, n. 4, p. 372-373, ago. 2010.

SHIBAYAMA;, M. et al. A Brazilian species of Entamoeba dispar (ADO)
produces amoebic liver abscess in hamsters. Annals of Hepatology, v. 6, n. 2,
p. 117-118, abr. 2007.

SHIRLEY, D.-A. T.; WATANABE, K.; MOONAH, S. Significance of amebiasis:
10 reasons why neglecting amebiasis might come back to bite us in the gut.
PLOS Neglected Tropical Diseases, v. 13, n. 11, p. e0007744, 14 nov. 2019.

STANLEY, S. L. Amoebiasis. The Lancet, v. 361, n. 9362, p. 1025-1034, mar.
2003.

WHO/PAHO/UNESCO report. A consultation with experts on amoebiasis.
Mexico City, Mexico 28-29 January, 1997. Epidemiological bulletin, v. 18, n.
1, p. 13-4, mar. 1997.

WILSON, I. W. et al. Genetic Diversity and Gene Family Expansions in
Members of the Genus Entamoeba. Genome Biology and Evolution, v. 11, n.
3, p. 688-705, 1 mar. 2019.

XIMENEZ, C. et al. Human Amebiasis: Breaking the Paradigm? International
Journal of Environmental Research and Public Health, v. 7, n. 3, p. 1105
1120, 16 mar. 2010.

XIMENEZ, C. et al. Differential expression of pathogenic genes of Entamoeba
histolytica vs E. dispar in a model of infection using human liver tissue explants.
PLOS ONE, v. 12, n. 8, p. e0181962, 3 ago. 2017.

YURCHENKO, V.; LUKES, J. Parasites and their (endo)symbiotic microbes.
Parasitology, v. 145, n. 10, p. 1261-1264, 8 set. 2018.

ZHANG, X. et al. Expression of Amoebapores Is Required for Full Expression of

Entamoeba histolytica Virulence in Amebic Liver Abscess but Is Not Necessary

122



W~y W

831
832

833
834

for the Induction of Inflammation or Tissue Damage in Amebic Colitis. Infection
and Immunity, v. 72, n. 2, p. 678-683, fev. 2004.

123



124

Figure 1 Click here to access/download;Figure;Figure1.tif &
A) B)
Mesocrcetys aurstys
= d aged £ 5 weels
Trophazones of VX107 UFCs of EPEC Trephoyomes of
£ Super \. 210"UFCs of » fm:vpu;cu IEnocukznmm "',‘oe"
4 /}“ with or without EPEC
4 | — o
w oW W -
g e >
Doy 0 ]
Sactifice
° ; 2.0+ * o) 'g 5 -
< 5 44
gs 1.5 i
E = 34
g3 __ £,
- 3
g 2 0.5 g Rl
> >
£ o0 T & o
ACFN  ACFN-EPEC ADO ADO-EPEC
E) § 20 — Al 3 4
*
: x i
% 154 E 34
o~ o~
25 104 25 24
&2 e
- e
s 0.5+ s 14
> >
£ o0 : £ o4
ACFN ACFN-EPEC C
G) * H)
- —_— ® 4+
H :
< < e SR
& 5]
% g 24 H § 2
E 2 1+ g 14
$ e S
£ 0 £ 0

ACFN ACFNEPEC ACFN  ACFN-EPEC



125

Figure2 Click here to access/download;Figure;Figure2.tif &




126

s

Click here to access/download;Figure;Figure3.tif

Figure3

¥ 2
* L * >
o o £ % o ¥ %,
y b &vé m ¥ o?aac m P é«ov
4. * 4 * L)
(2
o, * & N & 3
o
- O ) %
2 > o
% % >
b \é \* @
M ) M I L T 1] 1 T T T 1
B e - e w © w o v o w o “ Q
. o~ o~ - - o o - e o o
4o jo Bw 0040°Q 191 jo B 004/ O'Q J9A1| 30 B 001/ 0°Q
Odi OWN 0d3
@ o o
Q
§ —
- o o
5 % %,
b o R - @
£ -9, e 9,
< % % 2
K 3 3
% 4 m
§ & ¢ * L T EEEEE I
& * * 19N jo Bw 0010 e
” ~ - i< o&“o:oo 39A1 jo Bui 004 O°'Q C
{purl) ease uojsa OVN
=z o o o

190 Jo BwigoLr0'Q
Od

Lesion area ACFN (unf)



127

Table(Editable version) Click here to access/download; Table(Editable version);Table %
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Table 1: Primer sequences used to assess the relative
expression of amoebic virulence factors and constitutive
genes by RT-gPCR

Gene Primer sequences

Beta-actin F 5’ AAGCTGCATCAAGCGTGAA 3’
R 5" ACCAAGGAATGATGGAGA 3’

GAPDH F 5" GGAACTGTTGAAGCTGGAGA 3’

R 5'CCCCATCCAATTTGAGCTGG 3
CP2 F5 GTTTGTGCTGTTGGATATGGTGT 3’

R &' CCTTTATCCCCATCCTGTTCC &
APA F 5" TCACTGCTACTCACCAAGGA 3'

R &' CTTTATCAGCTCCCTTAGTGGT 3'
APC F 5" TGTGCTAAAGCAGATGGTGTTAT 3'

R 5" AAGTTTAGCACTTCCTCCCTCT 3'
Gal/GalNAc F 5' TGCGAAACTGCAACATGTGATC 3'
lectin R 5GGTGTGATTGTGGGAATTCTTC 3’
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Table 2. Semi-quantitative analysis of inflammation and parasitism of ACFN
and ADO strains of E. dispar associated or not with EPEC.

Group Inflammation intensity score Parasitism intensity score
O(n) I(n) N(mn) H(m) p* 0(n) I(n) li(n) M) p*

ACFN 4 4 0 0 5 3 0 0

o o
ACFN- 0 1 7 0 o o0 2 6 3
EPEC ® N
ADO 0 3 3 0 v 2 2 2 0

o o

< e
ADO- 1 3 4 0 8 2 4 1 1 =
EPEC
0 = Absence of inflammation or parasitism, | = Slight inflammation or parasitism, Il = Mild
inflammation or parasitism, Il — Intense inflammation or parasitism, (n) = number of

animals categorized in the score. (p*= 0,0008) ACFN inflammation vs. ACFN-EPEC; (p*=
0,0002) ACFN trophozoites vs. ACFN-EPEC; (p*= > 0,9999) ADO inflammation vs. ADO-
EPEC/ (p*= 0,81) ADO trophozoites vs ADO-EPEC.



