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RESUMO

A amebiase é a protozoose mais grave que atinge o ser humano e a segunda
maior causa de morte entre as doencas parasitarias, superada apenas pela malaria.
Considera-se que apenas a Entamoeba histolytica é capaz de penetrar nos tecidos e
produzir amebiase invasiva. Contudo, alguns estudos tém demonstrado que a
Entamoeba dispar é capaz de produzir lesbes em modelos experimentais. Com o
objetivo de determinar se as bactérias enteropatogénicas contribuem para aumentar a
expressao génica dos fatores de viruléncia amebianos, bem como de induzir lesbes mais
intensas, propusemos avaliar a influéncia da bactéria Salmonella enterica sorovar
Typhimurium sobre a viruléncia da Entamoeba dispar e da Entamoeba histolytica em
trofozoitos isolados da cultura in vitro e avaliar patologicamente a colite amebiana, em
ratos infectados com trofozoitos amebianos e co-infectados com S. Typhimurium. As
cepas MCR, ADO e VEJ de E. dispar e, EGGp e EGGa de E. histolytica foram
cultivadas separadamente e, associadas ou ndo a bactéria S. Typhimurium. Em seguida
foi realizada a extracdo do RNA dessas culturas para producdo de cDNA dos fatores de
viruléncia de E. histolytica e E.dispar e quantificada a expressdao dos fatores de
viruléncia. Para a inducdo de colite amebiana, 8 ratos wistar (Rattus norvegicus) por
grupo, previamente submetidos a uma intubacdo intragastrica da S. Typhimurium,
foram inoculados pela via intracecal com 5x10° trofozoitos. Como grupos controles, 40
ratos foram somente inoculados com trofozoitos amebianos das cepas de Entamoeba
estudadas. Outros 16 ratos constituiram os grupos controles somente infectados com S.
Typhimurium e controle ndo infectado. Todos os ratos foram sacrificados 7 dias apds a
infeccdo amebiana para a coleta do ceco, confeccao de laminas histoldgicas para analise
histopatoldgica e morfométrica e, para a realizacdo de reacfes imuno-histoquimicas anti
IL-1a, IL4, COX-2 e MUC-2. Nosso estudo permitiu observar que a co-cultura de E.
dispar com a enterobactéria S. Typhimurium foi capaz de aumentar a expressdo dos
fatores de viruléncia amebianos amebaporo A, cisteina proteinase-5 e lectina ligante de
Galactose e N-Acetilgalactosamina. Ao contrario do observado por outros autores, as
cepas de E. dispar por nés estudados foram capazes de expressar o fator de viruléncia
amebiano cisteina proteinase-5. A co-cultura de E. histolytica com a enterobactéria S.
Typhimurium foi capaz de aumentar a expressdo do fator de viruléncia amebiano
amebaporo A. Também verificamos que na maioria dos grupos analisados, a associacdo
in vivo da E. dispar ou da E. histolytica com a S. Typhimurium foi capaz de aumentar a
intensidade da colite amebiana ulcerativa, também acompanhada pelo aumento da
expressdo de mediadores pro-inflamatérios e da reducdo da expressdo de IL-4. Além
disso, na maioria dos grupos analisados, a associacdo in vivo da E. dispar ou da E.
histolytica com a S. Typhimurium foi capaz de aumentar a expressdao da mucina MUC-
2, em virtude da maior intensidade da agressdo a mucosa col6nica. Diante dos
resultados obtidos, concluimos que a interacdo da S. Typhimurium com a E. dispar e a
E. histolytica foi capaz aumentar a viruléncia destas espécies de amebas levando a colite
ulcerativa amebiana de maior intensidade.

Palavras Chaves: Entamoeba dispar, Entamoeba histolytica, fatores de viruléncia, S.
Typhimurium, co-cultura.
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ABSTRACT

Amebiasis is the most serious protozoa that hits the human intestine and is the
second-leading cause of death among parasitic diseases, surpassed only by malaria. It is
considered that only Entamoeba histolytica is able to penetrate tissues and produce
invasive amebiasis. However, some studies have shown that Entamoeba dispar is
capable of producing lesions in experimental models. In order to determine if the
enteropathogenic bacteria contribute to increase the gene expression of amebic
virulence factors, as well as to induce more intense lesions, we propose to evaluate the
influence of Salmonella Enterica sorovar Typhimurium on the virulence of Entamoeba
dispar and Entamoeba histolytica in trophozoites isolated from the in vitro culture and
pathologically evaluate amoebic colitis in rats infected with amoebic trophozoites and
co-infected with S. typhimurium. E. dispar, MCR, ADO and VEJ strains from E. dispar
and, EGGp and EGGa from E. histolytica were cultured separately and associated or not
with the S. Typhimurium bacterium. Then, the RNA extraction from these cultures was
carried out to produce cDNA from the virulence factors of E. histolytica and E.dispar
and quantified the expression of the virulence factors. For the induction of amoebic
colitis, 8 wistar rats (Rattus norvegicus) per group, previously submitted to an
intragastric intubation of S. Typhimurium, were inoculated by the intracecal route with
5x105 trophozoites. As control groups, 40 rats were only inoculated with amebian
trophozoites from the Entamoeba strains studied. Another 16 rats were the control
groups infected only with S. typhimurium and uninfected control. All rats were
sacrificed 7 days after amebic infection to collect cecum, histological slides for
histopathological and morphometric analysis, and for the immunohistochemical anti-IL-
la, IL4, COX-2 and MUC-2 immunohistochemical reactions . Our study showed that
the co-culture of E. dispar with the S. typhimurium enterobacterium was able to
increase the expression of amebaporo A, cysteine proteinase-5 and Galactose-binding
lectin and N-acetylgalactosamine virulence factors. Contrary to what was observed by
other authors, E. dispar strains studied by us were able to express the amoebic virulence
factor cysteine proteinase-5. The co-culture of E. histolytica with the S. typhimurium
enterobacterium was able to increase the expression of the amebian virulence factor
amebaporo A. We also found that in the majority of the groups analyzed, the in vivo
association of E. dispar or E. histolytica with S. typhimurium was able to increase the
intensity of ulcerative amebic colitis, also accompanied by increased expression of pro-
inflammatory mediators and reduced IL-4 expression. In addition, in most of the
analyzed groups, the in vivo association of E. dispar or E. histolytica with S.
typhimurium was able to increase MUC-2 mucin expression, due to the greater intensity
of aggression to the colonic mucosa. In view of the results obtained, we conclude that
the interaction of S. Typhimurium with E. dispar and E. histolytica was able to increase
the virulence of these species of amoebae leading to ulcerative amebic colitis of greater
intensity.

Keywords: E. histolytica, E.dispar, virulence factors, S. Typhimurium, co-culture.



1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

Entamoeba histolytica (E. histolytica) € um dos sete parasitos do género
Entamoeba capazes de infectar seres humanos. Ao contrario de E. polecki e E.
histolytica, as demais espécies, Entamoeba dispar (E. dispar), Entamoeba coli, E.
gingivalis, E. moshkovski e E. hartmanni ndo sdo capazes de produzir doenga no
homem (Clark; Diamond, 1991; Garcia; Bruckner, 1998; Walsh, 1986). E. histolytica é
0 protozoario causador da amebiase, doenca que produz cerca de 50 milhGes de casos
por ano em todo o mundo e mata anualmente cerca de 100 mil pessoas (OMS, 1997). A
amebiase é a protozoose mais grave que atinge o ser humano e a segunda maior causa
de morte entre as doencas parasitarias, superada apenas pela maléria (Stanley, 2003). E.
histolytica causa duas grandes sindromes clinicas, a colite amebiana e abscesso hepatico
amebiano (AHA) (Hira et al, 2001; Stanley; Reed, 2001).

A importancia da amebiase decorre da mesma apresentar uma distribuicdo
geografica de amplitude mundial, elevada incidéncia e acompanhar-se, em certa
proporcdo dos casos, de quadros patoldgicos graves, eventualmente fatais,
permanecendo como um problema de salde publica em paises em desenvolvimento
apesar das medicagdes existentes (Huston, 2004).

E. histolytica foi descrita pela primeira vez ha mais de 130 anos na Russia por
Losch em 1875, citado por Jackson (1998) e denominada formalmente em 1903 por
Schaudinn, citado por Clark (1998). Na tentativa de explicar a grande prevaléncia de
individuos infectados assintomaticos, foi proposta por Brumpt em 1925, citado por
Walsh (1986) a Teoria Dualista que afirmava a existéncia de duas amebas. Embora
morfologicamente idénticas estas amebas eram biologicamente distintas (Walsh, 1986).
Considerou-se, no entanto, que apenas E. histolytica deveria ser capaz de penetrar nos
tecidos e produzir amebiase invasiva. Posteriormente, através da eletroforese de
isoenzimas, a E. histolytica foi separada em dois grupos distintos: patogénica e nao
patogénica como afirmou Brumpt citado por Sargeaunt et al. (1978). A espécie ndo
patogénica poderia entdo realmente explicar a prevaléncia de assintomaticos, em torno
de 90%, dos infectados no mundo (Walsh, 1986). A prova definitiva que estes dois
grupos representavam especies distintas foi conseguida através da anélise do DNA
(Tannich et al, 1989), sendo a nova espécie de ameba denominada E. dispar (Brumpt,

1925). O perfil de isoenzimas, as diferengas nas sequéncias génicas e a utilizagdo de



anticorpos monoclonais reforcaram a existéncia das duas espécies que foram
oficialmente reconhecidas pela OMS (WHO, 1997).

Esta parasitose apresenta ampla distribuicdo geografica com alta prevaléncia em
regides tropicais, onde as condi¢cdes de higiene e educacao sanitaria sdo consideradas
deficientes. Hoje estima-se que, E. histolytica e E. dispar infectem cerca de 12% da
populacdo mundial, sendo muito mais comum a infeccdo pela Ultima, podendo a E.
histolytica representar 1% deste universo (WHO, 1997).

A taxa de mortalidade estimada para a forma invasiva da doenca € de
aproximadamente 100.000 mortes por ano. A maioria das mortes ocorre em
consequéncia de graves complicacdes associadas com a doenca invasiva intestinal ou
extra-intestinal (Clark; Diamond, 1993).

Varios inquéritos epidemioldgicos tém sido realizados para estimar a incidéncia
e a prevaléncia da amebiase no Brasil. Na maioria dos estudos, os métodos
parasitologicos de fezes sdo os mais utilizados, embora ndo sejam capazes de
diferenciar a E. histolytica (patogénica) da E. dispar, (ndo patogénica) (Cardoso et al,
1995; Tavares-Dias; Grandini, 1999; Prado et al, 2001). A prevaléncia desta protozoose
é bastante varidvel (5,6% a 40,0%) nas diferentes regides do pais, assim como sua
patogenicidade e viruléncia (Cunha et al, 1991).

O homem e alguns primatas talvez sejam os Unicos hospedeiros naturais
que podem ser parasitados pela E. histolytica, que possui um ciclo de vida simples e
apenas duas formas do parasito, 0s cistos e os trofozoitos ameboides. A infeccdo
geralmente inicia com a ingestdo de alimento e/ou agua contaminados com cistos de E.
histolytica proveniente de fezes humanas ou através do contato fecal-oral direto
(Reeves, 1984).

A maioria das infec¢des intestinais € assintomatica, resultando em encistamento
e excrecdo de cistos (Haque et al, 2002). Os cistos de E. histolytica séo arredondados,
possuem 10-15 um de didmetro, séo envoltos por uma parede de quitina, contém quatro
nacleos, glicogénio e conjuntos ribosomais chamados de corpos cromatdides. Depois de
ingeridos pelo hospedeiro, sobrevivem a acidez estomacal e chegam ao intestino
delgado através dos movimentos peristalticos (Reeves, 1984). Uma vez na porcéo final
do ileo ou cdlon, os cistos perdem a sua parede de quitina e sofrem divisdo nuclear e
citoplasmatica gerando 8 trofozoitos. Cistos maduros podem sobreviver por semanas no

solo ou na &gua, os quais sdo as maiores fontes de infeccdo (Kretschmer, 1990). Ao



contrario dos cistos inertes, trofozoitos de E. histolytica sdo pleomérficos e altamente
moveis, com diametro variando de 10-50 um. (Reeves, 1984). Os trofozoitos
reproduzem por divisdo binaria, e encistam dentro do co6lon, completando o ciclo de
vida que se finaliza com a excrecdo dos cistos infecciosos para o ambiente junto as
fezes. Os sinais que levam ao encistamento ou desencistamento ndo sdo bem
compreendidos (Eichinger, 2001).

Os trofozoitos de E. histolytica habitam o intestino grosso de hospedeiros
infectados, podendo ocasionalmente penetrar através da mucosa intestinal, atingir a
circulacdo sanguinea e disseminar para outros 6rgdos. Os fatores que desencadeiam essa
invasdo ainda ndo sdo completamente conhecidos, bem como as formas extra-intestinais
(Haque et al, 2003).

Os grupos de alto risco para infeccdo por E. histolytica incluem viajantes,
imigrantes, trabalhadores sazonais, individuos imunocomprometidos, individuos em
instituicGes mentais e homens homossexuais sexualmente ativos (Allason-Jones et al,
1986). Ha maior susceptibilidade para o desenvolvimento das formas invasivas da
amebiase nos individuos imunossuprimidos, em particular naqueles com infecgéo pelo
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) (Kershenobich; Corona, 2008; Moran et al,
2005).

A disenteria, colite fulminante, apendicite amebiana e 0 ameboma do c6lon séo
as quatro manifestacfes clinicas da amebiase intestinal invasiva, que se correlacionam,
com achados histopatolégicos especificos. Disenterias constituem 90% dos casos de
amebiase intestinal. A colite amebiana aguda dura entre 1 a 4 semanas €, 0s pacientes
queixam-se de dor abdominal leve a moderada, com aproximadamente seis episodios de
diarréia por dia, quantidade escassa de fezes, muco abundante com ou sem sangue. Sdo
pouco frequentes a febre, taquicardia e hipotensdo. Esta sindrome resolve dentro de
poucos dias com apropriado tratamento anti-amebiano (Kretschmer, 1990).

De acordo com o estabelecido pela OMS, o tratamento da amebiase devera ser
adotado somente nos casos em que a E. histolytica for especificamente confirmada
(WHO, 1997b). A droga de escolha para o tratamento da amebiase ¢ o farmaco
Metronidazol devido & sua potente acdo amebicida, farmacocinética favoravel,
excelente biodisponibilidade e distribuicdo generalizada na parede do intestino e demais
tecidos (Ayeh; Petri, 2002). Sem um tratamento adequado, a colite amebiana é



extremamente grave, podendo rapidamente desenvolver Glceras que podem coalescer e,
por vezes, atingir o colon por inteiro (Abd-Alla; Ravdin, 2002; Natarajan et al, 2000).

As disenterias podem evoluir para graves complicacdes intestinais como a
perfuracdo do colon, colite fulminante e ameboma. O ameboma é uma forma rara de
lesdo amebiana constituida por massa de tecido de granulacdo bem desenvolvido que
pode obstruir o trato intestinal, tornando-se grave quando ocorre perfuracdo
(Kretschmer, 1990).

O AHA ¢ a forma mais frequente de amebiase extra-intestinal que acomete
principalmente homens entre 18 a 50 anos de idade (Acufia-Soto et al, 2000; Katzentein
et al, 1982;). A maioria dos estudos “in vivo” sobre amebiase tem sido realizada no
modelo de abscesso hepatico amebiano devido as dificuldades de reproduzir a colite
amebiana experimental (Meerovitch; Chadee, 1998).

O uso de varias linhagens de roedores com diferentes susceptibilidades,
especialmente camundongos, tém fornecido maiores informacgoes sobre a patogénese da
amebiase intestinal (Cieslak et al, 1992). Os camundongos ndo eram usados
frequentemente como modelo para amebiase, pois foram considerados resistentes a
infeccdo pela E. histolytica (Tsutsumi; Shibayama, 2006). Estudos posteriores usando
dez diferentes linhagens de camundongos mostraram diferencas na susceptibilidade a
infeccdo intestinal apds inoculacdo com trofozoitos de cultura axénica, as linhagens
C3H/Hecr, BALB/C, NZB/B1N, B10. A, DAB/2 e C57BL/6 foram susceptiveis e, as
linhagens A/J, CE, DAB/1 e CD-1, foram considerados como resistentes (Ghadirian;
Kongshavn, 1984). A cobaia também foi usada para o estudo de amebiase intestinal,
havendo somente alguns relatos sobre a producdo bem sucedida de Ulcera amebiana
utilizando trofozoitos de culturas axénicas neste modelo animal (Diamond et al, 1978).
O rato tem sido utilizado como modelo experimental adequado para o desenvolvimento
de amebiase intestinal, especialmente da linhagem wistar, por ser mais susceptivel a

manifestacdo da colite amebiana (Tsutsumi; Shibayama 2006; Neal, 1951).
1.1 Entamoeba dispar
A infeccdo por E. dispar resulta em colonizagdo assintomatica do intestino

grosso sendo considerada ndo invasiva e esta geralmente associada a casos

assintomaticos ou sintomaticos de colite ndo disentérica (Costa et al, 2000).



Pesquisadores estudaram a ultraestrutura da E. dispar e da E. histolytica através de
microscopia eletrénica e verificaram que os trofozoitos da E. dispar sdo mais alongados
e, seus vacuolos citoplasmaticos tém uma distribuicdo irregular, sem formar grumos
como na E. histolytica. O nudcleo da E. dispar é alinhado por uma fina camada de
granulos densos distribuidos regularmente. Além disso, a E. dispar possui depositos de
glicogénio (Espinosa-Cantellano et al, 1998). Apesar de idénticas & microscopia optica,
esses resultados demonstraram que as duas espécies possuem algumas diferencas ultra
estruturais.

Para diferenciar a infeccdo por E. histolytica ou E. dispar passou-se a utilizar a
pesquisa de antigeno do parasito em amostras fecais (Haque et al, 2002) e a
amplificacdo de segmentos génicos ndo s6 em amostras fecais como também do
abscesso hepatico amebiano (Ali et al, 2005). Os levantamentos epidemioldgicos tém
mostrado que a maioria dos individuos assintomaticos infectados pelas duas espécies
sdo colonizados pela E. dispar. Entretanto, em algumas regides, é alta a prevaléncia de
E. histolytica em individuos assintomaticos e em pacientes com diarréia (Haque et al,
2002; Gomes et al, 1999; Evangelopoulos et al, 2001). O estudo das varia¢fes genéticas
em espécies de amebas fornece pistas importantes para explicar os diferentes aspectos
clinicos da infeccdo por E. histolytica e permite o conhecimento da distribuicdo
geografica e a mobilidade das linhagens epidemiologicamente importantes.

Estudos sobre a epidemiologia da amebiase em areas endémicas tém utilizado
abordagens moleculares para caracterizar as espécies prevalentes de Entamoeba na
infeccdo humana (Gosh et al, 2000; Ramos et al, 2005). Estes estudos tém procurado
correlacionar as diferentes espécies e subpopulacdes com o espectro diversificado das
formas clinicas: (a) infec¢bes sintomaticas (amebiase intestinal ou extra-intestinal)
devido E. histolytica; (b) infec¢bes assintomaticas por E. dispar; (c) infeccdes mistas
assintomaticas causadas por E. histolytica e E. dispar; (d) InfeccBes assintomaéticas
provocadas por E. histolytica (Gosh et al, 2000; Ramos et al, 2005).

A pesquisa de antigeno fecal identificado por ELISA visando a lectina especifica
para Gal/GalNAC, a qual distingue a E. histolytica da E. dispar, constatou que a E.
dispar acomete aproximadamente 95% das infeccOes assintomaticas previamente
identificadas como sendo de E. histolytica em um cenario ndo endémico (Pillai et al,
1999a). Entretanto, em algumas regibes, € alta a prevaléncia de E. histolytica em

individuos assintomaticos e em pacientes com diarréia (Haque et al, 1997; Gomes et al,



1999; Evangelopoulos et al, 2001). O estudo de variacBes genéticas em espécies de
amebas pode fornecer pistas importantes para explicar os diferentes aspectos clinicos da
infeccdo por E. histolytica e permitir o conhecimento da distribuicdo geografica e a
mobilidade das linhagens epidemiologicamente importantes (Ximénez et al, 2009).

Ambas as espécies de Entamoeba tém quase 0 mesmo conjunto de genes que
codificam os principais fatores de viruléncia. Considera-se a presenca em E. dispar de
moléculas importantes a patogenicidade da E. histolytica, como a lectina especifica para
Gal/GalNAC (Campos-Rodrigues; Jarillo-luna, 2005). A anéalise genética de E.dispar
identificou pelo menos dois membros de cadeia pesada desta lectina de E. histolytica e
quatro da cadeia leve (Dodson et al, 1997). A conformacdo diferenciada da lectina
especifica para Gal/GaINAC de E. dispar poderia explicar as reduzidas aderéncia e
citotoxicidade ja observadas in vitro e a menor viruléncia desta ameba em modelos
animais (Pillai et at, 2001).

E. histolytica secreta cerca de 10 a 1.000 vezes mais cisteina proteases do que a
E. dispar, sendo este um dos achados que sugerem ser E. dispar apenas um organismo
comensal (North et al, 1990). A CP-5 (gene ID, EHI 168240) que é uma cisteina
protease essencial para a degradacdo da mucina MUC2, é apenas um pseudogene em E.
dispar (Willhoeft et al, 1999; Bruchhaus et al, 1996; Mortimer; Chadee, 2010).

Além disso, E. dispar € capaz de produzir amebaporos dos tipos A, B e C, com
homologia de 95% em relacdo as produzidas pela E. histolytica. No entanto, a producao
ocorre em menor concentracdo, cerca de um terco da que é observada na E. histolytica
(Leippe, 1997). Estudos in vitro mostraram que a E. dispar utiliza amebaporos para
destruir bactérias fagocitadas (Leippe, 1997). Além das diferencas de secrecdo de
cisteina proteinases e amebaporos citados anteriormente, a E. dispar possui
lipofosfopeptidoglicano (LPPG) ao invés de lipofosfoglicano (LPG) (Moody et al,
1997). Nio ha trabalhos confirmando os LPG’s como agentes promotores de viruléncia
na E. histolytica (Brattacharya et al, 1999). Também foi observado que ao contrario da
E. histolytica, é ausente a secrecdo de fator inibitério da locomocdo de mondcitos
(MLIF) pela E. dispar. Entretanto, este produto de secrecdo ndo impede totalmente a
migragéo e, os macrofagos sdo encontrados normalmente no infiltrado inflamatorio. Até
mesmo € especulada sua participacdo no desenvolvimento das lesdes na amebiase

humana e experimental (Rico et al, 2003). Neste contexto, a similaridade morfoldgica



entre E. histolytica e E. dispar torna importante uma adequada diferenciagédo entre as
duas espécies (Espinosa-Cantellano et al, 1998; Gomes et al, 1999).

E. histolytica ndo-patogénica (NP) era o termo usado para se referir a E. dispar
antes de sua descricdo como uma espécie distinta de E. histolytica (Diamond; Clark
1993). Os estudos experimentais envolvendo E. histolytica NP ndo conseguiram
demonstrar sua capacidade em produzir lesGes significativas em animais de laboratdrio
(Chadee et al, 1985; Vohra et al, 1989). Também apds a descricdo de E. dispar as
pesquisas experimentais continuaram demonstrando os mesmos resultados. Espinosa-
Cantellano e colaboradores inocularam 5x10° e 5x10° trofozoitos de E. dispar em
hamsters pela via intra-hepética. Sete dias apds a infecgdo, os autores observaram
apenas infiltrado inflamatério focal, sem a formacdo de necrose e granulomas
(Espinosa-Cantellano et al, 1997). Tais achados, aliado as observagdes “in vitro” de que
E. dispar secreta produtos toxicos em menor quantidade e atividade do que a E.
histolytica, reforcou a idéia de que a E. dispar seria apenas comensal, incapaz de gerar
lesbes humanas e experimentais. De fato, a cepa axénica SAW 760 de E. dispar
produziu efeito citopatico mais lento sobre celulas epiteliais MDCK guando comparado
com a E. histolytica (Espinosa-Cantellano et al, 1998).

A prevaléncia de E. dispar ndo é conhecida. Especula-se que esta espécie seja
responsavel por grande maioria das infeccBes antes atribuidas a E. histolytica.
Diferentes trabalhos dispersos tém demonstrado maior prevaléncia de E. histolytica em
paises em desenvolvimento, contudo, mesmo nestes paises, € grande a prevaléncia de E.
dispar (Acuna-Soto et al, 1993; Evangelopulos et al, 2001; Guzman et al, 2001; Rivero
et al, 2009; Reyes; Ledn, 2002; Ouattara et al, 2010; Hegazi et al, 2013; Rivera et al,
1998; Ramos et al, 2005; Leiva et al, 2006; Levecke et al, 2011; Stauffer et al, 2006).

No Brasil, a amebiase constitui importante causa de morbidade (Ferreira; Marcal
1997; Santos et al, 2005). E. histolytica € mais prevalente em Manaus, infectando 6,8%
da populagéo (Benetton et al, 2005); em Fortaleza, 14,9% da populagéo de baixa renda
(Braga et al, 2001), e, em Belém, 29,5% dos individuos residentes na regido
metropolitana (Silva et al, 2005). No restante do pais, os estudos apontam uma maior
prevaléncia da E. dispar, a exemplo de Pernambuco, Belo Horizonte (Minas Gerais) e
em Salvador (Bahia) onde foi detectada somente a ocorréncia de E. dispar. Nosso grupo

tem encontrado em torno de 5% de infecgOes por E. histolytica/E. dispar em



comunidades da grande Belo Horizonte (Gil et al, 2013). Até o0 momento, 99% destas
infeccOes representaram E. dispar (dados ndo publicados).

E. dispar é considerada ndo invasiva, portanto estd relacionada as infeccdes
assintomaticas. No Brasil, uma forma clinica muito frequente, é a colite ndo disenteérica.
Os isolados de ameba pertencentes a este quadro de infeccdo foram analisados por
iIsoenzimas e PCR sendo identificados como E. dispar. Nosso grupo foi o primeiro a
identificar E. dispar isolada de casos sintomaticos (Martinez et al, 1996; Gomes et al,
1997). As cepas isoladas destes casos, também foram capazes de infectar animais de
experimentagcdo. Conforme comentamos anteriormente, 0s primeiros estudos
experimentais envolvendo a E. histolytica ndo-patogénica (E. dispar) ndo obtiveram
sucesso em reproduzir as lesdes amebianas. Contudo, a partir de 2000 comecaram a ser
publicados estudos utilizando cepas xénicas de E. dispar isoladas no Brasil que
demonstraram resultados diferentes do observado em outros trabalhos. Cepas de E.
dispar isoladas de pacientes residentes nas regides norte e sudeste do Brasil e mantidas
em cultura com bactérias oriunda da microbiota indigena intestinal do paciente, foram
inoculadas em hamsters e ratos, respectivamente no figado (5x10* trofozoitos) e no ceco
(1x10° trofozoitos) (Gomes et al, 2000). Em todos estes animais foram encontradas
lesBes hepaticas e intestinais semelhantes as produzidas pela E. histolytica, bem como a
presenca de trofozoitos. O mesmo foi observado por Costa e colaboradores ao inocular
no figado de hamsters, 2.5x10° trofozoitos de outras cepas de E. dispar isoladas também
no Brasil, de pacientes sintomaticos e assintomaticos (Costa et al, 2000). A inoculagdo
da microbiota de cada cepa em hamsters controles ndo foi capaz de produzir lesdes
hepéaticas ou produziu apenas discretas lesdes purulentas, deixando claro que foram
realmente os trofozoitos de E. dispar os responsaveis pelo desenvolvimento da necrose
liqguefativa. Ao contrario do uso de cepas xénicas, a utilizacdo de cepa axénica
(Espinosa-Cantellano et al, 1997) e monoxénica (Costa et al, 2000; Furst et al, 2002) de
E. dispar falhou na producdo do abscesso amebiano, demonstrando a importancia da
associacdo bacteriana para a aquisicdo de patogenicidade, por mecanismo ainda
desconhecido. Recentemente, mais outros dois estudos descreveram o que tem sido
observado desde 0 ano 2000. Assim como em relacdo a cepa MCR, o0 abscesso hepético
amebiano experimental foi reproduzido em hamsters inoculados por cepas xénicas de E.
dispar também isoladas de pacientes assintomaticos brasileiros (Dolabella et al, 2012;
Guzman-Silva et al, 2013).



Pesquisas sobre a diversidade genética da E. histolytica e da E. dispar em
individuos com infecgdo assintomatica ou com doencga invasiva, mostram elevado
polimorfismo de ambas espécies de Entamoeba (Gosh et al, 2000; Ramos et al, 2005).
Evidéncias desta diversidade genética foram demonstradas através da observacdo de
diferencas nos gendtipos da E. histolytica isolada de amostras de fezes e de abscesso
hepatico amebiano obtidas a partir de um mesmo paciente (Ali et al, 2008). Outros
autores também detectaram gendtipos diferentes de trofozoitos de E. histolytica isolados
a partir de dois abscessos hepaticos amebianos diferentes (Valenzuela et al, 2009). Por
outro lado, a E. dispar ja foi isolada de pacientes com colite sintomatica ndo desintérica
(Costa et al, 2000) e, sequéncias de DNA de E. dispar foram detectadas e genotipadas
em amostras obtidas de pacientes com abscesso hepatico amebiano, sugerindo que a E.
dispar pode também estar envolvida no desenvolvimento de lesGes no intestino grosso e
figado de seres humanos (Ximénez et al, 2010). Assim como determinadas cepas de E.
histolytica, hd cepas de E. dispar que também podem apresentar diferentes
comportamentos bioldgicos, resultantes da variada diversidade genética (Costa et al,
2000).

Nossos estudos, bem como de outros autores, também tém demonstrado lesGes
hepaticas experimentais em hamsters inoculados com trofozoitos de E. dispar
associados a flora intestinal original do hospedeiro (Costa et al, 2006; Costa et al, 2007;
Costa et al, 2010a; Costa et al, 2010b; Costa et al, 2011; Furst et al, 2002). A
observacdo de que estas lesGes foram obtidas somente ap6s a associacdo de bactérias
com a E. dispar, sugere que as bactérias podem estar transferindo algum tipo de fator de
viruléncia para os trofozoitos ou favorecendo de outra maneira o desenvolvimento
destas lesdes (Costa et al, 2006). A simbiose entre bactérias e E. histolytica e E. dispar
pode modular modificacbes fenotipicas e propriedades de viruléncia das amebas
(Bhattacharya et al, 1992; Costa et al, 2006; Shibayama et al, 2007).

Estudo recente demonstrou in vitro o aumento da viruléncia da cepa HM1:MSS
de E. histolytica mediada pela presenca de enterobactérias patogénicas. Neste estudo 0s
pesquisadores observaram que a fagocitose de Shigella dysenteriae e de E. coli
enteropatogénica (EPEC) por trofozoitos de E. histolytica, aumentou o efeito citopatico
dos trofozoitos sobre as células epiteliais, bem como sobre a atividade de cisteina
proteinases e a expressdo de lectina especifica para Gal/GaINAC. Os autores também

sugerem que a infeccdo com enterobactérias pode tornar as células epiteliais do intestino
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mais susceptiveis ao mecanismos de viruléncia de E. histolytica (Galvan-Moroyoki et
al, 2008).

Apesar de E. dispar ser considerada comensal para os seres humanos, algumas
evidéncias tém demonstrado que é necessario aprofundar os estudos a respeito do tema.
E. dispar ja foi isolada de pacientes com sintomas de colite ndo-disentérica (Martinez et
al, 1996; Gomes et al, 1997), de paciente com colite disentérica (Graffeo et al, 2014) e,
sequéncia de DNA de E. dispar foram detectadas e genotipadas em amostras obtidas de
pacientes com abscesso hepatico amebiano, sugerindo que a E. dispar pode também
estar envolvida no desenvolvimento de lesdes no intestino grosso e figado de seres
humanos (Ximénez et al, 2010).

1.2 Patogénese

Os trofozoitos de E. histolytica que hospedam o lumen intestinal podem dar
inicio a doenca invasiva, ao prevalecerem condicfes favordveis a sua patogenicidade.
Estes trofozoitos invadem a camada epitelial e a lamina propria da mucosa intestinal
formando pequenos nédulos, como cabeca de alfinete, contendo um orificio central por
onde eles penetram (Que; Reed, 1997). A invasdo do epitélio intestinal € caracterizada
por uma extensa degradacdo da matriz extracelular (MEC) ocasionada pela acdo de
proteases amebianas e fagocitose, evidenciada por células do hospedeiro danificadas em
torno dos parasitos (Tavares et al, 2005). A mucosa € destruida, os trofozoitos de E.
histolytica se disseminam no tecido, aprofundam a lesdo e se deslocam
longitudinalmente, produzindo uma zona de necrose liquefativa que conduz a formacao
de pequenas ulceras superficiais (Chadee; Meerovitch, 1985). A penetracdo profunda da
parede intestinal, seguida por extensdo lateral da lesdo colbnica, leva a formacdo de
ulcera em forma de frasco ou botdo de camisa, caracteristica tipica da amebiase
intestinal, que eleva a possibilidade de disseminagdo extra-intestinal dos trofozoitos
amebianos através da circulacdo sanguinea. Na medida em que a necrose progride na
mucosa e submucosa, as Ulceras aumentam de didmetro, tornando-se confluentes e de
limites irregulares (Huston, 2004). As lesdes sdo encontradas com maior frequéncia no
ceco, colon sigmdide e reto onde normalmente ocorre uma estase mais prolongada do
conteddo intestinal (Bekker-Mendez et al, 1997).

Os trofozoitos de E. histolytica sdo capazes de produzir diferentes moléculas

relacionadas a indugdo direta ou indireta de dano tecidual a parede intestinal,
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principalmente a lectina especifica para residuos de Galactose e N-acetil galactosamina
(Gal/GalNAC), as cisteina proteinases (CP’s), tais como a CP-2 e CP-5 e, as
amebaporos, como as dos tipos A e C (Espinosa-Cantellano; Martinez-Palomo, 2000).
Através destas moléculas, E. histolytica é capaz de destruir diferentes tipos celulares,
tais como células do epitélio intestinal, eritrdcitos, neutrofilos, macrdéfagos e linfocitos
(Burchard; Bilke, 1992; Burchard et al, 1992a; Guerrant et al, 1981).

A adesdo dos trofozoitos ao muco col6nico é fundamental para o inicio do
processo de destruicdo da mucosa intestinal (Petri et al, 1987; Ravdin; Guerrant, 1982;
Chadee; Meerovitch, 1984). Tal adesdo ocorre principalmente através da interagdo da
lectina amebiana especifica para Gal/GaINAC com glicoconjugados do hospedeiro
(Petri et al, 1987). A aderéncia mediada pela lectina € necessaria para a lise das células
do hospedeiro, uma vez que células de mamiferos deficientes em Gal/GalNAC foram
resistentes as a¢des citotoxicas dos trofozoitos (Li et al, 1989; Ravdin et al, 1989).

As CP’s sdo enzimas encontradas em diferentes organismos, que desempenham
importante papel na patogenicidade da E. histolytica, como demonstrado em um grande
nimero de estudos in vitro e in vivo (Ankri et al, 1999; Keene et al, 1990; Li et al,
1995; Reed et al, 1989; Stanley et al, 1995). Trofozoitos de E. histolytica com redugéo
da expressdo de CP’s apresentaram capacidade diminuida de causar abscesso hepatico
em diferentes modelos animais (Ankri et al, 1999; Stanley et al, 1995; Bracha et al,
1999; Vines et al, 1998). As CP’s digerem e prejudicam a sintese de Mucina 2 (MUC-
2), que é o principal componente do muco intestinal, clivam o colageno, elastina,
fibrinogénio e laminina, eliminando obstaculos mecéanicos para que os trofozoitos
possam praticar a invasdo tecidual (Que; Reed, 1997; Seydel et al, 1998). Experimentos
in vitro demonstraram que 0 muco degradado apresenta menor eficiéncia no blogueio da
adesdo amebiana as células do hospedeiro (Moncada et al, 2003). Além disso,
camundongos C57BL/6 deficientes em IL-10 e infectados com E. histolytica
apresentaram menor producdo de MUC-2, reduzindo a barreira protetora do muco e
aumentando a intensidade das lesdes e o parasitismo (Hamano et al, 2006).

Nas vesiculas dos lisossomos da E. histolytica é encontrada uma familia de
pequenas proteinas conhecidas como amebaporos, que exibem potente atividade
antibacteriana e que sdo citotoxicas para células do hospedeiro através da formacéo de
canais i6nicos na membrana celular (Leippe, 1997). As amebaporos possuem

homologia estrutural e funcional com a granulolisina e a NK-lisina, que séo perforinas
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produzidas respectivamente por linfdcitos T citotdxicos e células natural killer, também
capazes de formar poros na membrana celular (Leippe, 1995). Trofozoitos de E.
histolytica deficientes da amebaporo isoforma A (AP-A), sofrem perda de sua
viruléncia, demonstrando que esta proteina desempenha um papel importante na
destruicdo das células do hospedeiro (Bracha et al, 1999; Bracha et al, 2003; Leippe et
al, 1994a).

Além da necrose induzida diretamente pela acdo dos produtos amebianos sobre a
mucosa intestinal, a liberacdo de mediadores quimicos da inflamacdo pelas células
epiteliais normais e lesadas também colabora para a ampliagéo da inflamacao da parede
intestinal. Por exemplo, j& foi demonstrado que infec¢do amebiana induz a expressao de
Cicloxigenase-2 (COX-2) e, consequentemente a producdo de prostaglandinas pelas
células epiteliais intestinais lesadas e ndo lesadas pelos trofozoitos, contribuindo para a
ampliacdo do processo inflamatorio na parede intestinal (William et al, 2001; Stanley,
2003). Também j& foi observado, a capacidade dos trofozoitos em destruir leucdcitos
“in vitro” e a escassez de células inflamatdrias nas proximidades das lesdes amebianas
sugerindo que a maioria dos leucocitos sdo destruidos pelo parasito, promovendo a

liberacdo de produtos toxicos e a ampliacdo da zona de necrose (Seydel et al, 1998).

1.3 Mecanismos de escape e imunidade

A mucosa intestinal é estruturalmente especializada para atuar como uma barreira
imunolégica contra a invasdo de microorganismos. Esta protecdo € garantida através da
acdo conjunta do epitélio prismatico, das células produtoras de muco, células
apresentadoras de antigenos (APC’s), linfocitos e polimorfonucleares, bem como da
IgA e de citocinas.

Alguns estudos sugerem que 0s principais mecanismos de resisténcia contra a
infeccdo amebiana intestinal ocorrem nos primeiros dias de infeccdo mediados pela
imunidade inata, independente da ativacdo de linfécitos (Burchard et al, 1993; Salata;
Ravdin, 1986; Seydel et al, 1998). A mucosa do ceco e col6n consiste de glandulas ou
criptas tubulares, formadas principalmente por enterocitos e células caliciformes,
responsaveis pela producdo de muco constituido por mucinas altamente glicosiladas,
que é a primeira barreira contra a adesdo e invasdo de parasitos. O muco impede o

acesso das bactérias e toxinas ao epitélio e facilita sua remocdo pelo fluxo intestinal, ao
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mesmo tempo em que permite a coloniza¢do por membros da microbiota indigena. Tais
mucinas funcionam como alvos da clivagem glicosidica promovida pelos trofozoitos
durante a adesdo e invasdo (Tse; Chadee, 1992; Variyam, 2006). Nosso grupo de
pesquisa também verificou que a barreira epitelial da mucosa, com sua espessura e
producdo de muco em quantidades normais, colaboraram para menores niveis de lesdo e
parasitismo em camundongos C57BL/6 wild-type infectados com E. histolytica. J& os
camundongos com deficiéncia destes elementos, como o C57BL/6 CD1”, que em
condi¢cdes normais atuam limitando a agressdo da infeccdo em suas fases iniciais,
exibiram com maior frequéncia Ulceras e erosdes cecais e, maior nimero de trofozoitos
amebianos (Oliveira et al, 2012).

Alguns autores observaram que 0s neutréfilos sdo importantes na
protecdo contra os trofozoitos e no controle da expansdo das lesGes intestinais em
camundongos CBA experimentalmente infectados (Asgharpour et al, 2005). Contudo,
em camundongos BALB/c previamente tratados com anticorpo monoclonal anti-
neutrofilo e inoculados com E. histolytica pela via intracecal, a intensidade das lesdes
foi a mesma quando comparada com os animais controles, demonstrando que 0s
neutrofilos ndo foram fundamentais na imunidade contra os trofozoitos na amebiase
intestinal (Rivero-Nava, 2002). Em contraste ao observado no intestino, foi verificado
que os neutrdfilos sdo importantes na patogénese da amebiase hepatica, contribuindo
tanto para destruir trofozoitos quanto para aumentar a area do AHA em camundongos
(Velasquez et al, 1998; Pérez-Tamayo et al, 2006). Por outro lado, segundo certos
autores, neutrdfilos, que possuem didmetro de 12-15 pm, ndo seriam capazes de
fagocitar trofozoitos amebianos, cujo diametro varia de 20-40 um (Campos-Rodrigues
et al, 2016). Outro estudo mostrou gque os neutrofilos ndo possuem papel benéfico ou
protetor no AHA, mas que contribuem para 0 agravamento da lesdo hepatica, pois a
formacdo do abscesso é acompanhada pela lise macica de neutréfilos (Helk et al, 2013).

Também ja foi demonstrado na resposta inflamatdria contra E. histolytica, a
participacdo das células Natural Killer T ( NK T). Estudo envolvendo camundongos
knockout para a molécula CD1 e, consequentemente com menor nimero de linfécitos
NK T, sdo mais susceptiveis a infeccdo amebiana (Oliveira et al, 2012). Outro achado
importante foi obtido pela identificacdo imuno-histoquimica e analise quantitativa dos
trofozoitos de E. histolytica, cujo nimero no ceco foi significativamente superior nos

camundongos com menor numero de células NK T, quando comparado com o0s
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camundongos C57BL/6 wild-type (Oliveira et al, 2012). Estes resultados demonstram
que os linfécitos NK T sdo eficazes na resisténcia contra os trofozoitos na colite
experimental amebiana, assim como sdo importantes no controle da colonizagéo
bacteriana no trato gastrointestinal de camundongos C57BL/6 (Nieuwenhuis et al,
2009).

O Sistema Complemento é um importante componente do sistema imunoldgico
inato, envolvido com o desencadeamento da resposta inflamatoria e com a destruicdo e
remocdo de parasitos (Bohson et al, 2007). Um dos mecanismos de escape da E.
histolytica é a resisténcia a lise pelo Sistema Complemento, que é mediada também pela
lectina Gal/GalNAC especifica. Tal lectina amebiana possui um dominio com
similaridade antigénica ao CD59, um antigeno leucocitario humano que impede a
formacdo do complexo C5b-9 (Braga et al, 1992). Além da lectina especifica para
Gal/GaINAC, as moléculas  glicosilfosfatidilinositol,  lipofosfoglicano e
proteofosfoglicano revestem os trofozoitos e funcionam como barreira mecéanica contra
a ativacdo e acdo do sistema complemento (Stanley et al, 1992). As CP’s degradam
rapidamente as anafilatoxinas C3a e C5a do complemento, imunoglobulina A (IgA) e
imunoglobulina G (IgG), bem como a pré interleucina 18 (pré 1L-18) (Reed et al, 1995).

A infeccdo intestinal com a E. histolytica induz a uma resposta imune local com
a producdo de IgA detectavel na mucosa, que é considerada a primeira linha de defesa
especifica contra a infeccdo amebiana (Carrero et al, 2007). Estudo recente demonstrou
que individuos assintomaticos infectados com E. histolytica e outros portadores de
AHA exibiram altos niveis séricos de IgG total e suas subclasses 1gG1, 1gG2, 1gG3, e
IgG4, bem como IgA, diferentemente do observado nos individuos infectados com
E.dispar, que exibiram baixos niveis para tais imunoglobulinas (Bernin et al, 2014).
Neste mesmo estudo também foi observado que mulheres assintomaticas infectadas
com a E. histolytica exibiram maiores niveis de IgG1l do que homens assintomaticos
infectados com E. histolytica, sugerindo que a resisténcia para AHA pode estar
associada a mecanismos mediados pelo sistema complemento (Bernin et al, 2014).

N&do esta completamente esclarecido o papel desempenhado pelos leucécitos,
citocinas e anticorpos na protecdo contra a amebiase e no desenvolvimento das lesdes
amebianas (Jarillo-luna et al, 2002). As células epiteliais respondem a lectina especifica
para Gal/GalNAC de E. histolytica com um aumento na expressdo de acido ribonucléico

mensageiro (MRNA) das seguintes citocinas pro-inflamatérias: I1L-2, IL-6, IL-8,
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quimiocina ligante 3 (CCL3), quimiocina ligante 2 (CCL2), quimiocina ligante 5
(CCL5), oncogene relacionado ao crescimento (GRO-a) e fator estimulador da coldnia
de macrofagos e granuldcitos (GMCSF) (Sharma et al, 2005; Stanley, 2001).

Perfis elevados de citocinas T helper tipo 1 (Thl) foram relacionados a
mecanismos eficientes de cura dos abscessos hepaticos em gerbils (Campbell; Chadee,
1997). Macrdfagos isolados de abscessos hepaticos nas fases iniciais da infecgéo,
quando estimulados com proteinas amebianas, produziram grandes concentragfes de
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (Wang et al, 1992). Estudos in vitro
demonstraram que macrofagos ativados apds estimulagdo via IFN-y destruiram mais
eficazmente os trofozoitos através da producdo de oxido nitrico (NO) (Lin; Chadee,
1992; Salata et al, 1985). A necessidade de ativacdo do macréfago sugere uma resposta
Thl secretora de IFN-y, IL-2 e TNF-a. Contudo, em estudos de colite amebiana
experimental, animais deficientes em IL-12, IFN-y e NO exibiram a mesma intensidade
de parasitismo e inflamacdo encontrados nos animais wild type, demonstrando que a
resposta Thl ndo foi fundamental na resisténcia contra a infecgdo intestinal amebiana
(Houpt, 2002).

1.4 Salmonella enterica subspécie Enterica sorovar Typhimurium

A Salmonella enterica subespécie enterica sorovar. Typhimurium (S.
Typhimurium) é uma das causas mais frequentes de gastroenterite em seres humanos. A
S. Typhimurium é um membro da familia de bactérias Enterobacteriaceae, um grande
grupo de bactérias Gram-negativas, anaerébicas facultativas, muitas das quais fazem
parte da microbiota indigena do intestino dos vertebrados. Embora existam mais de
2.000 sorovar de S. Typhimurium, apenas algumas sdo comumente associados a trés
entidades diarréias em seres humanos: gastroenterite autolimitante, gastroenterite severa
e febre tifoide (Ibarra; Steele-Mortimer, 2009).

Salmonellas séo bactérias intracelulares facultativas capazes de infectar células
fagociticas e ndo fagociticas in vivo. Apo6s a colonizacdo intestinal pela Salmonella,
ocorre a invasdo dos enterocitos, células M e células dendriticas (DCs) do epitélio
intestinal. Posteriormente a Salmonella atinge a submucosa, podendo ser internalizada
por macrofagos residentes e rapidamente disseminar para os linfonodos mesentéricos e

0 baco (Salcedo et al, 2001). A capacidade de a Salmonella sobreviver em uma
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variedade de células hospedeiras € vital para 0 seu sucesso como um agente patogénico
(Ibarra; Steele-Mortimer, 2009). A estratégia patogénica principal da S. Typhimurium é
utilizar os seus fatores de viruléncia que provocam a inflamacao intestinal aguda (Tsolis
et al,1999).

Em modelos animais ja foi observado que S. Typhimurium utiliza um Sistema
de Secrecgéo Tipo Il (T3SS-1) que induz a inflamacdo intestinal (Barthel et al, 2003). A
funcdo principal do T3SS-1 € a secrecdo de proteinas efetoras, em células hospedeiras
(Zhou et al, 1999, 1999a). Cinco T3SS-1 efetores, denominados SipA, SopA, SopB,
SopD e SopE2 agem em conjunto para provocar alteracBes na actina dos enterocitos,
promovendo assim a invasao e inflamacdo intestinal epitelial (Friebel et al, 2001; Zhang
et al, 2002 ). A S. Typhimurium induz a ativacdo da proteina quinase ativada por
mitogeno (MAP) e do fator nuclear potenciador de células B ativadas (NFx-B), bem
como estimula a producgdo de citocinas pré-inflamatdrias em células cultivadas de um
modo dependente de T3SS-1, sugerindo que o acesso citosolico pelo T3SS-1 inicia as
respostas das células hospedeiras (Hobbie et al, 1997).

Varios mecanismos através dos quais 0 acesso citosolico pelo T3SS-1 pode
induzir respostas inflamatorias tém sido propostos. Tais mecanismos tém em comum
que 0 acesso citosolico pelo T3SS-1 € detectado pelos macréfagos através do
reconhecimento citosolico de proteinas bacterianas translocadas, resultando em
activacédo de caspase 1 e consequente activagdo proteolitica de interleucina-1p (IL-1B) e
interleucina-18 (1L-18), duas citocinas pré-inflamatérias (Hoffmann et al, 2010).

As doengas diarréicas configuram um dos principais problemas que afetam a
qualidade de vida das criangcas nos paises em desenvolvimento, implicando em uma
carga consideravel de morbimortalidade e, consequentemente, importantes demandas
para a rede de servicos de salde (Bern et al, 1993; UNICEF, 2005; Boschi-Pinto et al,
2008; WHO, 2008). A diarreia € um grave problema de saude publico, intimamente
associado as condigcdes de higiene e da agua utilizada (Ozkan et al, 2007). A
transmissdo de doencas infecciosas como a diarreia € um processo complexo, com
muitos determinantes, ainda assim, sabe-se que 88% das mortes por diarreia sao
atribuidas a agua ndo potavel, saneamento inadequado e higiene precaria (Trevett et al,
2005; UNICEF, 2009).

Segundo a OMS, a diarreia é a segunda maior causa de 6bito na infancia,

representando em torno de 1,5 milhdes de mortes anuais de criancas de até cinco anos
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(UNICEF, 2009). Nos paises em desenvolvimento, estima-se que 1,5% das mortes de
recém-nascidos em 1993 foram causadas por doencas diarréicas e, somente na América
Latina e Caribe, foram responsaveis por 7,1% dos obitos no periodo de 1998 a 2002
(Teixeira; Pungirum, 2005; Bozkurt et al, 2003). Estudo realizado em moradias
periurbanas do Brasil, na cidade de Guarulhos, observou maior ocorréncia de diarreia
em criangas com idade de 10 meses ou maiores. Havendo ja nesta idade a introducéo de
outros alimentos na dieta infantil e, ndo ocorrendo os devidos cuidados de higiene,
aumentam os riscos de infeccdo e diarreia (Paz et al, 2012). Até mesmo nos paises
desenvolvidos, as diarreias ainda representam um importante componente das
estatisticas de morbidade e da demanda de servi¢os de saude, como no caso dos Estados
Unidos, onde ocorreram 16.700 hospitalizacdes em doze meses, de crian¢as menores de
cinco anos, devido a complicacdes produzidas por sindromes diarreicas (Parashar et al,
2003).

A diarreia é uma alteracdo do movimento intestinal normal caracterizada por
aumento do volume e do teor de agua das fezes, bem como por mudancas na frequéncia
de sua eliminacdo. O conceito de que diarreia é a diminuicdo da consisténcia e o
aumento na frequéncia de evacuagdes para mais de trés vezes/dia tém sido utilizado
para investigacdes epidemiologicas (Guerrant et al, 2001). A diarreia intensa pode levar
a hospitalizacdo e sequelas graves, tais como a sindrome de Guillain Barre, a sindrome
urémica hemolitica e, em alguns casos, até a morte (Amirlak; Amirlak, 2006; Allos,
2001).

Algumas estratégias de prevencdo, tais como o uso de agua potavel, saneamento
basico e, praticas de higiene podem ser implementadas sem a necessidade de
conhecimento aprofundado sobre os agentes etioldgicos das diarreias. Por outro lado,
outras medidas, tais como o desenvolvimento de vacinas, requerem investigacdo mais
acurada destes parasitos e de sua relacdo com o hospedeiro (Walker et al, 2010).

Varios estudos foram realizados em diversos paises pelo mundo para pesquisar a
presenca de um ou mais patdgenos em amostras de fezes diarréicas. Embora estes
estudos isolados fornecam informagdes importantes, é dificil obter conclusbes em
relacdo a importancia de cada agente etiologico, sem considerar a interrelacdo de mais
de um agente simultdneamente (Walker et al, 2010). A lista de enteropatogenos que
podem causar diarreia é extensa e inclui virus, bactérias, protozoarios e helmintos
(Guerrant et al, 2001; Pawlowski et al, 2009).
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Por estas razBes, determinar a etiologia da diarreia € importante, a fim de
orientar as intervencdes globais de salde publica, planejando acgdes especificas, tanto

nos casos endémicos quanto nos epidémicos.

2. JUSTIFICATIVA

Diante das evidéncias que comprovam que E. dispar € capaz de produzir lesbes
experimentais significativas na presenca de bactérias e da elevada frequéncia de co-
infeccdes intestinais que atingem milhdes de pessoas anualmente, acreditamos que 0S
passos mais importantes devem ser direcionados no aprofundamento dos estudos da
relagdo E. dispar/bactérias. Além disso, ndo existem estudos “in vivo” sobre a
correlagdo da expressdo génica de fatores de viruléncia amebianos, com a intensidade
da lesdo e a expressao de marcadores de inflamacdo aguda em modelos experimentais

de infeccdo amebiana associada a bacteriana.

3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da bactéria Salmonella Enterica sorovar Typhimurium (S.

Typhimurium) sobre a viruléncia da Entamoeba dispar e da Entamoeba histolytica in

vitro e na colite amebiana experimental induzida no rato.

3.1 Objetivos especificos:
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3.1.1 Padronizar o cultivo in vitro de S. Typhimurium associada a trofozoitos de E.
dispar e E. histolytica.

3.1.2 Avaliar a expressao dos genes de amebaporo A, cisteina proteinases 2 e 5, e da
lectina especifica para residuos de Gal/GaINAC em trofozoitos de E. dispar e E.
histolytica, isolados de culturas ndo associadas e associadas com S. Typhimurium;

3.1.3 Quantificar a expressdo dos mesmos genes mencionados acima em trofozoitos de
isolados de culturas ndo associadas e associadas com S. Typhimurium.

3.1.4 Avaliar as lesdes microscopicas presentes no ceco de ratos infectados com E.
dispar ou E. histolytica e co-infectados ou ndo com S. Typhimurium;

3.1.5 Avaliar a intensidade da inflamag&o da mucosa cecal nos ratos infectados com E.
dispar ou E. histolytica e co-infectados ou ndo com S. Typhimurium;

3.1.6 Avaliar a expressdo de IL-1a, IL-4, COX-2 e MUC-2 na mucosa cecal de ratos
infectados com E. dispar ou E. histolytica e co-infectados ou ndo com S. Typhimurium.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Microorganismos
4.1.1 Bactéria Salmonella enterica sorovar Typhimurium

Foi utilizada a cepa Salmonella enterica sorovar Typhimurium (ATCC 14028),
de origem humana, cedida gentilmente pela Professora Dra Elisabeth Neumann, sendo
mantida no Laborat6rio de Microbiologia Oral e Anaerdbios do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (ICB/UFMG).

A cepa foi cultivada em meio Brain Heart Infusion (BHI) cultivada por 18 horas
a 37°C em aerobiose e adicionado 0,2 ml de glicerina esterilizada por calor seco. Para 0s
experimentos a cepa foi ativada por duas vezes consecutivas em caldo BHI (aerobiose),
a 37°C, durante 18 horas sem agitacdo. Para avaliagdo do crescimento da S.
Typhimurium foram feitas diluicdes sucessivas das culturas ativadas em salina 0,85%
estéril, seguindo-se plagqueamento de 100uL das dilugdes 105, 10 e 107 em placas de
Agar BHI, para contagem de col6nias isoladas, respectivamente pela técnica de spread
plate. As placas foram incubadas a 37°C por 48h em aerobiose, as col6nias foram
contadas. Posteriormente foram preparadas suspensdes de cultura, diluidas em solucéo

salina 0,85% na concentragéo de 10’ Unidades formadoras de Col6nias (UFC).
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4.1.2 Cepas de Entamoeba dispar e de Entamoeba histolytica

Foram utilizadas as cepas MCR, ADO e VEJ de E. dispar mantidas em cultivo
polixénico de meio Pavlova, isoladas no Laboratorio de Amebiase do departamento de
Parasitologia do ICB-UFMG, de pacientes apresentando colite ndo disentérica com
sorologia negativa para E. histolytica. A sorologia, zimodema e PCR foram positivos
para E. dispar (Gomes et al, 1999; Martinez et al, 1996). Também foram utilizadas as
cepas EGG axénica (EGGa) e EGG polixénica (EGGp) de E. histolytica, isoladas em
1988 no Laboratério de Amebiase do departamento de Parasitologia do ICB-UFMG, de
paciente apresentando colite disentérica e necrose hepatica amebiana. Utilizando os
mesmos métodos, zimodema e o PCR, foi verificado que as amostras eram de E.
histolytica (Gomes et al,1999; Martinez et al, 1996). As cepas MCR, ADO, VEJ de E.
dispar e a cepa EGGp de E. histolytica foram cultivadas em meio Pavlova modificado
(Silva, 1972), enquanto a cepa EGGa de E. histolytica foi cultivada em meio Yeast
Extract-lIron-Serum (TY1-S-33) (Diamond et al, 1978a).

4.2 Padronizacao da associacdo in vitro de S. Typhimurium a cultura de trofozoitos

amebianos

Para obtermos a associacao de S. Typhimurium a cultura amebiana, a principio
foram realizados testes de sobrevivéncia da S. Typhimurium nos meios Pavlova e TYI-
S-33. O meio de cultura Pavlova destinado ao crescimento das cepas MCR, ADO e VEJ
de E. dispar e EGGp de E. histolytica, € composto de Na;HPO4 (fosfato de sodio
dibasico), KH2PO4 (fosfato de sddio monobasico), NaCl, Extrado de levedo (auto lisado
de células de levedura), soro bovino, H>O e amido solidificado. Quando associado a S.
Typhimurium no meio Pavlova, em estufa a 37° C, foi constatado que ndo ocorreu
crescimento ou colonizagdo, devido a S. Typhimurium necessitar de glicose para seu
desenvolvimento, e a Unica fonte de glicose no meio Pavlova é o amido solidificado,
que é fagocitado e metabolizado pelos trofozoitos amebianos. A S. Typhimurium néo
conseguiu metabolizar e extrair glicose do amido solidificado, o que acarretou na
necessidade de adicionar glicose ao meio. Foram realizados testes de adicéo de glicose
ao meio Pavlova nas seguintes concentragbes 0,5g/L, 1g/L, 2g/L, 3g/L e 4g/L. A

concentragéo de glicose mais adequada foi igual a 2g de glicose para cada litro de meio
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de cultura Pavlova. Esta concentragdo permitiu que a S. Typhimurium se desenvolvesse
sem interferir no crescimento dos trofozoitos e das bactérias oriundas da microbiota
indigena do paciente a qual foram isoladas as cepas. Ja para o crescimento da cepa
EGGa de E. histolytica, foi utilizado o meio axénico TYI-S-33, que é composto por
extrato de levedo, Na;HPO4, KH2PO4, NaCl, glicose, L-Cisteina (aminoacido), &cido
ascorbico, citrato de ferro, soro bovino e H20. Por ser um meio mais rico em nutrientes
e possuir glicose em sua formula, S. Typhimurium mantida em estufa a 37° C conseguiu
colonizar o meio facilmente, ndo necessitando de nenhuma intervencao.

Paralelamente aos testes de sobrevivéncia da S. Typhimurium aos meios de
cultura amebianos foram realizados testes para avaliar a resisténcia dos trofozoitos das
cepas amebianas estudadas, a associacdo da S. Typhimurium. As cepas MCR, ADO e
VEJ de E. dispar e EGGp de E. histolytica foram cultivadas separadamente em meio
Pavlova enquanto a cepa EGGa de E. histolytica foi cultivada em meio TYI-S-33.
Ambas foram cultivadas em garrafas e mantidas em estufa a 37° C, por um periodo de
48 horas. Passadas as 48 horas de cultivo e sendo constatado o bom crescimento dos
trofozoitos, foram associadas as culturas S. Typhimurium nas diferentes concentragdes
10* UFC, 10° UFC e 108 UFC contidos em 10 ul de solucéo salina 0,85%, por de 3, 6,
18 e 24 horas. Para estabelecermos a concentragdo de S. Typhimurium e o tempo de
associacdo ideal foram considerados a viabilidade do trofozoitos de todas as cepas
amebianas. Foi padronizado como melhor concentracdo a adicdo de 106 UFC e o tempo
viavel para a associagdo, o periodo de 18 horas. Na concentracdo de 10° UFC e tempo
de 18 horas foram observados trofozoitos com bom aspecto e em bom niimero em todas
as culturas amebianas das diferentes cepas, sendo as coculturas viaveis para realizarmos

0S experimentos.

4.3 Cultura in vitro de trofozoitos em associagdo com S. Typhimurium

As cepas MCR, ADO e VEJ de E. dispar e EGGp de E. histolytica foram
cultivadas separadamente em meio Pavlova enquanto a cepa EGGa de E. histolytica foi
cultivada em meio YI-S-33. Ambas as culturas das espécies de amebas foram mantidas
separadamente em garrafas e mantidas em estufa a 37° C, por um periodo de 48 horas e
realizado o acompanhamento do crescimento de ambas as espécies de amebas.

Constatado o crescimento, em algumas garrafas das diferentes cepas amebianas
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cultivadas, foram associadas a bactéria S. Typhimurium na concentragdo de 10° UFC
em 10 pl. Esta associagdo foi mantida por um periodo de 18 horas em estufa a 37° C.
Algumas garrafas de cultivos das amebas foram mantidas sem associacdo com bacterias.
Apds as 18 horas, foram coletados os trofozoitos das culturas associadas e néo
associadas com a bactéria S. Typhimurium. Os trofozoitos foram colocados em
microtubo contendo eosina, funcionando como marcador de vitalidade, na dilui¢do 1:2 e
depois levados a camara de Neubauer. Para o calculo de amebas/ml foi realizada a
multiplicacdo do nimero de trofozoitos contados pela diluicdo utilizada e pelo fator de
correcdo 2500 (Seydel et al, 1997). Apds a contagem, as cepas com o crescimento
préximo ou superior a 10° foram armazenadas separadamente em microtubos de 2 ml
contendo 500uL de Trizol Reagent (Invitrogen, Carlsbad, USA), estocadas em freezer

na temperatura -80°C e destinadas a extracdo de RNAm.

4.4 Determinagdo da expressdo de RNAm dos fatores de viruléncia em trofozoitos
de E. histolytica e E. dispar, isolados da cultura
4.4.1 Extracdo do RNA total dos fatores de viruléncia em trofozoitos de E.

histolytica e E.dispar isolados da cultura

Apbds a coleta das culturas amebianas ndo associadas e associadas a S.
Typhimurium, estas foram centrifugadas, desprezado o sobrenadante e o pellet foi
transferido para microtubos de 2 ml estéreis e livres de RNAase contendo 500 pl de
Trizol (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) que consiste em uma solugédo
monofésica de fenol e guanidinaisotiocianato de onde o RNA foi extraido. Durante a
extracdo, o Trizol rompe as células mantendo a integridade do RNA. O acréscimo do
cloroférmio separa a solugdo em fase aquosa e organica, sendo que o0 RNA permanece
na fase aquosa. Por fim, o RNA presente na fase aquosa foi precipitado com
isopropanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA).

Para obtermos o RNA em bom grau de pureza e integridade foi utilizado a agua

miliQ preparada com dietilpirocarbonato (DEPC). A extracéo foi realizada em ambiente
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asséptico e foram usadas toucas, mascaras e luvas livres de talco. As bancadas e fluxo
laminar foram higienizados com etanol a 70%, preparado com agua DEPC e todo
material utilizado foi estéril.

Com a adi¢édo de cloroférmio ocorre a separacdo em fases, onde foi retirada a
fase liquida transparente, contendo o RNA. O produto foi precipitado com isopropanol
gelado e posteriormente lavado com etanol, a 70%, em agua DEPC. O pellet de RNA
foi suspenso com 50 a 100 ul de agua DEPC. Apds a secagem do etanol residual o RNA
foi quantificado por espectrometria no equipamento NanoDrop 2000 (Thermo Cientific
Inc., Bremen, Germany). Foi constatada e levada em consideragdo a relacdo de
absorbancia (A) em 260/280 nanémetros (nm) e 260/230 nm, que indica o grau de

pureza de RNA, que posteriormente foi armazenado a -20°C.

4.4.2 Producgdo de cDNA a partir do RNA extraido dos fatores de viruléncia de

trofozoitos de E. histolytica e E.dispar, isolados da cultura

Tubos contendo amostras de RNA que apresentaram quantificacdo acima de 200
ng/ul e relacdo de A260/A280 entre 1,7 e 2,1 foram retirados do freezer para confecgao
do DNA complementar (cDNA). Foi calculado o volume necessario para obtencdo de
50 pl, em concentracdo de 200ng/ul e procedeu a diluicdo. Posteriormente 0 RNA foi
tratado com a enzima Turbo DNAase | da (Applied Biosystem, Foster City, Califérnia,
USA) de acordo com a recomendacdo do fabricante, objetivando-se eliminar algum
DNA residual. Em seguida efetuou-se nova diluicdo do RNA, adicionando-se 50 pl de
agua DEPC, que resultou em 100 pl do produto, contendo 100 ng/ul de RNA (Tabela
1).

Quadro 1: Volume dos reagentes usados no tratamento com a Turbo DNAse I.

Tratamento com tubo DNAse I-AB
Amostras 1X 100X
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RNA 45 pL a 200ng/uL
Tampdo 10X 5uL 500
Enzima 1puL 100

30’ a 37°C graus
Depois 2 pL EDTA 375 mM e 75°C/10 minutos

Todo o RNA tratado foi usado para a reacdo de transcricdo reversa (Reverse
transcription polymeras chain reaction (RT-PCR) e producdo de cDNA com o kit High
Capacity (Life Techonologies, Grand Island, New York, USA), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Foi utilizado 1,0 (ug) de RNA para cada reagdo de RT-
PCR. Em seguida O RNA total e o cDNA foram armazenados a -20°C (Tabela 2).

Quadro 2: Mistura de reagentes utilizados para confec¢do do cDNA.

MIX Reacdo de RT-PCR (High Capacity)

1X 100X
Tampéo RT 10x 2 200
dNTPS 0,8 80
Random primers 2 200
DDW 4,2 420
RNA (100ng/uL) 10

4.4.3 Padronizacdo das reagbes de gRT-PCR com iniciadores para fatores de

viruléncia de trofozoitos de E. histolytica e E.dispar

A padronizagédo das condicdes da Reagdo em Cadeia da Polimerase quantitativo
em Tempo Real (QPCR) foi realizada levando em consideragdo a concentragdo dos

iniciadores associados a eficiéncia das reagdes.



25

Para os ensaios de amplificacdo dos iniciadores, confeccionados para os fatores de
viruléncia dos trofozoitos de E. histolytica e E.dispar, a padronizacéao foi realizada com
0 cDNA obtido a partir do RNA extraido das culturas amebianas associadas e nédo
associadas a S. Typhimurium. Os parametros utilizados foram diferentes concentracdes
dos iniciadores em temperatura de anelamento de 60°C e diferentes diluicbes das
amostras de cDNA. Os primers foram desenhados usando o programa Primer 3 input
version 0.4.0. Suas sequéncias, bem como as eficiéncias de reacdo sdo demonstradas na
Tabela 1.

As reagdes de gPCR foram efetuadas na plataforma ABI 7900 HT REAL TIME
PCR (Life Techonologies, Grand Island, New York, USA) pertencente ao
Departamento de Biologia Geral-ICB/UFMG, com o Kit SYBR Green PCR Master Mix
2x (Life Techonologies, Grand Island, New York, USA), em placas épticas de 96
pogos, com selante adesivo Optico MicroAmp (Applied Biosystem. Foster City,
California, USA). As curvas de dissociacdo foram obtidas a partir de dilui¢des seriadas
do cDNA (50 ng; 5 ng; 0,5 ng, 0,05 ng e 0,005 ng), para todos os genes dos fatores de

viruléncia e de referéncia.

Tabela 1: Condicdes padronizadas de RT-qPCR para quantificacdo relativa da expressao
génica dos fatores de viruléncia amebianos obtidos em amostras de culturas de trofozoitos de

cepas E. dispar/E.histolytica.

Gene Sequencia dos primers Eficiéncia  Temperatura  Tamanho  Quantidade
(%) de do
anelamento amplicon

F 5> AAGCTGCATCAAGCGTGAA3’

Actin R 5> ACCAAGGAATGATGGAGA3’ 105.82 60°C 119bp 10pmols
F 5 GGAACTGTTGAAGCTGGAGA3’

GAPDH R 5’ CCCCATCCAATTTGAGCTGG3’ 109.67 60°C 92bp 20pmols
F 5’ AGAGACCAAGCATCATGTGGA3’

CP-5 R 5’TCTTTGATCCAGCAACCAACA3’ 96.45 60°C 93bp 10pmols
F5’GTTTGTGCTGTTGGATATGGTGT3’

CP-2 R 5 CCTTTATCCCCATCCTGTTCC3’ 112.75 60°C 86bp 15pmols
F 5> TCACTGCTACTCACCAAGGA3Z’

Ap-A R 5’CTTTATCAGCTCCCTTAGTGGT3’ 108.68 60°C 97bp 15pmols

Lectina/ F STGCGAAACTGCAACATGTGATC3’

Gal/GaINAC R 5’GGTGTGATTGTGGGAATTCTTC3’ 98.03 60°C 94bp 20pmols

Em todas as reacOes de amplificagdo foram usados programas de ciclagem
universal 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/Iminuto. A curva de dissociacéo foi

obtida por meio de etapas de aquecimento, resfriamento e aquecimento, sucessivas (95°
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C/15s, 60° C/15s e 95° C/ 15s) apds a reacdo de amplificagdo. Para as reacOes foram
utilizadas placas MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate, fechadas com selante
MicroAmp® Optical Adhesive Film (Life Techonologies, Grand Island, New York,
USA).

4.4.4 Quantificacdo relativa da expressao dos fatores de viruléncia de trofozoitos de

E. histolytica e E.dispar, isolados da cultura

A quantificagdo relativa da expressdo dos fatores de viruléncia amebiano de
interesse foi realizada mediante amplificacdo por gPCR do cDNA obtido das amostras
de RNA total extraido dos trofozoitos de E.dispar e E. histolytica, isolados das culturas
associadas e ndo associadas a S. Typhimurium. As reac6es foram realizadas a partir de
iniciadores, codificados pelos genes da cisteina proteinases 2 e 5, amebaporos A e da
lectina especifica Gal/GalNAC, (Tabela 3).

A normalizacdo foi fundamentada nos resultados dos niveis de expressdo dos
genes housekeeping actin e GAPDH. A concentracdo desconhecida de uma amostra foi
calculada pela comparagéo do seu ponto de cruzamento (Cp), com o correspondente na
curva padrdo. O numero de ciclos no Cp (eixo Y) foi representado graficamente em
funcdo do log da quantidade do molde inicial dos padrées (eixo X).

Apbs a amplificacdo foram realizadas as andlises para obtencdo da quantificacdo
relativa, que resultou da relagdo entre o gene dos fatores de viruléncia em estudo e dos
genes housekeeping, ambos comparados com os resultados obtidos com uma amostra
calibradora, ndo co-cultivada com S. Typhimurium. Os resultados foram graficamente
demonstrados usando a média e desvio-padrdo dos valores do nivel relativo de RNAm
de cada fator de viruléncia, normalizado pelo fator de normalizacdo, este Gltimo, foi
obtido das médias geométricas das quantidades relativas de RNAm de actin e GAPDH,
para cada grupo experimental.

Para obtencdo dos dados de nivel relativo de expressdo (NRE), foi empregado o
método derivado do relative quantification (RQ) = 244 (Livak & Schmittgen, 2001) e

modificado por Hellemans et al, (2007) usando a equacao 1:
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Equacio 1: NRE= [EJ] 4Cq, (Cq, calibrador - Cq, amestra leste)

n _\/ ﬁ[Em] 210G, (G calibrador - O, amosira teste)

NREx - Expressdo relativa normalizada do gene estudado;

Ex - Eficiéncia de amplificacdo do gene estudado;

Err - Eficiéncia de amplificacdo do(s) gene(s) de referéncia;

ACQx - Valor de quantificacdo do ciclo do gene estudado;

ACQrer - Valor de quantificacdo do ciclo do(s) gene(s) de referéncia;
n - Ndmero de genes de referéncia utilizado.

4.5 Inoculagéo
4.5.1 Animais utilizados

Foram utilizados no experimento 8 ratos wistar (Rattus norvegicus) por grupo,
totalizando 96 ratos (Figura 1), fémeas, com a idade aproximada entre 25-30 dias. Os
ratos foram obtidos no Biotério do ICB/UFMG.

Os ratos foram mantidos em gaiolas coletivas, com temperatura ambiente em
torno de 23°C, com exposicdo a luz durante 12 horas, recebendo agua ad libitum. Este
projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFMG (CEUA-
UFMG) (protocolo 224/2012).

4.5.2 Inoculacéo dos trofozoitos

As cepas mantidas a -70° C em nitrogénio liquido, no Laboratério de Amebiase
do departamento de Parasitologia do ICB-UFMG, foram descongeladas em banho-
maria a 37°C, por aproximadamente cinco minutos. As cepas MCR, ADO e VEJ de E.
dispar e, a cepa EGGp de E. Histolytica foram colocadas em tubos com meio Pavlova.
A cepa EGGa de E. histolytica foi introduzida em tubos com meio TYI-S-33, e, apds o
crescimento, todas foram transferidas para garrafas de culturas, mantidas em estufa a
37° C, por aproximadamente 48 horas.

No dia do in6culo, o sobrenadante das garrafas foi desprezado, a fim de
selecionar somente trofozoitos viaveis e PBS foi acrescentado. As garrafas foram
colocadas em banho de gelo por 15 minutos para soltar os trofozoitos viaveis aderidos

na superficie. Os trofozoitos foram transferidos para tubos falcon de 15 ml e
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centrifugados por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e cada cepa foi transferida
separadamente para um Unico tubo. Para contagem dos trofozoitos, estes foram
colocados em microtubo contendo eosina, funcionando como marcador de vitalidade, na
diluicdo 1:2 e depois levados a camara de Neubauer. Para o calculo de trofozoitos/ml foi
feita a multiplicagdo do nimero de trofozoitos contados pela diluicdo utilizada para a
contagem e pelo fator de correcdo 2500 (Seydel et al, 1997).

Antes do inoculo os ratos foram anestesiados com solucdo de xilazina 2% (10
mg/Kg) e ketamina 5% (150mg/Kg) para realizacdo de uma laparotomia sagital
mediana de aproximadamente 2cm para exposi¢ao do ceco. Em seguida, na porcao final
do ceco foi realizado indculo de 500000 trofozoitos das respectivas cepas MCR, ADO e
VEJ de E. dispar e, EGGa e EGGp de E. histolytica, contidos em 0,5 ml de meio de

cultura.

4.6 Experimento de co-infeccao
4.6.1 Intubacdo intragastrica com bactéria e inoculo intracecal de trofozoitos

Primeiramente 40 ratos foram submetidos a um desafio por intubacdo
intragastrica com 0,5mL de uma suspensdo contendo 10® UFC da bactéria alvo S.
Typhimurium, previamente ativada por 2 repiques em meio BHI, onde foi cultivada por
24h a 37°C em aerobiose. Quatorze horas depois, todos os ratos foram inoculados por
via intracecal com 5 x 10° trofozoitos amebianos contidos em 0,5 ml de meio de cultura
das respectivas cepas de amebas, E. dispar cepa MCR (grupo MCR-ST, n=8), E. dispar
cepa ADO (grupo ADO-ST, n=8), E. dispar cepa VEJ (grupo VEJ-ST, n=8), E.
histolytica cepa EGG polixénica (grupo EGGp-ST, n=8) e E. histolytica cepa EGG

axénica (grupo EGGa-ST, n=8) conforme explicitado na figura 1.
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Como grupos controles, 56 ratos foram inoculados somente com trofozoitos das
cepas: E. dispar cepa MCR (grupo MCR, n=8), E. dispar cepa ADO (grupo ADO, n=8),
E. dispar cepa VEJ (grupo VEJ, n=8), E. histolytica cepa EGG polixénica (grupo
EGGp, n=8) e E. histolytica cepa EGG axénica (grupo EGGa, n=8) (Figura 1). Oito
ratos foram somente submetidos a um desafio por intubacgdo intragastrica com 0,5mL de
uma suspensio contendo 10® UFC da bactéria S.Typhimurium (grupo ST, n=8) (Figura
1). Outros 8 ratos pertencentes ao grupo controle ndo infectado foram inoculados
também pela via intracecal com 0,5ml meio de cultura Pavlova estéril (grupo CTRL,
n=8) (Figura 1).

Experimento/co-infeccao
Tempo 0 -inoculagdo intragastrica com 108
UFC da S.Typhimurium.

14 horas apods - inoculo intracecal de 5x10°
trofozoitos.

~ ™

S.Typhimurium + Controles Controles
trofozoitos trofozoitos

Cepas de E. Cepas de E. S.

dispar dispar Tvohimurium
MCR-ST, MCR, ST,
n=8 n=8 n=8

ADO-ST, ADO, N&o infectado
n=8 n=8
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Figura 1. Delineamento experimental.
MCR-ST- Grupo infectado com a cepa MCR e co-infectado com S. Typhimurium.

ADO-ST- Grupo infectado com a cepa ADO e co-infectado com S. Typhimurium.
VEJ-ST- Grupo infectado com a cepa VEJ e co-infectado com S. Typhimurium.
EGGp-ST- Grupo infectado com a cepa EGGp e co-infectado com S. Typhimurium.
EGGa-ST- Grupo infectado com a cepa EGGa e co-infectado com S. Typhimurium.
MCR - Grupo controle infectado com a cepa MCR.

VEJ - Grupo controle infectado com a cepa VEJ.

ADO - Grupo controle infectado com a cepa ADO.

EGGp - Grupo controle infectado com a cepa EGGp.

EGGa - Grupo controle infectado com a cepa EGGa.

ST - Grupo controle infectado com S. Typhimurium.

CTRL - Grupo controle néo infectado.

4.7 Necropsia e coleta de material

Os ratos foram eutanasiados 7 dias ap0s a infeccdo, utilizando overdose de
anestésico (solucdo de xilazina 2% e ketamina 5%) para a coleta do ceco de todos 0s
grupos. Nos grupos de ratos co-infectados com S. Typhimurium além do ceco também
foram coletados o baco e figado em condicBes assépticas. O baco e o figado foram
pesados, triturados, homogeneizados e diluidos separadamente. Posteriormente dez
microlitros das diluicdes 10, 102 e 102 foram plaqueadas, em triplicata, por
microgota, em agar MacConkey (Difco, Sparks, EUA) para enumeracdo de Salmonella.
As placas de MacConkey foram incubadas a 37°C por 24 horas em aerobiose. Os

resultados foram expressos em Log de UFC/g de érgdo. Com isso foi confirmado o
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sucesso do indculo da S. Typhimurium nos ratos co-infectados. Os cecos dos ratos
foram abertos longitudinalmente, lavados com PBS pH 7,2, colocados em uma
superficie plana e enrolados em uma espiral com a mucosa voltada para dentro de modo
a formar rolos (swiss rolls ou rocambole). Os rolos foram entdo amarrados com linhas,
com leve pressdo e imersos em solugdo fixadora de Bouin com 1,5% de &cido acético
para pré-fixacdo durante 15 minutos. Em seguida foram retirados da solucéo de Bouin e
fixado em formol tamponado 10% pH 7,2 por 5 dias, com adaptacdes segundo Arantes
& Nogueira (1997). Apos o periodo de fixacdo no formol, foram obtidos de cada ceco, 5
fragmentos que foram desidratados em diluigdes alcoolicas crescentes, diafanizados em
xilol, infiltrados e incluidos em parafina. Foram obtidos cortes com 4 pm de espessura
para coloracdo com hematoxilina e eosina (H&E) e confeccionadas laminas para
analises histopatoldgicas, descricdo das lesdes quanto a intensidade, analises
morfométricas e para a realizagdo de rea¢fes imuno-histoquimicas.

Apos a eutandsia, as carcagas foram imediatamente acondicionadas em sacos de
lixo branco, identificados como lixo bioldgico infectante e refrigerados a -20 °C em
Freezer do Departamento de Patologia Geral do ICB/UFMG, exclusivamente utilizado
para 0 armazenamento temporario das carcacas. Posteriomente, os sacos foram
coletados como lixo bioldgico infectante pelo servico de limpeza do ICB, direcionados

para o abrigo externo especifico e recolhidos pela Servico de Limpeza Urbana.

4.8 Analise quantitativa da area de necrose cecal (erosGes e Ulceras) e, da

celularidade da lamina propria

Foram denominadas de erosdes amebianas as pequenas lesGes destrutivas da
mucosa cecal, menos frequentemente observadas atingindo também a submucosa, com
presenca ou auséncia de infiltrado inflamatdrio misto. Ja as Ulceras amebianas cecais
sdo lesbes amplas e mais profundas, com necrose sempre atingindo a mucosa e
submucosa e, as vezes, até a muscular. As lesdes foram descritas quanto ao seu tipo,
intensidade e localizagdo e o infiltrado inflamatdrio foi descrito como discreto

moderado e intenso.
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Para mensuracdo da &rea total de erosdes e Ulceras cecais, foram analisados
cortes histologicos corados pela H&E, onde 3 fatias de cada ceco foram escolhidas
aleatoriamente e identificadas. Todas as erosdes e Ulceras foram visualizadas pela
objetiva de 10X e digitalizadas através da microcamera JVC TK-1270/RGB (Tokyo,
Japan), e manualmente medidas para obtencdo da &rea da lesdo (erosdes + Ulceras) em
um?, por intermédio do programa KS300 contido no analisador de imagens Carl Zeiss
(Oberkochen, Germany). Posteriormente os mesmos cortes analisados anteriormente
foram visualizados pela objetiva de 2X, digitalizados através da mesma microcamera e
mensurados manualmente o comprimento em milimetros de cada corte por intermédio
do mesmo programa, para obtencdo da proporcéo real da superficie cecal analisada de
cada animal. Em seguida, os dados da area de lesdo de cada animal foram normalizados
considerando o menor comprimento de mucosa cecal analisado e obtido o valor da area
de lesdo de cada animal (Oliveira et al, 2015). A metodologia empregada para o
imageamento microscopico, segmentacdo de imagens e definicdo das condigdes de
morfometria foi a descrita por Caliari (1997).

Para a andlise da celularidade da lamina prépria foi utilizada metodologia
semelhante a padronizada por Ferreira Junior et al, (2015). Cortes histologicos corados
pela H&E de cada rato dos mesmos grupos foram visualizados pela objetiva de 20X
para a digitalizacdo de 20 imagens aleatorias através da microcamera Samsung SDC-
415. Outra sequéncia de algoritmos do mesmo programa de morfometria foi elaborada
para a segmentacdo e o processamento das imagens e definicdo das condicdes de
morfometria. As técnicas de processamento de imagens foram aplicadas para evidenciar
0s nucleos das células e, através da segmentacdo, foram selecionados os pixels dos
nucleos de todos os tipos celulares presentes na lamina propria e excluidos aqueles de
outras estruturas do corte histologico. Mediante este processo, foi criada uma imagem
binaria e calculados os nucleos de todos os tipos celulares presentes na I[amina propria.
A contagem obtida nos ratos controles foi considerada como o padrdo normal de
celularidade da lamina propria, sem infiltrado inflamat6rio. Ja& nos ratos dos grupos
MCR-ST, ADO-ST, VEJ-ST, EGGa-ST, EGGp-ST, MCR, VEJ, ADO, EGGa, EGGp e
ST foram contados os nucleos dos tipos celulares normalmente presentes na lamina
propria e os nucleos dos leucdcitos recrutados no processo inflamatorio, permitindo a

avaliacdo quantitativa do infiltrado inflamatorio (Ferreira Junior et al, 2015).
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4.9 ReacOes imuno-histoquimicas para IL-1a, IL-4, COX-2 e MUC-2

Dos fragmentos cecais coletados foram obtidos outros cortes histoldgicos de
todos os grupos de ratos. Estes cortes foram desparafinados em xilol, hidratados em
solucBes alcodlicas de concentragbes decrescentes e lavados em PBS pH 7,2,
Posteriormente foi realizado o reaproveitamento antigénico com a solucdo Dako
Retrival (Dako, Califérnia, USA) a 100°C por vinte minutos. A atividade da peroxidase
enddgena foi eliminada incubando os cortes em solucdo de H202 40vv a 0,2% em 200
ml de PBS por 20 minutos e os sitios de ligacdo inespecifica foram bloqueados
incubando-se os cortes com o reagente ultra V-Block (Thermo Scientific®,
Massachustts, USA) por 40 minutos. Em seguida os cortes foram incubados com
anticorpo monoclonal anti-IL-1a, anti-1L-4 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA) diluidos 1:40, anti-COX-2 diluido 1:60 (Zymed Laboratories Inc., San Francisco,
CA, USA) e anti-MUC2 diluido 1:40 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA), por 18 horas. Em seguida os cortes foram lavados em PBS e incubados com IgG
biotinilada de cabra anti-camundongo, diluida 1:40 (Zymed Laboratories Inc., San
Francisco, CA, USA) nas reacBes imuno-histoquimicas para IL-la e IL-4, 1gG
biotinilada de cabra anti-camundongo, diluida 1:60 (Zymed Laboratories Inc., San
Francisco, CA, USA), na reacdo imuno-histoquimica para COX-2 e IgG biotinilada de
cabra anti-coelho diluida 1:60 (Bethyl Laboratories Inc, Montgomery, USA) na reacdo
imuno-histoquimica para MUC-2. Posteriormente os cortes foram incubados com
estreptavidina conjugada com peroxidase (Zymed Laboratories Inc., San Francisco,
USA) diluida 1:50 nas rea¢des imuno-histoquimicas para IL-1o e IL-4 e na diluigdo
1:100 nas reacGes Imuno-histoquimicas para COX-2 e MUC-2, todos por 1 hora cada. A
marcacdo foi detectada usando solucdo de diaminobenzidina 0,05% em H.O; 40vv a
0,2%. Como controle negativo, o anticorpo 1° foi substituido por PBS em alguns destes
cortes. Todos os cortes foram contracorados com hematoxilina de Harris por 2

segundos, hidratados e diafanizados para montagem em entelan.

4.9.1 Anélise quantitativa da expressdo de IL-1a, IL-4, COX-2 e MUC2

Cortes histoldgicos do ceco de cada rato dos grupos MCR-ST, ADO-ST, VEJ-
ST, EGGa-ST, EGGp-ST, MCR , VEJ, ADO, EGGa, EGGp, ST e CTRL com marcagéo
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positiva para IL-1a, IL-4, COX-2 e MUC2, foram visualizados pela objetiva de 20X
para a digitalizacdo de 20 imagens aleatdrias através da microcamera JVC TK-
1270/RGB (JVC, Tokyo, Japan). A éarea das marcacdes imuno-histoquimicas foi
calculada através de algoritmos construidos no mesmo analisador de imagens. Em cada
imagem foram selecionados todos os pixels com tons de marrom das marcacOes
positivas para a criagdo de uma imagem binaria, processamento digital, definicdo das

condicdes de morfometria e calculo da area em um? (Caliari, 1997).

4.10 Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software GraphPad
Prism® 6 (GraphPad Software Inc. San Diego California, USA). Os valores obtidos
foram avaliados pelo teste de Shapiro-Wilk para verificar se os dados possuiam
distribuicdo normal. Foram obtidas as médias, medianas, desvios-padrdo, erro padrao da
média, intervalo interquartil e coeficientes de variacdo para cada conjunto de dados. Em
seguida, foram realizados os testes one-way ANOVA para dados paramétricos e
Kruskal-Wallis para os ndo-paramétricos quando comparado mais de 2 grupos, para
verificar se havia diferenca entre as variancias, e o pds-teste de Tukey de multiplas
comparacgOes, para verificar quais médias eram significativamente diferentes. Quando
avaliado somente dois grupos, foram empregados o Test t unpaired para dados
paramétricos e o teste Mann-Whitney para os ndo-paramétricos. Os resultados foram
expressos como média + SEM quando paramétricos e em mediana com intervalo
interquartil (25% - 75%) quando n&o-paramétricos. Foi considerado um nivel de
significancia de 5% (p< 0,05).

5. RESULTADOS
5.1 Efeito da associacédo in vitro da S. Typhimurium sobre cepas de E. dispar e de

E. histolytica na expresséo de fatores de viruléncia amebianos

Os resultados dos efeitos da associacdo de S. Typhimurium na cultura in vitro de
trofozoitos de E. dispar e E. histolytica sobre o nivel relativo da expressao génica (nivel

de mRNA) dos fatores de viruléncia Cp-5, CP-2, Ap-A e a lectina especifica para
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residuos de Gal/GalNAC, foram expressos em quantidades médias relativas de mRNA,
de acordo com o método descrito por Hellemans e colaboradores (2007) usando como
calibrador os dados de expressdo dos grupos controles. O resultado de cada grupo
experimental € mostrado como uma quantidade relativa da expressdo do grupo
calibrador, que tem o nivel de expressdo definido como 1x. A andlise da expressdo
relativa desses fatores de viruléncia foi feita em cada uma das culturas pertencentes as
cepas MCR, ADO e VEJ de E. dispar e das cepas EGGa e EGGp de E. histolytica,
associadas ou ndo associadas a enterobactéria S. Typhimurium.

N&o houve efeito de nenhum dos tratamentos experimentais sobre a expressao
relativa dos genes normalizadores (actin e GAPDH), pois ndo foram encontradas
diferencas significativas (p>0,05) de expressdo relativa entre 0s grupos experimentais.
Portanto, os genes actin e GAPDH foram usados com seguranca para normaliza¢do dos

dados de expressdo dos fatores de viruléncia amebianos (Grafico 1A, B).
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Gréficol. Avaliacdo do efeito dos genes normalizadores (actin e GAPDH) sobre 0s grupos
experimentais.

(A) (B) MCR: Cultura da cepa MCR ndo associada a S. Typhimurium. MCR-ST: Cultura da
cepa MCR associada com S. Typhimurium; ADO: Cultura da cepa ADO ndo associada a S.
Typhimurium. ADO-ST: Cultura da cepa ADO associada com S. Typhimurium. VEJ: Cultura
da cepa VEJ nédo associada a S. Typhimurium. VEJ-ST: Cultura da cepa VEJ associada com S.
Typhimurium. EGGp: Cultura da cepa EGGp ndo associada a S. Typhimurium. EGGp-ST:
Cultura da cepa EGGp associada com S. Typhimurium. EGGa: Cultura da cepa EGGa néo
associada a S. Typhimurium. EGGa-ST: Cultura da cepa EGGa associada com S.
Typhimurium. Foi utilizado o teste Mann-Whitney, por serem dados ndo-paramétricos. Os dados
sdo exibidos nos gréaficos com mediana e intervalo interquartil (25% - 75%), n=5.
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Ap0s 18 horas de associacdo das cepas de E. dispar com a enterobactéria S.
Typhimurium foi observado um aumento significativo do nivel relativo da expressao
génica para o fator de viruléncia Ap-A, onde foi verificado nos grupos MCR-ST (4,993)
(3,546 - 7,159) e ADO-ST (1,919) (1,462 - 3,161), um aumento significativo de sua
expressao relativa quando comparados com seus respectivos grupos controles MCR
(0,8238) (0,6130 - 1,941) (p=0,0079) e ADO (1,000) (0,6997 - 1,443) (p=0,0317)
(Graficos 2A, B). Entretanto, tal observacdo ndo ocorreu no grupo VEJ-ST (1,646)
(1,067 - 3,629) de E. dispar, que ndo exibiu diferenca significativa em relagcdo ao grupo
VEJ (0,8949) (0,5902 - 1,873) (Gréfico 2C).

Também foi constatado uma diferenca significativa no grupo EGGp-ST (3,807)
(2,413 - 5,987) de E. histolytica no qual foi observado um aumento significativo da
expressao relativa de Ap-A em relacdo ao seu grupo controle EGGp (0,8740) (0,6393 -
1,706) (p=0,0317) (Gréfico 3A). Ao contrario do que foi observado com o grupo
EGGp-ST, o grupo EGGa-ST (0,2423) (0,1938 - 0,3472) apresentou uma reducao
significativa da expressdo relativa de Ap-A, quando comparado com seu grupo controle
EGGa (1,006) (0,6006 - 1,821) (p=0,0159) (Gréfico 3B).
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Gréfico 2. Avaliacao do efeito da associacdo de S. Typhimurium na cultura in vitro de
trofozoitos de E. dispar pertencentes a cepas MCR, ADO e VEJ na expressao génica
relativa de amebaporo A (Ap-A).

A): MCR: Cultura da cepa MCR ndo associada a S. Typhimurium. MCR-ST: Cultura da cepa
MCR associada com S. Typhimurium; %p=0,0079. (B) ADO: Cultura da cepa ADO néo
associada a S. Typhimurium. ADO-ST: Cultura da cepa ADO associada com S. Typhimurium;
4p=0,0317. (C) VEJ: Cultura da cepa VEJ ndo associada a S. Typhimurium. VEJ-ST: Cultura
da cepa VEJ associada com S. Typhimurium. Foi utilizado o teste Mann-Whitney, por serem
dados ndo-paramétricos. Os dados sdo exibidos nos graficos com mediana e intervalo
interquartil (25% - 75%).
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Gréfico 3. Avaliacao do efeito da associacdo de S. Typhimurium na cultura in vitro de
trofozoitos de E. histolytica pertencentes a cepas EGGp e EGGa na expressdo génica
relativa de amebaporo A (Ap-A).

(A) EGGp: Cultura da cepa EGGp néo associada a S. Typhimurium. EGGp-ST: Cultura da cepa
EGGp associada com S. Typhimurium; 4p=0,0317. (B) EGGa: Cultura da cepa EGGa néo
associada a S. Typhimurium. EGGa-ST: Cultura da cepa EGGa associada com S. Typhimurium;
4p=0,0159. Foi utilizado o teste Mann-Whitney, por serem dados nédo-paramétricos. Os dados
sdo exibidos nos gréaficos com mediana e intervalo interquartil (25% - 75%).
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Nos grupos de E. dispar MCR-ST (2,175) (1,536 - 3,132) e ADO-ST (2,291)
(0,6639 - 3,783) ndo foram constatadas diferencas significativas em relacdo aos seus
controles MCR (1,525) (0,3701 - 2,232) e ADO (1,182) (0,6834 - 1,519) (Gréficos 4A,
B). A andlise quantitativa da expressdo génica para CP-2 em trofozoitos isolados da
cultura VEJ-ST (0,3890) (0,1269 - 0,5527) de E. dispar apresentou uma redugéo
significativa na expressdo de CP-2 quando comparado com 0 seu grupo controle VEJ
(1,064) (0,8375 - 1,158) (p=0,0079) (Gréfico 4C).

Foi verificada reducdo significativa na expressao de CP-2 nos trofozoitos
isolados da cultura EGGa-ST (0,1353) (0,1036 - 0,2188) de E. histolytica em relacéo ao
seu grupo controle EGGa (1,115) (0,3755 - 2,5880 (p=0,0159) (Gréfico 5B). O mesmo
ndo foi observado no grupo EGGp-ST (0,6008) (0,3607 - 1,816) de E. histolytica em
relacdo aos seu controle EGGp (1,072) (0,5425 - 1,860) (Grafico 5A).
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Gréfico 4. Avaliacdo do efeito da associacdo de S. Typhimurium na cultura in vitro de
trofozoitos de E. dispar pertencentes a cepas MCR, ADO e VEJ na expressdo génica
relativa de cisteina proteinase 2 (CP-2).

(A) MCR: Cultura da cepa MCR néo associada a S. Typhimurium. MCR-ST: Cultura da cepa
MCR associada com S. Typhimurium. (B) ADO: Cultura da cepa ADO ndo associada a S.
Typhimurium. ADO-ST: Cultura da cepa ADO associada com S. Typhimurium. (C) VEJ:
Cultura da cepa VEJ ndo associada a S. Typhimurium. VEJ-ST: Cultura da cepa VEJ associada
com S. Typhimurium; ¢p=0,0079. Foi utilizado o teste Mann-Whitney, por serem dados nao-
paramétricos. Os dados sdo exibidos nos graficos com mediana e intervalo interquartil (25% -
75%).
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Gréfico 5. Avaliacdo do efeito da associacdo de S. Typhimurium na cultura in vitro de
trofozoitos de E. histolytica pertencentes a cepas EGGp e EGGa na expressdo génica
relativa de cisteina proteinase 2 (CP-2).

(A) EGGp: Cultura da cepa EGGp néo associada a S. Typhimurium. EGGp-ST: Cultura da cepa
EGGp associada com S. Typhimurium. (B) EGGa: Cultura da cepa EGGa ndo associada a
associada S. Typhimurium. EGGa-ST: Cultura da cepa EGGa associada com S. Typhimurium;
&p=0,0159. Foi utilizado o teste Mann-Whitney, por serem dados nédo-paramétricos. Os dados
sdo exibidos nos graficos com mediana e intervalo interquartil (25% - 75%).
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Em relac&o a expressdo do fator de viruléncia CP-5, apds 18 horas de associa¢do
das cepas de E. dispar com a enterobactéria S. Typhimurium foi observado um aumento
significativo do nivel relativo da expressdo génica para o fator de viruléncia CP-5 nos
grupos MCR-ST (1,465) (1,358 - 1,721) e VEJ-ST (1,536) (1,293 - 2,540) quando
comparados respectivamente com seus grupos controles MCR (1,025) (0,8177 - 1,217)
(p=0,0079), VEJ (1,031) (0,7814 - 1,265) (p=0,0317) (Gréficos 6A, C). Em rela¢do ao
grupo ADO-ST (1,493) (1,095 - 1,785) ndo ocorreu diferenca significativa em
comparacgéo ao grupo controle ADO (1,034) (0,7232 - 1,384) (Grafico 6B).

Resultado semelhante ocorreu com os grupos EGGp-ST (0,7065) (0,6068 -
1,047) e EGGa-ST (0,9710) (0,8732 - 1,600) de E. histolytica quando comparados aos
seus respectivos grupos controles EGGp (0,7686) (0,5846 - 1,051) e EGGa (1,462)
(0,4693 - 1,952), onde néo foi constatado diferenca significativa na expressdo de CP-5
(Gréficos 7A, B).
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Gréfico 6. Avaliacdo do efeito da associacdo de S. Typhimurium na cultura in vitro de
trofozoitos de E. dispar pertencentes a cepas MCR, ADO e VEJ na expressdo génica
relativa de cisteina proteinase 5 (CP-5).

(A) MCR: Cultura da cepa MCR ndo associada a S. Typhimurium. MCR-ST: Cultura da cepa
MCR associada com S. Typhimurium; 4p=0,0079. (B) ADO: Cultura da cepa ADO néo
associada a S. Typhimurium. ADO-ST: Cultura da cepa ADO associada com S. Typhimurium.
(C) VEJ: Cultura da cepa VEJ ndo associada a S. Typhimurium. VEJ-ST: Cultura da cepa VEJ
associada com S. Typhimurium; %p=0,0317. Foi utilizado o teste Mann-Whitney, por serem
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dados ndo-paramétricos. Os dados sdo exibidos nos gréficos com mediana e intervalo
interquartil (25% - 75%).
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Gréfico 7. Avaliacdo do efeito da associacdo de S. Typhimurium na cultura in vitro de
trofozoitos de E. histolytica pertencentes a cepas EGGp e EGGa na expressdo génica
relativa de cisteina proteinase 5 (CP-5).

(A) EGGp: Cultura da cepa EGGp néo associada a S. Typhimurium. EGGp-ST: Cultura da cepa
EGGp associada com S. Typhimurium. (B) EGGa: Cultura da cepa EGGa nédo associada a S.
Typhimurium. EGGa-ST: Cultura da cepa EGGa associada com S. Typhimurium. Foi utilizado
o0 teste Mann-Whitney, por serem dados ndo-paramétricos. Os dados séo exibidos nos graficos
com mediana e intervalo interquartil (25% - 75%).
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Ap0s o periodo de associacdo das cepas de E. dispar e de E. histolytica com a S.
Typhimurium foi observado um aumento significativo do nivel relativo da expressédo
génica para o fator de viruléncia lectina especifica para Gal/GaINAC nos grupos ADO-
ST (2,408) (1,911 - 3,278) e VEJ-ST (13,94) (10,06 - 17,07) de E. dispar quando
comparados com seus grupos controles respectivamente ADO (0,9979) (0,6777 - 1,481)
(p=0,0079) e VEJ (1,113) (0,4542 - 2,530) (p=0,0079) (Graficos 8B, C). Em relacdo ao
grupo MCR-ST (0,4642) (0,3395 -1,464) ndo ocorreu diferenca significativa em
comparagdo ao grupo controle MCR (0,7045) (0,4770- 2,536) (Gréafico 8A). Resultado
ocorreu com o grupo EGGp-ST (0,1570) (0,06675 - 0,7870) de E. histolytica quando
comparado ao seu grupo controle EGGp (0,9316) (0,6671 - 1,576) ndo foi constatado
diferenca significativa na expressao de lectina especifica para Gal/GaINAC (Grafico
9A).

Ja o grupo EGGa-ST (0,1646) (0,1511 - 0,5715), apresentou uma reducao
significativa no nivel de expressdo génica relativa de lectina especifica para
Gal/GalNAC, quando comparado com seu grupo controle EGGa (1,158) (0,5887 -
1,769) (p=0,0317) (Grafico 9B).
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Gréfico 8. Avaliacdo do efeito da associacdo de S. Typhimurium na cultura in vitro de
trofozoitos de E. dispar pertencentes a cepas MCR, ADO e VEJ na expressdo génica
relativa de lectina especifica para Gal/GalNAC.

A): MCR: Cultura da cepa MCR ndo associada a S. Typhimurium. MCR-ST: Cultura da cepa
MCR associada com S. Typhimurium. (B) ADO: Cultura da cepa ADO ndo associada a S.
Typhimurium. ADO-ST: Cultura da cepa ADO associada com S. Typhimurium; 4p=0,0079. (C)
VEJ: Cultura da cepa VEJ ndo associada a S. Typhimurium. VEJ-ST: Cultura da cepa VEJ
associada com S. Typhimurium; %p=0,0079. Foi utilizado o teste Mann-Whitney, por serem
dados ndo-paramétricos. Os dados sdo exibidos nos graficos com mediana e intervalo
interquartil (25% - 75%).
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Gréfico 9. Avaliacdo do efeito da associacdo de S. Typhimurium na cultura in vitro de
trofozoitos de E. histolytica pertencentes a cepas EGGp e EGGa na expressdo génica
relativa de lectina especifica para Gal/GalNAC.

(A) EGGp: Cultura da cepa EGGp néo associada a S. Typhimurium. EGGp-ST: Cultura da cepa

EGGp associada com S. Typhimurium. (B) EGGa: Cultura da cepa EGGa ndo associada a
associada S. Typhimurium. EGGa-ST: Cultura da cepa EGGa associada com S. Typhimurium;
&p=0,0317. Foi utilizado o teste Mann-Whitney, por serem dados ndo-paramétricos. Os dados

sdo exibidos nos gréaficos com mediana e intervalo interquartil (25% - 75%).
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5.2 Analise histopatoldgica e quantitativa da area de necrose cecal (erosdes e

Glceras)

O ceco dos ratos do grupo CTRL apresentou aspecto histolégico compativel com
a normalidade (Figura 2A, B). Nao foram observadas zonas de necrose nos ratos do
grupo ST (Figura 2C, D). Apo6s 7 dias de infeccdo amebiana a analise histopatoldgica
mostrou que os ratos infectados somente com trofozoitos de E. dispar dos grupos MCR
(Figura 3A, B), ADO (Figura 4A, B), VEJ (Figura 5A, B) e do grupo EGGa de E.
histolytica (Figura 7A, B) apresentaram lesdes intestinais, caracterizadas por pequenas
zonas de destruicdo da mucosa cecal denominadas erosdes e inflamagdo da submucosa
com infiltrado inflamatério misto, hiperemia e edema. As vezes, tal processo
inflamatdrio atingia a muscular e a serosa, com excecdo do grupo EGGp de E.
histolytica (Figura 6A, B) que exibiu lesdes extensas, infiltrado inflamat6rio e edema
exuberantes.

Ao observarmos os ratos infectados com trofozoitos e co-infectados com S.
Typhimurium dos grupos MCR-ST (Figura 3C, D, E), ADO-ST (Figura 4C, D) e VEJ-
ST (Figura 5C, D), foram identificados aumento tanto da &rea de necrose intestinal
quanto da intensidade do infiltrado inflamatorio misto, da hiperemia e do edema,
presentes na mucosa e submucosa. Frequentemente, tais fendbmenos inflamatorios
também atingiam a muscular e a serosa. Com frequéncia, foram observados em ratos
pertencentes aos grupos MCR-ST (Figura 3C, D) e VEJ-ST (Figura 5C, D), a presenca
de Ulceras amebianas tipicas, de grandes extensdes e mais profundas, com necrose da
camada mucosa a serosa.

Ja nos grupos EGGp-ST e EGGa-ST ndo foram observadas diferencas quanto a
intensidade das lesdes em relacdo aos seus respectivos grupos controles EGGp e EGGa
(Figura 6A, B, C, D, E), (Figura 7A, B, C, D).

Foi confirmado morfometricamente o desenvolvimento de maiores areas de
lesdo da parede cecal nos animais pertencentes aos grupos co-infectados com S.
Typhimurium grupos MCR- ST (338906 pum?) (248437 - 691126), grupo ADO-ST
(138090 um?) (124557 - 280612) e grupo VEJ-ST (460183 pum? + 99890) quando
comparados respectivamente com 0s seus grupos controles somente infectado com
trofozoitos amebianos grupo MCR (133233 pm?) (73638 - 282855) (p=0,0041), grupo
ADO (34146 pm?) (23696 - 77439) (p=0,0023) e grupo VEJ (64228 pum? + 9755)
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(p=0,0019) (Gréficos 10A, B, C). Diferentemente do que ocorreu com 0s ratos dos
grupos EGGp-ST (495516 pum?) (225677 - 1,595e+006 um?) e EGGa-ST (175266 pm?
+ 43243), onde ndo foi observado diferencas significativa, quando comparados
respectivamente com seu grupo controle EGGp (286236 pum?) (184325 - 891351) e
EGGa (31845 um? + 65171) (Graficos 11A, B).
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Figura 2. Ceco de ratos nio infectados e de ratos infectados com S. Typhimurium. A) Grupo CTRL:
ceco de aspecto histologico normal, barra =200 um. B) Maior aumento da figura anterior, barra =50 um.
C) Grupo ST: discreto infiltrado inflamatdrio na mucosa (*) e edema de submucosa (#), barra =200 um.
D) Grupo ST: maior aumento da imagem anterior mostrando infiltrado inflamatdrio na lamina propria
(*), barra = 50 um. (M) mucosa, (S) submucosa, (Mu) muscular; (Se); serosa
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Figura 3. Ceco de ratos infectados com a cepa MCR de E. dispar e co-infectados com S. Typhimu-
rium. A) Grupo MCR: zonas de necrose da mucosa cecal, barra= 200um; B) Grupo MCR: maior
aumento da magem anterior, exibindo detalhes das zonas de necrose da mucosa cecal, presenca de infil-
trado inflamatorio na subucosa e hiperemia (cabega de seta), barra= 100um; C) Grupo MCR-ST: ampla
ulcera amebiana tipica, necrose (N) permeada por abundante infiltrado inflamatério misto, barra= 200u
m; D) Grupo MCR-ST: maior aumento da imagem anterior, mostrando ulcera amebiana tipica, necrose
(N) permeada por abundante infiltrado inflamatorio misto. Presenca de trofozoitos junto a restos celula-
res (cabecas de seta), barra=100um. E) Grupo MCR-ST: insert exibe trofozoitos, barra=20um. (M)
mucosa, (S) Submucosa, (Mu) muscular; (Se); serosa.
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Figura 4. Ceco de ratos infectados com a cepa ADO de E. dispar e co-infectados com S. Typhimurium.
A) Grupo ADO: inflamagio da mucosa e submucosa cecal, barra= 200pum; B) Grupo ADO: maior aumento da
imagem anterior, exibindo detalhes da Inflamac¢do da mucosa e submucosa cecal, presenca de infiltrado infla-
matorio na submucosa e hiperemia (cabega de seta), barra= 100um; C) Grupo ADO-ST: inflamag¢do da
mucosa ¢ intensa inflamagdo da submucosa (*), barra= 200um; D) Grupo ADO-ST: maior aumento da
imagem anterior, mostrando detalhes da Inflama¢ado da mucosa e submucosa cecal, abundante infiltrado infla-
matdrio misto na submucosa hiperemia (cabega de seta) e edema, barra= 100um. (M) mucosa, (S) Submucosa,
(Mu)muscular;(Se);serosa
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Figura 5. Ceco de ratos infectados com a cepa VEJ de E. dispar e co-infectados com S.
Typhimurium. A) Grupo VEJ: zonas de necrose da mucosa cecal, presenga de vasos hiperé-
micos na submucosa (cabegas de seta), barra= 200um; B) Grupo VEJ: maior aumento da
imagem anterior, exibindo detalhes das zonas de necrose da mucosa cecal, edema da submu-
cosa e vasos hiperémicos (cabe de seta), barra= 100um; C) Grupo VEJ-ST: ampla ulcera
amebiana tipica, necrose extensiva (N) permeada por considerdvel infiltrado inflamatoério
misto, barra= 200um; D) Grupo VEJ-ST: detalhe da imagem anterior. Ulcera amebiana tipica,
necrose (N) permeada por considerdvel infiltrado inflamatério misto, barra=100um. (M)
mucosa, (S) Submucosa, (Mu) muscular; (Se); serosa.



B L IR O SRR NG e ¢ e OGN
Figura 6. Ceco de ratos infectados com a cepa EGGp de E. histolytica e co-infectados com S.
Typhimurium. A) Grupo EGGp: necrose da mucosa cecal (setas), barra = 200um; B) Grupo
EGGp: maior aumento da imagem anterior, exibindo detalhes da necrose da mucosa cecal (setas),
infiltrado inflamatorio na submucosa (*), barra = 50um; C) Grupo EGGp-ST: ampla tlcera
amebiana tipica (setas); necrose (N) permeada por abundante infiltrado inflamatorio, barra = 200
um; D) Grupo EGGp-ST: maior aumento da imagem anterior, mostrando ulcera amebiana tipica
(setas), necrose (N) permeada por abundante infiltrado inflamatdrio misto (*). Trofozoitos junto a
restos celulares (cabegas de seta), barra = 50um. E) Grupo MCR-ST: Detalhe da figura anterior
mostrando trofozoito (cabecas de seta). (M) mucosa, (S) submucosa, (Mu) muscular; (Se); serosa.
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Figura 7. Ceco de ratos infectados com a cepa EGGa de E. histolytica e co-infectados com S.
Typhimurium. A) Grupo EGGa: zonas de necrose da mucosa cecal (setas), barra= 200um; B)
Grupo EGGa: maior aumento da imagem anterior, exibindo detalhes da zona de necrose da mucosa
cecal (setas), barra= 50um; C) Grupo EGGa-ST: zonas de necrose da mucosa cecal (setas), barra=
200um; D) Grupo EGGa-ST: detalhe da imagem anterior, exibindo zona de necrose da mucosa
cecal (setas), barra=50um. (M) mucosa, (S) submucosa, (Mu) muscular; (Se); serosa.
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Gréfico 10: Analise quantitativa da area de lesdo cecal de ratos inoculados com cepas de
E. dispar e co-infectados com S. Typhimurium. A) Area de lesdo cecal dos ratos dos grupos
MCR e MCR-ST; 4p=0,0041, Mann-Whitney test. Os dados sdo exibidos nos graficos com
mediana e intervalo interquartil (25% - 75%). B) Area de les&o cecal dos ratos dos grupos ADO
e ADO-ST; 4p=0,0023, Mann-Whitney test. Os dados s&o exibidos nos graficos com mediana e
intervalo interquartil (25% - 75%). C) Area de lesdo cecal dos ratos dos grupos VEJ e VEJ-ST;

&p=0,0019, Unpaired t test. Os dados s&o exibidos nos graficos com (média + SEM), n=8.
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Gréfico 11: Andlise quantitativa da area de leséo cecal de ratos inoculados com cepas de
E. histolytica e co-infectados com S. Typhimurium. A) Area de lesdo cecal dos ratos dos
grupos EGGp e EGGp-ST, Mann-Whitney test. Os dados sdo exibidos nos graficos com
mediana e intervalo interquartil (25% - 75%). B) Area de lesdo cecal dos ratos dos grupos
EGGa e EGGa-ST, Unpaired t test. Os dados sdo exibidos nos graficos com (média £ SEM),
n=8.
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5.3 Analise histopatolégica e quantitativa do infiltrado inflamatorio

A parede cecal dos ratos do grupo CTRL apresentou aspecto histologico
aparentemente normal (Figura 8A). Enquanto na parede cecal dos ratos do grupo ST, foi
observado discreto infiltrado inflamatério na Iamina prépria (Figura 8B). J& nos ratos
infectados com E.dispar ou E. histolytica, infiltrado inflamatdrio misto composto por
neutrofilos, macrofagos e linfécitos foram encontrados na lamina prépria, submucosa e,
frequentemente, na muscular e na serosa, principalmente nos cecos de ratos com erosoes
e Ulceras mais exuberantes. Também foi possivel observar a presenca de hiperemia e
edema na submucosa. O ceco dos ratos dos grupos infectados com as cepas MCR, ADO
e VEJ de E.dispar, cepas EGGp, EGGa de E. histolytica e co-infectados com S.
Typhimurium exibiram com mais frequéncia, infiltrado inflamatorio mais intenso, bem
como mais hiperemia e edema que 0s ratos dos grupos somente infectados com E.
dispar ou E. histolytica (Figura 8B-M).

Analise morfométrica do infiltrado inflamatério aos 7 dias apds a infeccédo
amebiana exibiu aumento significativo no numero de células inflamatdrias presentes na
lamina prépria dos ratos dos grupo MCR-ST (155,4 + 8,461) quando comparados com
os ratos dos grupos MCR (99,44 + 7,137), ST (59,84 + 4,279), e CTRL (35,20 + 3,414)
(p< 0,0001) (Gréfico 12A). Tal diferenca também foi observada no grupo MCR (99,44
+ 7,137) em relacdo os grupos controles ST (59,84 + 4,279), e CTRL (35,20 + 3,414)
(p< 0,0001) (Gréfico 12A).

Ao observarmos o ceco dos ratos infectados com as cepas ADO de E. dispar e
co-infectados com S. Typhimurium (110,2 + 5,230) foi possivel identificar um aumento
significativo do nimero de células inflamatorias presentes na lamina propria, em relacédo
aos ratos dos grupos ADO (77,84 + 4,224), ST (59,84 + 4,279), e CTRL (35,20 + 3,414)
(p<0,0001) (Gréfico 12B). Também foi demonstrado pela analise quantitativa um
aumento significativo do namero de células inflamatérias em relacdo aos grupos
controles ST (59,84 + 4,279), e CTRL (35,20 + 3,414) (p< 0,0001) (Gréfico 12B).

A analise quantitativa do infiltrado inflamatdrio no ceco dos ratos pertencentes
ao grupo VEJ-ST (118,6 + 4,660) demonstrou um aumento significativo no nimero de
células presentes na lamina propria quando comparado com o grupo VEJ (69,43 +
4,844), ST (59,84 + 4,279), e CTRL (35,20 + 3,414) (p<0,0001) (Gréafico 12C). Jaa

analise quantitativa do grupo VEJ (69,43 + 4,844) exibiu aumento significativo do
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numero de células inflamatérias em relacdo ao grupo CTRL (35,20 = 3,414) (p<
0,0001) (Gréfico 12C). Tal diferenca nao foi observada em relagdo ao grupo ST (59,84
+ 4,279) (Grafico 12C).

Resultado similar aos grupos MCR-ST, ADO-ST e VEJ-ST ocorreu com 0
grupo EGGp-ST. Na anélise quantitativa do ceco dos ratos pertencentes ao grupo
EGGp-ST (129,3 £ 9,700) foi possivel identificar aumento significativo no nimero de
células inflamatdrias quando comparado com os grupos EGGp (85,13 + 6,723), ST
(59,84 + 4,279), e CTRL (35,20 + 3,414) (p<0,0001) (Grafico 13A). Tal diferenca
também foi observada no grupo EGGp (85,13 £ 6,723) que apresentou aumento
significativo do infiltrado inflamatdrio quando comparado com os grupos ST (59,84 +
4,279), e CTRL (35,20 + 3,414) (p<0,0001) (Grafico 13A).

Em relacdo ao grupo EGGa-ST (102,4 + 3,871), este também demonstrou um
aumento significativo no nimero de células inflamatdrias em relacdo aos grupos EGGa
(80,30 + 7,374), ST (59,84 + 4,279), e CTRL (35,20 + 3,414) (p<0,0001) (Gréfico 13B).
A mesma diferenca foi exibida no grupo EGGa (80,30 + 7,374) em relacdo aos grupos
controles ST (59,84 + 4,279) e CTRL (35,20+ 3,414) (p<0,0001) (Gréfico 13B).

O grupo dos ratos somente infectados com S. Typhimurium (59,84 + 4,279),
também apresentou diferenca significativa no namero de células inflamatérias quando
comparados com o grupo CTRL (35,20 + 3,414) (Gréaficos 12A,B,C, 13A, B)
confirmando que o in6culo de S. Typhimurium utilizado em nossos experimentos nédo

ocasionou um quadro de salmonelose.



61

K* & ” L M NN ‘,
Figura 8. Ceco de ratos nio infectados (CTRL), infectados com S. Typhimurium (ST), E. dispar (MCR, ADO,
VEJ) ou E. histolytica (EGGp, EGGa) e co-infectadoscom S. Typhimurium (MCR-ST, ADO-ST, VEJ-ST,
EGGp-ST, EGGa-ST). A) Grupo CTRL: ceco de aspecto histologico normal; B) Grupo ST: discreto infiltrado
inflamatorio (*); C) Grupo MCR: aumento moderado do infiltrado inflamatério (*); D) Grupo MCR: detalhe da
figura anterior mostrando infiltrado inflamatorio misto; E) Grupo MCR-ST: infiltrado inflamatério com grande
aumento do nimero de células (*). F) Grupo ADO: aumento moderado do numero de células do infiltrado
inflamatorio (*); G) Grupo ADO-ST: infiltrado inflamatério com grande aumento do nimero de células (*); H)
Grupo VEJ: aumento moderado do infiltrado inflamatério (*); I) Grupo VEI-ST: intenso infiltrado inflamatério (*);
1) Grupo EGGp: aumento moderado do infiltrado inflamatério (*); K) Grupo EGGp-ST: aumento intenso do niimero
de células do infiltrado inflamatoério (*); L) Grupo EGGa: infiltrado inflamatério com discreto aumento do nimero
de células (*); M) EGGa-ST: aumento intenso do nimero de células do infiltrado inflamatério (*). (M) mucosa, (S)
submucosa, (Mu) muscular; (Se) serosa; barra=100um.
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Gréfico 12: Numero de células inflamatdrias da lamina prépria da mucosa cecal de ratos

inoculados com cepas de E. dispar e co-infectados com S. Typhimurium.

A) Numero de células inflamatérias da lamina propria da mucosa cecal de ratos dos grupos
CTRL, ST, MCR e MCR-ST; “p<0,0001 vs CTRL; #p<0,0001 vs ST; %p<0,0001 vs MCR, one-
way ANOVA test. B) Nimero de células inflamatdrias da ldmina prépria da mucosa cecal de
ratos dos grupos CTRL, ST, ADO e ADO-ST; "p<0,0001 vs CTRL; #p<0,0001 vs ST;
4p<0,0001 vs ADO, one-way ANOVA test. C) Numero de células inflamatérias da lamina
prépria da mucosa cecal de ratos dos grupos CTRL, ST, VEJ e VEJ-ST; *p<0,0001 vs CTRL,;
#p<0,0001 vs ST; 4p<0,0001 vs VEJ, one-way ANOVA test. Os dados séo exibidos nos gréaficos

com (média £ SEM), n=8.
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Gréfico 13: Numero de células inflamatdrias da lamina prépria da mucosa cecal de ratos
inoculados com cepas de E. histolytica e co-infectados com S. Typhimurium.

A) Numero de células inflamatérias da lamina propria da mucosa cecal de ratos dos grupos
CTRL, ST, EGGp e EGGp-ST; “p<0,0001vs CTRL; #p<0,0001 vs ST; 4p< 0,0001 vs EGGp,
one-way ANOVA test. B) Numero de células inflamatérias da lamina prépria da mucosa cecal
de ratos dos grupos CTRL, ST, EGGa e EGGa-ST; "p<0,0001 vs CTRL; #p<0,0001 vs ST,;
4p<0,0001 vs EGGa, one-way ANOVA test. Os dados sdo exibidos nos graficos com (média +
SEM), n=8.

5.4 Andlise qualitativa e quantitativa da expresséo de IL-1a.

As areas de marcacOes para IL-1o foram identificadas através da presenca de
coloracdo marrom escura, de localizacdo citoplasmética e intersticial (Figura 10),
resultante da ligacdo do anticorpo monoclonal anti-IL-1a de camundongo e da
precipitacdo de diaminobenzidina. A remog¢édo do anticorpo primario produziu reagédo
negativa contra IL-1a (Figura 9). Foram quantificadas as areas positivas para IL-1a
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presentes nas células e no intersticio da lamina propria (Figura 10). Frequentemente foi
possivel visualizar que os ratos dos grupos infectados com as cepas MCR, ADO e VEJ,
de E. dispar e co-infectados com S. Typhimurium exibiram com mais frequéncia na
mucosa cecal, area positiva para IL-1a maior do que os ratos dos grupos somente
infectados com as cepas de E.dispar e dos ratos dos grupos ST e CTRL (Figura 10). Ja
os ratos infectados com as cepas EGGp e EGGa de E. histolytica e co-infectados com S.
Typhimurium, na maioria das vezes, ndo foi possivel identificar aumento da area de
marcacdo para IL-1a (Figura 10). Somente o grupo EGGa-ST exibiu aumento da area
de marcacdo em relagdo ao grupo CTRL (Figura 10).

A andlise quantitativa da area de marcagdo para IL-1a mostrou que os cecos dos
ratos pertencentes ao grupo MCR-ST (782,5 um? + 76,49) exibiram area de marcacio
positiva significativamente maior quando comparado com o0s ratos de todos 0s seus
grupos controles MCR (379,5 pm? + 29,49), ST (273,8 um?+ 42,81) (177,9- 361,0) e
CTRL (240,3 um? + 43,61) (p< 0,0001) (Grafico 14A). N&o foram detectadas
diferencas significativas entre os grupos MCR (379,5 pm? + 29,49), CTRL (240,3 um?
+43,61) e ST (273,8 um?+ 42,81) (Gréfico 14A).

Ja o grupo ADO-ST (523,5 um? * 76,13), apresentou area de marcagao positiva
para IL-1a significativamente maior em relagdo aos grupos controles ST (273,8 um? +
42,81) e CTRL (240,3 um? + 43,61) (p=0,0212) (Grafico 14B). Nio ocorreu diferenca
significativa no grupo ADO-ST (523,5 um? + 76,13) em relacio ao seu controle ADO
(336,9 pm? + 39,75). Também n&o ocorreram diferengas significativas entre 0os grupos
ADO (336,9 um? + 39,75), CTRL (240,3 um? + 43,61) e ST (273,8 pm? + 42,81)
(Grafico 14B).

Resultado similar ao grupo MCR-ST ocorreu com o grupo VEJ-ST (604,3 pm? +
79,76) que também apresentou area de marcagdo para IL-1a significativamente maior
quando comparado com 0s seus grupos controles VEJ (258,3 um? + 31,71), ST (273,8
um? + 42.81) e CTRL (240,3 um? + 43,61) (p<0,0001) (Gréafico 14C). No foram
detectadas diferencas significativas entre os grupos VEJ (258,3 um? + 31,71), CTRL
(240,3 um? + 43,61) e ST (273,8 um? + 42,81) (Gréfico 14A).

Ja os ratos do grupo EGGp-ST (381,5 um?) (329,5- 424,4), EGGp (222,5 pm?)
(148,1-293,5), ST (243,1 pm?) (177,9-361,0) e CTRL (260,1 pm?) (107,8-357,8), ndo

exibiram entre eles diferencas significativas para marcagéo de IL-1a (Grafico 15A).
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O grupo EGGa-ST (443,9 um? + 54,22) exibiu aumento significativo da area de
marcagdo positiva para IL-la em relagio ao grupo CTRL (240,3 pm? + 43,61)
(p=0,0234) (Gréafico 15B). Entretanto, em relacdo aos grupos EGGa (318,1 pm? +
43,99) e ST (273,8um? + 42,81), ndo foram observadas diferencas (Grafico 15B). Do
mesmo modo ndo foram detectadas diferencas significativas entre os grupos EGGa
(318,1 um? + 43,99), CTRL (240,3 um? * 43,61) e ST (273,8 um? + 42,81) (Gréafico
15B).
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Figura 9. Ceco de rato infectado com a cepa ADO de E. dispar. Controles negativos das
reacoes imuno-histoquimicas para IL-1¢, IL-4, COX-2 e MUC-2. A) Reag¢do negativa negativo
para IL-1a, barra = 50 um; B) Reagdo negativa negativo para IL-4, barra = 50 um; C) Reagdo
negativa negativo para COX-2, barra = 50 um; C) Reag¢do negativa negativo para MUC-2, barra =
100 um. (M) mucosa, (S) submucosa, (Mu) muscular; (Se) serosa. Contracoloragdo com Hematox-
ilina de Harris.
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& M

Figura 10. Reac¢fio imuno-histoquimica para IL-1a no ceco de ratos nio infectados (CTRL), infecta-
dos com S. Typhimurium (ST), E. dispar (MCR, ADO, VEJ) ou E. histolytica (EGGp, EGGa) e
co-infectados com S. Typhimurium (MCR-ST, ADO-ST, VEJ-ST, EGGp-ST, EGGa-ST). Areas pos-
itivas para IL-la (IL-lo+) foram identificadas em localizagdo citoplasmatica e intersticial. A) Grupo
CTRL: reagdo IL-la+ (cabegas de seta); B) Grupo ST: drea de marcagdo para IL-1a+ semelhante ao
demonstrado na figura anterior (cabegas de seta); C) Grupo MCR: drea de marcacdo IL-10+ semelhante
a demonstrada na figura anterior; D) Grupo MCR-ST: aumento da area de marcacdo IL-1o+ (cabecas de
seta); E) Grupo MCR-ST: detalhe da figura anterior mostrando marcagdo IL1-a+ citoplasmatica (cabega
de seta); F) Grupo ADO: édrea de marcagdo IL-1a+semelhante & demonstrada na figura B (cabecas de
seta); G) Grupo ADO-ST: aumento da drea de marcagdo IL-10+ (cabecas de seta); H) Grupo VEJ: drea de
marcagdo IL-1a+semelhante & demonstrada na figura B (cabecas de seta); I) Grupo VEJ-ST: aumento da
area de marcagdo IL-lat+ (cabecas de seta); J) Grupo EGGp: area de marcagdo IL-la+ semelhante a
demonstrada na figura B (cabegas de seta); K) Grupo EGGp-ST:4rea de marcagdo IL-1a+ semelhante a
demonstrada na figura B (cabecas de seta); L) Grupo EGGa: area de marcagdo IL-la+ semelhante a
demonstrada na figura B (cabecas de seta); M) EGGa-ST: aumento da 4rea de marcagio IL-10+ (cabecas
de seta). Contracoloracdo com Hematoxilina de Harris, barra = 100 pum.
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Gréfico 14: Area de marcacdo positiva para IL-1a na mucosa cecal de ratos inoculados
com cepas de E. dispar e co-infectados com S. Typhimurium.

A) Area de marcacio positiva para IL-lo. na mucosa cecal dos ratos dos grupos CTRL, ST,
MCR e MCR-ST; "p<0,0001 vs CTRL; #p<0,0001 vs ST; %p<0,0001 vs MCR, one-way
ANOVA test. B) Area de marcagio positiva para IL-1o. na mucosa cecal dos ratos dos grupos
CTRL, ST, ADO e ADO-ST; *p=0,0212 vs CTRL; #p=0,0212 vs ST, one-way ANOVA test. C)
Area de marcagéo positiva para IL-1o na mucosa cecal dos ratos dos grupos CTRL, ST, VEJ e
VEJ-ST; *p<0,0001 vs CTRL; #p<0,0001 vs ST; 4p<0,0001 vs VEJ, one-way ANOVA test. Os

dados séo exibidos nos graficos com (média + SEM), n=8.
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Gréfico 15: Area de marcacdo positiva para IL-1a na mucosa cecal de ratos inoculados
com cepas de E. histolytica e co-infectados com S. Typhimurium. A) Area de marcagéo
positiva para IL-lo na mucosa cecal dos ratos dos grupos CTRL, ST, EGGp e EGGp-ST,
Kruskal-Wallis test. Os dados sédo exibidos nos graficos com mediana e intervalo interquartil
(25% - 75%). B) Area de marcagao positiva para IL-1o na mucosa cecal dos ratos dos grupos
CTRL, ST, EGGa e EGGa-ST; *p=0,0234 vs CTRL, one-way ANOVA test. Os dados sdo

exibidos nos graficos com (média + SEM), n=8.
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5.5 Analise qualitativa e quantitativa da expressao de IL-4

Areas de marcacBes positivas para IL-4 foram identificadas pela presenca de
coloragdo marrom escura, de localizacdo citoplasmatica e intersticial (Figura 11),
resultante da reacdo do anticorpo monoclonal anti-IL-4 de camundongo e da
precipitacdo de diaminobenzidina. A remoc¢do do anticorpo primario produziu reacdo
negativa contra IL-4 (Figura 9). Foram quantificadas todas as areas positivas para IL-4
presentes nas células e no intersticio da lamina propria (Figura 11). Foi possivel
visualizar que os grupos infectados com as cepas ADO e VEJ de E.dispar e co-
infectados com S. Typhimurium exibiram na mucosa cecal, menor imunomarcagao para
IL-4 em relacdo aos grupos infectados somente com as cepas de E. dispar (Figura 11).
Tal reducdo ndo ocorreu com os ratos dos grupos infectados com as cepas ADO e VEJ
de E. dispar e co-infectados com S. Typhimurium em relacdo aos ratos dos grupos
controles ST e CTRL, onde nédo foi possivel observar nenhuma diferenca na marcagédo
(Figura 11).

Também foi possivel observar aumento da marcacdo de IL-4 no ceco de ratos
dos grupos infectados somente com trofozoitos amebianos das cepas MCR, ADO e VEJ
de E.dispar em relacdo ao grupo controle ST (Figura 11). Tal resultado ndo ocorreu em
relacdo ao grupo CTRL.

Ao observarmos o ceco dos ratos infectados com as cepas EGGp e EGGa de E.
histolytica e co-infectados com S. Typhimurium foi possivel identificar reducdo da area
de marcacdo para IL-4 em relacdo aos ratos dos grupos somente infectados com as
cepas EGGp e EGGa de E. histolytica (Figura 11). Ja os ratos infectados somente com a
cepa EGGp de E. histolytica exibiram na mucosa cecal maior marcacdo positiva para
IL-4 em relacdo aos ratos dos grupos CTRL e ST (Figura 11). O mesmo ndo ocorreu
com os ratos infectados com a cepa EGGa de E. histolytica, onde ndo foi possivel
identificar diferencas na marcacéo positiva para IL-4 em relacdo aos grupos controles
CTRL e ST (Figura 11).

A analise quantitativa da area de marcacdo para IL-4 corroborou com o
observado na analise qualitativa, permitindo verificar que os cecos do grupo MCR
(377,5 um? + 64,92) exibiram aumento significativo da area de marcacéo positiva para
IL-4, quando comparado com o grupo controle ST (113,7 um? + 22,50) (p=0,0050)
(Grafico 16A). Ja em relagdo aos grupos CTRL (205,5 um? + 39,51) e MCR-ST (212,5
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um? + 52,70) ndo ocorreram diferencas significativas (Grafico 16A). Também n&o
ocorreram diferencas significativas na area de marcacdo para IL-4 entre 0s grupos
controles CTRL (205,5 um? + 39,51), ST (113,7 um? + 22,50) e MCR-ST (212,5 um? +
52,70) (Gréfico 16A).

Quando avaliado quantitativamente o grupo ADO-ST (53,36 um? + 13,46) foi
possivel identificar a ocorréncia de uma reducéo significativa na area de marcacgdo para
IL-4 em relacdo ao grupo ADO (324,4 um? + 60,80) (p=0,0003) (Gréafico 16B). Ja a
analise quantitativa do grupo ADO (324,4 pum? + 60,80) exibiu um aumento
significativo da &rea de marcacgdo para IL-4 quando comparado com o grupo controle
ST (113,7 um? + 22,50) (p=0,0003) (Gréafico 16B). Ndo foram detectadas diferencas
significativas entre os grupos ADO-ST (53,36 pm? + 13,46), CTRL (205,5 um? + 39,51)
e ST (113,7 um? £ 22,50) (Gréfico 16B).

Resultado similar ocorreu com o grupo VEJ-ST (63,48 pum? + 7,139) onde
ocorreu reducdo significativa na area de marcacao para IL-4 em rela¢do ao grupo VEJ
(376,6 um? + 91,62) (p=0,0010) (Grafico 16C). Ja a analise quantitativa do grupo VEJ
(376,6 um? + 91,62) apresentou aumento significativo da area de marcacio para IL-4
em relagdo ao grupo controle ST (113,7um? + 22,50) (Grafico 16B). Ndo foram
detectadas diferencas significativas entre os grupos VEJ-ST (63,48 um?+ 7,139), CTRL
(205,5 um? + 39,51) e ST (113,7 um? + 22,50) (Gréafico 16B).

Também foi constatada diferenca significativa no grupo EGGp-ST (240,2um? +
21,09), que apresentou reducdo da area de marcacdo positiva para IL-4 em relacdo ao
grupo EGGp (556,1 um? + 120,7) (p< 0,0001) (Grafico 17A). Entretanto, em relagdo
aos grupos CTRL (205,5um? + 39,51) e ST (113,7 um? + 22,50), ndo foram observadas
diferencas (Gréafico 17A). Além disso, ocorreu aumento significativo na marcacao de
IL-4 no grupo EGGp (556,1 um? + 120,7) em relacdo aos grupos controles CTRL
(205,5 um? + 39,51) e ST (113,7 um? + 22,50) (p< 0,0001) (Gréfico 17A).

Ja os ratos do grupo EGGa-ST (63,92 um?) (21,13 - 151,3) exibiram reducdo
significativa da area de marcacao para IL-4 quando comparados ao grupo EGGa (287,2
um?) (158,0 - 536,0) (p=0,0153) (Grafico 17B). Entretanto, em relagdo aos grupos
CTRL (204,8 um?) (108,8 - 299,9) e ST (107,4 um?) (70,18 - 166,6), ndo foram
observadas diferencas (Grafico 17B). Também néo ocorreu diferenca significativa entre
0s grupos EGGa (287,2 um?) (158,0 - 536,0), CTRL (204,8 pm?) (108,8 - 299,9) e ST
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(107,4 um?) (70,18 - 166,6), em relacéo a area de marcagéo positiva para IL-4 (Grafico
17B).
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Figura 11. Reacfio imuno-histoquimica para IL-4 no ceco de ratos ndo infectados (CTRL), infectados com
S. Typhimurium (ST), E. dispar (MCR, ADO, VEJ) ou E. histolytica (EGGp, EGGa) e co-infectadoscom S.
Typhimurium (MCR-ST, ADO-ST, VEJ-ST,EGGp-ST, EGGa-ST). Areas positivas para IL-4 (IL-4+) foram
identificadas pela presenga de coloragdo marrom escura, de localizagao citoplasmatica e intersticial. A) Grupo
CTRL: reagdo IL-4+ (cabegas de seta); B) Grupo ST: drea de marcagdo IL-4+ semelhante ao demonstrado na
figura anterior (cabecas de seta); C) Grupo MCR: aumento da drea de marcagdo 1L-4+ (cabegas de seta); D)
Grupo MCR: detalhe da figura anterior mostrando marcagdo IL-4+ citoplasmatica (cabega de seta); E) Grupo
MCR-ST: drea de marcagdo IL-4+ semelhante & demonstrada na figura B (cabegas de seta); F) Grupo ADO:
aumento da area de marcagdo IL-4+ (cabecas de seta); G) Grupo ADO-ST: reducdo da area de marcagdo I1L-4+
(cabegas de seta); H) Grupo VEIJ: aumento da drea de marcagdo IL-4+ (cabegas de seta); I) Grupo VEJ-ST:
redugdo da drea de marcagio IL-4+ (cabecas de seta); J) Grupo EGGp: aumento da drea de marcagio IL-4+
(cabegas de seta); K) Grupo EGGp-ST: redugdo da drea de marcacio IL-4+ (cabecas de seta); L) Grupo EGGa:
area de marcacdo IL-4+ semelhante & demonstrada na figura B (cabegas de seta); M) EGGa-ST: redugdo da drea
de marcagdo IL-4+ (cabecas de seta). Contracoloragdo com Hematoxilina de Harris, barra = 100 pum.
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Gréfico 16: Area de marcacao positiva para IL-4 na mucosa cecal de ratos inoculados com

cepas de E. dispar e co-infectados com S. Typhimurium.

A) Area de marcac&o positiva para IL-4 na mucosa cecal dos ratos dos grupos CTRL, ST, MCR

e MCR-ST; *p=0,0050 vs ST, one-way ANOVA test. B) Area de marcacéo positiva para IL-4 na
mucosa cecal dos ratos dos grupos CTRL, ST, ADO e ADO-ST; #p=0,0003 vs ST; ¥p=0,0003

vs ADO, one-way ANOVA test. C) Area de marcagio positiva para IL-4 na mucosa cecal dos
ratos dos grupos CTRL, ST, VEJ e VEJ-ST; #p=0,0010 vs ST; ¢p=0,0010 vs VEJ, one-way

ANOVA test. Os dados sdo exibidos nos graficos com (média £ SEM), n=8.
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Gréfico 17: Area de marcacao positiva para IL-4 na mucosa cecal de ratos inoculados com
cepas de E. histolytica e co-infectados com S. Typhimurium. A) Area de marcaco positiva
para IL-4 na mucosa cecal dos ratos dos grupos CTRL, ST, EGGp e EGGp-ST; *p< 0,0001 vs
CTRL; #p<0,0001 vs ST; %p< 0,0001 VS EGGp, one-way ANOVA test. Os dados sdo exibidos
nos gréaficos com (média + SEM). B) Area de marcagao positiva para IL-4 na mucosa cecal dos
ratos dos grupos CTRL, ST, EGGa e EGGa-ST; ¥p=0,0153 vs EGGa, Kruskal-Wallis test. Os
dados sdo exibidos nos graficos com mediana e intervalo interquartil (25% - 75%), n=8.
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5.6 Analise qualitativa e quantitativa da expressdo de COX-2

As areas com marcacgdes positivas para COX-2 apresentaram coloracdo marrom
escura, de localizacéo citoplasmatica e intersticial (Figura 12), proveniente da reacdo do
anticorpo  monoclonal anti-COX-2 de camundongo e pela precipitacio de
diaminobenzidina. A remocdo do anticorpo primario produziu reacdo negativa contra
COX-2 (Figura 9). Foram quantificadas todas as areas positivas para COX-2 presentes
nas células e no intersticio da lamina propria (Figura 12).

Foi possivel visualizar que os ratos dos grupos infectados com as cepas MCR,
ADO e VEJ de E.dispar e EGGp de E. histolytica ambos co-infectados com S.
Typhimurium exibiram na mucosa cecal, area positiva maior para COX-2, quando
comparados com os grupos controles CTRL e ST (Figura 12). Além disso, os ratos do
grupo infectados com a cepa ADO e co-infectados com S. Typhimurium também
exibiram maior area de marcacao para COX-2 em relacdo aos ratos do grupo infectados
somente com a cepa ADO de E.dispar (Figura 12). Nao foram verificadas diferencas na
area de marcacao positiva para COX-2 entre os grupos infectados somente com as cepas
de E. dispar ou com cepas de E.histolytica quando comparados com os grupos controles
CTRL e ST.

A andlise guantitativa da area de marcacdo para COX-2 corroborou com o
observado na analise qualitativa, permitindo observar que os cecos dos ratos
pertencentes ao grupo MCR-ST (1171 um?) (149,6 - 5104) demonstraram um aumento
significativo da area de marcacdo positiva para COX-2, quando comparado com 0s
grupos controles CTRL (3,521 um?) (0,0 - 62,38), ST (9,375 um?) (0,0 - 42,80)
(p=0,0002) (Gréafico 18A). Tal diferenca ndo ocorreu quando comparado com 0 grupo
MCR (68,61 pm?) (51,83 - 136,7) (Grafico 18A). Ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos MCR (68,61 pm?) (51,83 - 136,7), CTRL (3,521 pm?)
(0,0 - 62,38) e ST (9,375 um?) (0,0 - 42,80) (Gréafico 18A).

No grupo ADO-ST (540,1 pm?) (289,8 - 936,4) também ocorreu aumento
significativo na area de marcacdo para COX-2 em relagdo ao grupo ADO (8,067 um?)
(4,383 - 11,91) e aos grupos controles CTRL (3,521 um?) (0,0 - 62,38), ST (0,0 pm?)
(0,0 - 42,80) (p=0,0041) (Grafico 18B). Nao foram demonstradas diferencas
significativas entre os grupos ADO (8,067 um?) (4,383 - 11,91), CTRL (3,521 pm?)
(0,0 - 62,38) e ST (9,375 um?) (0,0 - 42,80) (Gréfico 18B).
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Analise quantitativa do grupo VEJ-ST (18016 pm?) (1816 - 20641) também
exibiu um aumento significativo da area de marcacdo para COX-2 quando comparado
com os grupos controles CTRL (3,521 um?) (0,0 - 62,38) e ST (9,375 um?) (0,0 - 42,80)
(p=0,0002) (Gréafico 18C). N&do foram detectadas diferencas significativas entre o0s
grupos VEJ (93,10 um?) (7,727 - 166,5), CTRL (3,521 pm?) (0,0 - 62,38) e ST (0,0
um?) (0,0 - 42,80) (Grafico 18C).

O grupo EGGp-ST (1111 um?) (380,8 - 2597) apresentou aumento significativo
da area de marcacéo positiva para COX-2 em relacdo aos grupos controles CTRL (3,521
um?) (0,0 - 62,38) e ST (9,375 um?) (0,0 - 42,80) (p=0,0006) (Grafico 19A). Quando
avaliados quantitativamente os grupos EGGp (61,69 um?) (31,65 - 212,5), CTRL (3,521
um?) (0,0 - 62,38) e ST (9,375 pm?) (0,0 - 42,80), nio foram observadas diferencas
significativas entre eles (Gréafico 19A).

Os grupos EGGa-ST (24,87 um?) (1,652 - 55,92), EGGa (40,17 um?) (21,31 -
120,1), CTRL (3,521 pm?) (0,0 - 62,38) e ST (0,0 um?) (0,0 - 42,80), também nio

exibiram diferencas significativas entre eles (Grafico 19B).
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S. Typhimurium (ST), E. dispar (MCR, ADO, VEJ) ou E. histolytica (EGGp, EGGa) e co-infectados com S.
Typhimurium (MCR-ST, ADO-ST, VEJ-ST,EGGp-ST, EGGa-ST). Areas positivas para COX-2 (COX-2+)
foram identificadas pela presenca de coloragdo marrom escura, de localizagdo citoplasmatica e intersticial. A)
Grupo CTRL: reagdo COX-2+ (cabecas de seta); B) Grupo ST: drea de marcagdo para COX-2+ semelhante ao
demonstrado na figura anterior (cabecas de seta);C) Grupo MCR: édrea de marcagdo COX-2+ semelhante ao
demonstrado na figura B (cabegas de seta); D) Grupo MCR-ST: aumento da drea de marcagdo COX-2+ (cabegas
de seta); E) Grupo MCR-ST: detalhe da figura anterior mostrando marcagdo COX-2+citoplasmética (cabegade
seta); F) Grupo ADO: drea de marcagdo para COX-2+ semelhante ao demonstrado na figura B (cabegas de seta);
G) Grupo ADO-ST: aumento da drea de marcagdo COX-2+ (cabecas de seta); H) Grupo VEJ: drea de marcagdo
COX-2+ semelhante ao demonstrado na figura B (cabegas de seta); I) Grupo VEJ-ST: aumento da drea de marcagao
COX-2+ (cabecas de seta); J) Grupo EGGp: area de marcacio para COX-2+semelhante ao demonstrado na figura
B (cabegas de seta); K) Grupo EGGp-ST: aumento daarea de marcagio para COX-2+ (cabegas de seta); L) Grupo
EGGa: drea de marcacdo COX-2+ semelhante ao demonstrado na figura B (cabegas de seta); M) EGGa-ST: drea de
marcacdo COX-2+ semelhante ao demonstrado na figura B (cabegas de seta).Contracoloragdo com Hematoxilina
de Harris, barra = 100 pm.
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Gréfico 18: Area de marcacéo positiva para COX-2 na mucosa cecal de ratos inoculados
com cepas de E. dispar e co-infectados com S. Typhimurium.

A) Area de marcacio positiva para COX-2 na mucosa cecal dos ratos dos grupos CTRL, ST,
MCR e MCR-ST; *p=0,0002 vs CTRL; #p=0,0002 vs ST, Kruskal-Wallis test. B) Area de
marcacdo positiva para COX-2 na mucosa cecal dos ratos dos grupos CTRL, ST, ADO e ADO-
ST; *p=0,0041 vs CTRL; #p=0,0041 vs ST; %p=0,0041 vs ADO, Kruskal-Wallis test. C) Area
de marcacdo positiva para COX-2 na mucosa cecal dos ratos dos grupos CTRL, ST, VEJ e VEJ-
ST; *p=0,0002 vs CTRL; #p=0,0002 vs ST, Kruskal-Wallis test. Os dados sdo exibidos nos
gréaficos com mediana e intervalo interquartil (25% - 75%), n=8.
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Gréfico 19: Area de marcacéo positiva para COX-2 na mucosa cecal de ratos inoculados
com cepas de E. histolytica e co-infectados com S. Typhimurium. A) Area de marcagéo
positiva para COX-2 na mucosa cecal dos ratos dos grupos CTRL, ST, EGGp e EGGp-ST,;
*p=0,0006 vs CTRL; *p=0,0006 vs ST, Kruskal-Wallis test. B) Area de marcagéo positiva para
COX-2 na mucosa cecal dos ratos dos grupos CTRL, ST, EGGa e EGGa-ST, Kruskal-Wallis
test. Os dados sdo exibidos nos graficos com mediana e intervalo interquartil (25% - 75%),

n=8.
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5.7 Andlise qualitativa e quantitativa da expressdo de MUC-2

As areas de marcagOes positivas para MUC-2 foram identificadas através da
presenca de coloracdo marrom escura, de localizagdo citoplasmatica em células
caliciformes, no limen das criptas e na superficie do epitélio de revestimento (Figura
13). A marcacdo positiva para MUC-2 foi resultante da ligacdo do anticorpo
monoclonal anti-MUC2 de coelho e da precipitacdo de diaminobenzidina. A remocao
do anticorpo primario produziu reacdo negativa contra MUC-2 (Figura 9). Foram
quantificadas todas as areas positivas para MUC-2 presentes nas células caliciformes,
no lumen das criptas e na superficie do epitélio de revestimento.

Foi possivel visualizar que os grupos infectados com as cepas MCR, ADO e
VEJ de E. dispar e EGGp de E. histolytica co-infectados com S. Typhimurium exibiram
de modo geral, maior &area positiva para MUC-2 na mucosa cecal, quando comparados
com os ratos dos grupos controles CTRL, ST e seus respectivos controles somente
infectados com as cepas MCR, ADO e VEJ de E. dispar e EGGp de E. histolytica
(Figura 13). O mesmo ndo ocorreu quando foram comparados os ratos do grupo
infectado com a cepa EGGa de E. histolytica e co-infectados com S. Typhimurium e, o
ratos pertencentes ao grupo somente infectado com a cepa EGGa de E. histolytica e
grupos controles CTRL e ST (Figura 13).

Ao realizarmos a analise quantitativa da area de marcacdo de MUC-2 no ceco
dos ratos pertencentes ao grupo MCR-ST (4488 um? + 610,6) foi possivel identificar
area de marcacdo positiva para MUC-2 significativamente maior quando comparado
com os ratos de todos 0s seus grupos controles MCR (2071 pum?+ 477,7), ST (1655 pm?
+ 266,2) e CTRL (797,5 pm? + 79,09) (p<0,0001) (Grafico 20A). N&o ocorreram
diferencas significativas entre os grupos MCR (2071 pm? + 477,7), ST (1655 pum? +
266,2) e CTRL (797,5 um? + 79,09) (Gréafico 20A).

J& o grupo ADO-ST (2677 pm? + 263,5) apresentou area de marcagio positiva
para MUC-2 significativamente maior em relagio aos grupos ADO (1414um? + 466,6) e
CTRL (797,5 um? + 79,09) (p=0,0019) (Grafico 20B). N&o ocorreu diferenca
significativa no grupo ADO-ST (2677 um? + 263,5) em relagdo ao grupo controle ST
(1655 pum? + 266,2) (Grafico 20B). A andlise quantitativa ndo identificou diferencas
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significativas entre os grupos ADO (1414 pm? + 466,6), ST (1655 um?+ 266,2) e CTRL
(797,5 um? +79,09) (Grafico 20B).

Também foi constatado aumento significativo da marcacdo de MUC-2 no grupo
VEJ-ST (3328 um? + 607,5), em relagdo aos grupos controles CTRL (797,5 pum? +
79,09) e ST (1655 pm? + 266,2) (p=0,0276) (Grafico 20C). N&o foi observada diferenca
significativa no grupo VEJ-ST (3328 um? + 607,5) quando comparado com o grupo
VEJ (1947 pm? + 450,5) (Grafico 20C). Resultado similar ocorreu com os grupos VEJ
(1947 pm? + 450,5), ST (1655 pum? + 266,2) e CTRL (797,5 um? +79,09) onde nio
foram exibidas diferencas significativas entre eles (Grafico 20C).

A andlise estatistica da area de marcacdo de MUC-2 no ceco dos ratos
pertencentes ao grupo EGGp-ST (4301 um? + 533,6) demonstrou aumento significativo
da area de marcagdo positiva para MUC-2 em relagcdo ao grupo EGGp (1754 pm? +
537,5), CTRL (797,5 pm?+ 79,09) e ST (1655 um? + 266,2) (p=0,0497) (Gréafico 21A).
A andlise quantitativa ndo identificou diferencas significativas entre os grupos EGGp
(1754 pm? + 537,5), CTRL (797,5 pm? + 79,09) e ST (1655 um? + 266,2) (Grafico
21A).

Em relagdo aos grupos EGGa-ST (4018 um?) (3272 - 5596), EGGa (1702 um?)
(306,0 - 2525), CTRL (768,7 um?) (709,2 - 848,7) e ST (1630 um?) (1124 - 2094), ndo
foram observadas diferencas significativa entre eles quanto a area de marcacao positiva
para MUC-2 (Grafico 21B).
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Figura 13. Reac¢fio imuno-histoquimica para MUC-2 no ceco de ratos nio infectados (CTRL), infecta-
dos com S. Typhimurium (ST), E. dispar (MCR, ADO, VEJ) ou E. histolytica (EGGp, EGGa) e co-infec-
tados com S. Typhimurium (MCR-ST, ADO-ST, VEJ-ST,EGGp-ST, EGGa-ST). Areas positivas para
MUC-2 (MUC-2+) estdo presentes nas células caliciformes, no lumen das criptas e na superficie do epitélio
de revestimento. A) Grupo CTRL: reagdo MUC-2+ (cabegas de setas); B) Grupo ST: drea de marcacdo
MUC-2+ semelhante ao demonstrado na figura anterior (cabegas de setas); C) Grupo MCR: area de
marcagdo MUC-2+ semelhante ao demonstrado na figura B (cabegas de setas); D) Grupo MCR-ST: aumento
da area de marcagdo MUC-2+ (cabecas de setas); E) Grupo ADO: area de marcagdo MUC-2+ semelhante ao
demonstrado na figura B; F) Grupo ADO-ST: aumento da drea de marcagdo MUC-2+(cabegas de setas); G)
Grupo VEJ: drea de marcagdo MUC-2+ semelhante ao demonstrado na figura B (cabegas de setas); H) Grupo
VEJ-ST: aumento da area de marcagdo MUC-2+ (cabecas de setas); I) Grupo EGGp: drea de marcagdo
MUC-2+ semelhante ao demonstrado na figura B (cabecas de setas); J) Grupo EGGp-ST: aumento da drea
de marcacdo MUC-2+ (cabegas de setas); K) Grupo EGGa: drea de marcagdo MUC-2+ semelhante ao
demonstrado na figura B (cabecas de setas); L) EGGa-ST: drea de marcagdo MUC-2+ semelhante ao
demonstrado na figura B (cabegas de setas). (M) mucosa, (S) submucosa, (Mu) muscular; (Se) serosa; Con-
tracoloragdo com Hematoxilina de Harris, barra = 100 pum.
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Gréfico 20: Area de marcagdo positiva para MUC-2 na mucosa cecal de ratos inoculados
com cepas de E. dispar e co-infectados com S. Typhimurium.

A) Area de marcacdo positiva para MUC-2 na mucosa cecal dos ratos dos grupos CTRL, ST,
MCR e MCR-ST; *p<0,0001 vs CTRL; #p<0,0001 vs ST; %p<0,0001 VS MCR, one-way
ANOVA test. B) Area de marcagio positiva para MUC-2 na mucosa cecal dos ratos dos grupos
CTRL, ST, ADO e ADO-ST; *p=0,0019 vs CTRL; ¥p=0,0019 vs ADO, one-way ANOVA test.
C) Area de marcaco positiva para MUC-2 na mucosa cecal dos ratos dos grupos CTRL, ST,
VEJ e VEJ-ST; *p=0,0276 vs CTRL; #p=0,0276 vs ST, one-way ANOVA test. Os dados sdo

exibidos nos graficos com (média + SEM), n=8.
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Graéfico 21: Area de marcagio positiva para MUC-2 na mucosa cecal de ratos inoculados

com cepas de E. histolytica e co-infectados com S. Typhimurium. A) Area de marcagéo
positiva para MUC-2 na mucosa cecal dos ratos dos grupos CTRL, ST, EGGp e EGGp-ST,;
*p=0,0497 vs CTRL; *p=0,0497 vs ST; %p=0,0497 vs EGGp, one-way ANOVA test. B) Area de

marcacdo positiva para MUC-2 na mucosa cecal dos ratos dos grupos CTRL, ST, EGGa e

EGGa-ST, Kruskal-Wallis test. Os dados sdo exibidos nos graficos com mediana e intervalo

interquartil (25% - 75%). n=8.
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6. DISCUSSAO

O modelo experimental deste estudo permitiu analisar e quantificar a expresséo
génica por RT-gPCR dos fatores de viruléncia amebianos, amebaporos A, cisteina
proteinases 2, 5, e a lectina Gal/GalINAC produzidos por cepas de E. histolytica e E.
dispar in vitro associadas com S. Typhimurium. Os resultados foram comparados com
dados obtidos com cepas de E. dispar e E. histolytica que ndo sofreram interacdo com a
bactéria S. Typhimurium. E importante ressaltar que até o momento, este foi o Gnico
trabalho que observou e quantificou 0 aumento da expressdo génica de alguns dos
principais fatores de viruléncia de E. dispar e da E. histolytica apds a interacdo com a S.
Typhimurium. Nossos experimentos contribuiram para reforcar a hipotese de indugédo
da viruléncia nestas espécies de amebas apds a interacdo com bactérias
enteropatogénicas (Galvan-Moroyoqui et al, 2008; Bhattacharya et al, 1992; Shibayama
et al, 2007). Além disso, também demonstramos que a associacdo in vivo com S.
Typhimurium também foi capaz de aumentar a patogenicidade de trés diferentes cepas
de E. dispar em um modelo experimental de colite amebiana no rato.

Um dos principais fatores de viruléncia amebianos, que inicia sua acdo logo
apos a aderéncia dos trofozoitos nas células do hospedeiro, sdo os amebaporos,
primeiros responsaveis pelo efeito citotoxico causado as células do hospedeiro. De fato,
trofozoitos de E. histolytica pertencentes a cepa HM1:IMSS, submetidos a inibicdo da
sintese de Ap-A, apresentaram in vitro uma reducdo na capacidade de lesar células
renais de hamsters, ressaltando a importancia do Ap-A como fator de viruléncia (Bracha
et al, 1999). Nossos resultados demonstraram que a interacdo por um periodo de 18
horas das cepas EGGp, MCR e ADO com a S. Typhimurium foi capaz de induzir
aumento da expressao génica do Ap-A, contribuindo assim para um possivel aumento
da capacidade de agressdo destas cepas. De fato, recentemente observamos em estudo
anterior, que ratos co-infectados com S. Typhimurium e trofozoitos pertencentes a cepa
MCR de E. dispar, aumentaram a sua capacidade de causar danos a mucosa intestinal,
levando ao surgimento de zonas de destruicdo da mucosa cecal significativamente
superiores e ao aumento da resposta inflamatéria quando comparados com ratos
infectados somente com trofozoitos (Oliveira et al; 2015). Neste trabalho, também

verificamos aumento na area de necrose nos animais inoculados com a cepa ADO de E.
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dispar em associa¢do com a S. Typhimurium. Isso significa que, além de outros fatores
de viruléncia, o Ap-A provavelmente esteve envolvido no desenvolvimento destas
lesBes cecais.

Até o presente momento ha escassez de estudos detalhando a expressdo génica
de CP-2 em E. histolytica e E. dispar e, principalmente, nas condi¢gdes por nos
estudadas. Ao compararmos a expressdo génica de CP-2 na cepa VEJ de E. dispar e na
cepa EGGa de E. histolytica, foi observada uma reducdo da expressao de CP-2 nestas
cepas quando cultivadas em associagdo com S. Typhimurium. Ja em relacdo as cepas
MCR, ADO e EGGp nédo observamos diferencas na expressao de CP-2 quando estavam
associadas a S. Typhimurium. Tal observagdo em nosso experimento, em relacdo a CP-
2, pode ser devido ao fato das cepas serem distintas, com niveis distintos de viruléncia
e, consequentemente, com heterogéneos niveis de expressdo dos seus diferentes fatores
de viruléncia. As CPs contribuem na patogénese da amebiase facilitando a degradagédo
da membrana celular e de componentes da matriz extracelular, incluindo fibronectina e
colageno, bem como imunoglobulinas e proteinas do sistema complemento (Keene et
al, 1990; Schulte; Scholze, 1989; Tran et al, 1998). E descrito na literatura que a CP-2
esta presente tanto em E. histolytica quanto em E. dispar e é responsavel pela
degradacdo da mucina MUC-2 do muco coldnico, contribuindo para o desenvolvimento
de danos ao hospedeiro (Bruchhaus et al, 2003; Lidell et al, 2006).

Ao analisarmos a expressdo génica da CP-5 presente nas cepas MCR, ADO e
VEJ de E. dispar, deparamos com um fendmeno interessante. Ao contrario do
observado em nosso estudo, pesquisadores verificaram a auséncia da expressao génica
de CP-5 ao utilizarem outras cepas de E. dispar, como a SAW 760 moxénica mantida
em cultura com Crithidia fasciculata e as cepas xénicas ERI1007 e a SAW 142
mantidas em cultura com a microbiota indigena intestinal dos pacientes da qual foram
isoladas (Bruchhaus et al, 1996; Willhoeft et al, 1999). Em nossa anélise, a CP-5 além
de ter sido expressa nas cepa MCR, ADO e VEJ também apresentou aumento da
expressao génica nas culturas MCR e VEJ associadas a S. Typhimurium em relacdo as
culturas ndo associadas. A CP-5 é um importante fator de viruléncia e, a sua expressdo
génica, bem como o aumento de sua expressdo nas cepas por nos estudadas em
associacdo com S. Typhimurium, esta relacionado ao aumento da patogenicidade
amebiana. A respeito da relacio da expressdo da CP-5 com a capacidade dos trofozoitos

em produzir danos, tal cisteina proteinase tem sido responsabilizada por ser capaz de
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degradar um amplo espectro de componentes como a elastina, fibrinogénio, colageno,
favorecendo a destruicdo de boa parte da barreira fisica, facilitando a locomocéo e a
invasdo dos trofozoitos (Freitas et al, 2009). A presenca do fator de viruléncia CP-5,
além da expressao aumentada de Ap-A e talvez de outros fatores de viruléncia,
provavelmente esteve envolvida no desenvolvimento de lesdes amebianas provocadas
pela cepa ADO em diferentes estudos (Costa et al, 2006; Shibayama et al, 2007). Da
mesma maneira, também verificamos aumento da area de necrose quando a cepa ADO
foi associada com a S. Typhimurium.

A lectina Gal/GalNAC ¢ outro fator de viruléncia amebiano por nds investigada,
sendo descrita como 0 mais importante dos fatores de viruléncia, em estudos in vitro e
in vivo, cuja funcdo é a adesdo dos trofozoitos as células do hospedeiro para dar inicio
aos seus efeitos citotoxicos (Lopez-Vancell et al, 200; Blazquez et al, 2007; Vines et al,
1998). A associacdo com a S. Typhimurium também foi capaz de aumentar a expressdo
génica deste fator de viruléncia nas cepas ADO e VEJ. Corroborando com 0s nossos
resultados, foi observado que trofozoitos pertencentes a cepa HM1-IMSS de E.
histolytica, ap6s terem sido cultivados e fagocitado as bactérias E. coli 086:H18
comensal, E. coli enteropatogénica B171-0111:NM e a Shigella dysenteriae, exibiram
in vitro o aumento da adesdo dos trofozoitos a células Madin-Darby Canine Kidney
(MDCK) devido aos altos niveis da lectina Gal/GaINAC (Galvan-Moroyoqui et al,
2008). Os autores também observaram aumento dos danos nas células MDCK, que foi
relacionado ao aumento da atividade de cisteina proteinases. Ao contrario do observado
no estudo acima e confrontando com 0s nossos resultados, quando 0s mMesmos
pesquisadores analisaram a cepa SAW 760 de E. dispar nas mesmas condi¢des de co-
cultura, ndo observaram adeséo e danos celulares as células MDCK (Galvan-Moroyoqui
et al, 2008).

Ao contrario do observado com as cepas MCR, ADO e VEJ de E. dispar e
EGGp de E. histolytica, que exibiram na maioria das vezes, aumento da expressdo dos
fatores de viruléncia quando associadas a enterobactéria S. Typhimurium, a cepa EGGa
de E. histolytica demonstrou reducdo da expressao génica dos fatores de viruléncia Ap-
A, CP-2 e lectina Gal/GalINAC. E possivel que, pelo fato da cepa EGGa ser cultivada
em meio axénico por longos anos, ela possa ter perdido a capacidade de sobreviver em
equilibrio com outros microorganismos, bem como de sofrer algum tipo de influéncia

estimuladora de viruléncia, resultando em reducdo da expressdo dos fatores de



89

viruléncia amebianos. Tal reducdo ndo afetou sua capacidade de produzir aumento da
resposta inflamatoria quando em associa¢do com a S. Typhimurium, mas foi incapaz de
provocar um aumento da necrose da parede cecal. De fato, a co-infeccdo de ratos com a
cepa EGGa de E. histolytica e S. Typhimurium ndo produziu aumento da area de
erosdes e Ulceras, mas sim, parece ter ocorrido uma tendéncia a reducdo da area de
necrose da parede cecal.

E. dispar ja foi isolada de pacientes com sintomas de colite ndo-disentérica
(Martinez et al, 1996; Gomes et al, 1997), de paciente com colite disentérica (Graffeo et
al, 2014) e, sequéncias de DNA de E. dispar foram detectadas e genotipadas em
amostras obtidas de pacientes com abscesso hepatico amebiano, sugerindo que E. dispar
pode também estar envolvida no desenvolvimento de lesGes no intestino grosso e figado
de seres humanos (Ximénez et al, 2010). Corroborando com estes estudos, nossos
resultados demonstraram que os cecos de ratos infectados com diferentes cepas de E.
dispar, e co-infectados com S. Typhimurium, apresentaram apés 7 dias de infeccdo
amebiana, lesbes mais exuberantes com aumento da area de necrose e aumento da
intensidade do infiltrado inflamatério, quando comparados com 0s animais somente
infectados com as cepas de E. dispar. Em alguns ratos dos grupos co-infectados também
foi observada a presenca de Ulcera amebiana classica, com necrose da mucosa,
submucosa, muscular e serosa, comprovando que a interacdo da E. dispar com a S.
Typhimurium favorece o surgimento de lesbes cecais amebianas em ratos.
Posteriormente realizamos analise morfométrica nos cecos dos ratos infectados com as
cepas MCR, ADO e VEJ de E. dispar que também demonstraram quantitativamente
aumento significativo da éarea de necrose cecal quando co-infectados com S.
Typhimurium, confirmando os resultados obtidos na andlise histopatologica. A
infeccdo dos animais somente com S. Typhimurium ndo foi capaz de provocar
destruicdo da mucosa colbnica, tal como observada na infecgdo por E. dispar e E.
histolytica, sendo verificada apenas a presenca de zonas de descamacéo epitelial. Tais
zonas de dano do epitélio de revestimento poderiam favorecer a adesdo de trofozoitos e
a sua invasdo. Contudo, o aumento da expressdo de fatores de viruléncia in vitro sugere
que a interagdo in vivo com S. Typhimurium também pode ter provocado incremento de
fatores de viruléncia nos trofozoitos inoculados no lamen cecal, levando ao

desenvolvimento de lesdes significativamente mais intensas em alguns grupos de ratos.



90

Existem evidéncias que E. dispar é capaz de produzir lesbes experimentais
significativas na presenca de bactérias. A observacdo de que lesbes hepaticas foram
obtidas somente apds a associacdo de bactérias com a E. dispar sugere que as bactérias
podem estar produzindo lesbes prévias que favorecam a proliferacdo de trofozoitos e
sua invasdo tecidual, aumentando a expressdo de fatores de viruléncia e/ou
incorporando genes (Costa et al, 2006; Costa et al, 2010a). De fato a simbiose, entre
bactérias, E. histolytica e E. dispar pode modular modificacdes fenotipicas e
propriedades de viruléncia das amebas (Bhattacharya et al, 1992; Costa et al, 2006;
Costa et al, 2010a). A resposta para explicar a aquisi¢do de viruléncia e patogenicidade
destas cepas de E. dispar poderia estar na interacdo com bactérias.

O perfil das lesdes cecais produzidas com a infeccdo pela E. dispar ou pela E.
histolytica quando em associagdo com a S. Typhimurium, alterou-se somente em
relagdo a intensidade, mantendo as mesmas caracteristicas de uma colite amebiana
ulcerativa. O infiltrado inflamatério estava presente na ldmina propria, na camada,
submucosa e, frequentemente, também atingia a camada muscular e a serosa,
principalmente no ceco de ratos com areas mais extensas de necrose. O infiltrado
inflamatorio era misto, composto por neutrofilos, macréfagos e linfécitos. Nossos
resultados corroboram com estudo anterior, onde pesquisadores identificaram por
imunomarcacao a presenca de neutréfilos, macréfagos e linfocitos em amostras de colite
amebiana (Ventura-Juarez et al, 2007). Neutréfilos e macrofagos parecem ser as células
efetoras mais importantes na resposta imune do hospedeiro contra a infeccdo pela E.
histolytica (Espinosa-Cantellano; Martinez-Palomo, 200; Seydel et al, 1997). Nos
estagios iniciais da invasdo amebiana, o0s trofozoitos encontram-se cercados
principalmente por neutréfilos e outras células da resposta imune inata do hospedeiro.
Quando ativadas apropriadamente, estas células sdo capazes de eliminar os trofozoitos
por mecanismos oxidativos ou ndo oxidativos, através da liberacdo de enzimas
lisossdmicas e da geracdo de radicais livres (Campos-Rodriguez et al, 2016).

Em nosso estudo, verificamos que os ratos infectados com as cepas de E. dispar
ou de E. histolytica e co-infectados com S. Typhimurium, exibiram com mais
frequéncia no ceco, maior numero de células inflamatorias, em relagdo aos ratos do
grupo somente infectados com as cepas E.dispar, ou de E. histolytica, e de ratos
somente infectados com a S. Typhimurium. Esta observacao foi confirmada pela anélise

guantitativa, onde a mucosa cecal dos ratos infectados com as cepas MCR, ADO, VEJ]
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de E.dispar e cepas EGGp e EGGa de E. histolytica e co-infectados com S.
Typhimurium exibiram um maior nimero de células inflamatdrias em relagéo ao ratos
infectados somente com a cepas amebianas. Ao contrario da maioria dos estudos sobre
amebiase intestinal, que focam principalmente nas erosdes e Ulceras desenvolvidas,
nosso estudo parece ser o primeiro que realizou analise morfométrica do infiltrado

inflamatorio na lamina prépria da colite amebiana.

Nossos resultados sugerem que a associacdo das cepas amebianas com a S.
Typhimurium possa ter estimulado a patogenicidade dos trofozoitos e estes passaram a
agredir com mais intensidade a mucosa cecal, que responderam com produgdo de
citocinas e outros mediadores inflamatorios, culminando com uma maior intensidade
dos fendmenos vasculares e exsudativos da inflamacdo. Também acreditamos que o
indculo de S. Typhimurium utilizado nosso modelo experimantal, mesmo que nao tenha
causado um quadro de salmonelose, contribuiu para aumentar o nimero de células da
lamina propria, visto que ocorreu aumento discreto do infiltrado inflamatério do grupo
ST em relacdo ao grupo CTRL. Apesar do baixo in6culo de S. Typhimurium foi capaz
de iniciar uma resposta inflamatoria ocorrendo migracdo significativa de células do
sistema imune. Portanto, pareceu-nos que o aumento significativo do numero de células
na lamina prépria dos ratos infectados com as cepas amebianas e co-infectados com S.
Typhimurium foi decorrente do aumento da patogenicidade dos trofozoitos e da a¢do do
sistema imune frente a S. Typhimurium. Temos que destacar que os ratos infectados
com as cepas MCR, ADO e VEJ de E.dispar e co-infectados com S. Typhimurium,
além de terem exibido maior nimero de células inflamatérias, também apresentaram
maior rea de necrose cecal. E possivel que, além de terem participado da tentativa de
destruicdo dos trofozoitos, as células inflamat6rias também possam ter colaborado na
ampliacdo das areas de necrose da mucosa cecal. De fato, outros autores sugerem que
nas fases mais tardias da doenca, as células inflamatdrias podem contribuir para o dano
tecidual, tanto na colite como no abscesso hepéatico amebiano (Tsutsumi et al, 1990;
Stanley; Reed, 2001; Rivero et al, 2002; Ventura et al, 2007; Campos-Rodriguez et al,
2016).

Conforme comentamos anteriormente, o contato dos trofozoitos com a mucosa
cecal, bem como a liberacao de substancias toxicas amebianas, € capaz de desencadear a
liberacdo de mediadores quimicos inflamatdrios. Dentre tais mediadores destaca-se a

IL-1a, citocina pertencente a familia IL-1, predominantemente produzida por
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macrofagos, mondcitos, fibroblastos e células dendriticas, mas também por linfdcitos e
células epiteliais (Arai et al, 1998; Moldoveanu et al, 2015). Trofozoitos de E.
histolytica cultivados com diferentes linhagens celulares, incluindo células do epitélio
intestinal, aumentaram a expressdo de RNAm para citocinas pro-inflamatérias como IL-
la, IL-8, IL-6 e GM-CSF (Eckmann et al, 1995; Kim et al, 1997). Nossos resultados
demonstraram que os ratos dos grupos MCR-ST e VEJ-ST exibiram area de marcacéao
positiva para IL-1a maior do que os ratos dos grupos somente infectados com as cepas
MCR e VEJ de E. dispar e também em relacdo aos ratos infectados com S.
Typhimurium e aos ratos do grupo controle ndo infectados. Os ratos infectados com a
cepa ADO de E.dispar e co-infectados com S. Typhimurium também exibiram maior
area positiva para IL-1a em relagdo aos ratos infectados com S. Typhimurium e aos
ratos do grupo controle ndo infectados. A maior expressdo de IL-1a pode ter sido
decorrente de um provavel aumento de viruléncia destas cepas que foram associadas
com a S. Typhimurium. Tal aumento da expressao de IL-1a pode ter contribuido para o
maior recrutamento de leucdcitos, como neutréfilos e macrofagos, para a parede cecal,
também contribuindo para a expansdo da necrose produzida pelos produtos amebianos
(Eckmann et al, 1995).

Dentre as fungdes da IL-lo, destaca-se a sua capacidade de estimular a
expressao génica para COX-2, descoberta inicialmente em cultura in vitro de células
estromais do endométrio de ratos (Jacobs et al, 1994). A enzima cicloxigenase (COX)
constitui o elemento inicial para a producdo de prostaglandinas. Existem 2 tipos
principais da enzima cicloxigenase: COX-1, a qual é expressa constitutivamente em
Orgaos tais como o estbmago, rins e intestinos e, COX-2, também encontrada em baixos
niveis no intestino normal e em concentracdes elevadas nos processos inflamatorios
intestinais (Eckmann et al, 1997; Singer et al, 1998; Riehl et al, 2000). Em nosso estudo
foi possivel realizar andlise quantitativa da &rea de marcacdo positiva para COX-2
presente na mucosa cecal, 0 que permitiu verificarmos que os ratos dos grupos MCR-
ST, ADO-ST, VEJ-ST e EGGp-ST exibiram maior area de marcacdo para COX-2
guando comparados com os grupos CTRL e ST. Além disso, os ratos do grupo ADO-ST
tambem exibiram aumento significativo na area de marcacgdo positiva para COX-2 em
relacdo ao seu grupo controle ADO. Apesar de ndo ter sido observada diferenca
significativa dos grupos co-infectados MCR-ST, VEJ-ST e EGGp-ST em relacdo aos

seus respectivos controles MCR, VEJ e EGGp, verificamos uma tendéncia ao aumento
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da expressdo de COX-2. Como a IL-1a aumenta a expressdao de COX-2 (Jacobs et al,
1994; Bany, Kennedy; 1999), nossos resultados corroboram com o observado por outros
autores, ao verificarmos que os ratos dos grupos MCR-ST, ADO-ST e VEJ-ST, que
exibiram maior area de marcacdo positiva para IL-1a, também apresentaram maior area
de marcacdo positiva para COX-2, confirmando a participacdo de IL-1a na induc¢do da
sintese de COX-2.

Foi demonstrado que o aumento da expresséo de COX-2 e de prostaglandina E2
(PGEZ2) contribui para o aumento da permeabilidade epitelial, facilitando a exsudacao
de macrdfagos e neutréfilos na colite amebiana (Stenson et al, 2001; Sanchez-Ramirez
et al, 2004). Nossos resultados estdo de acordo com tal raciocinio, pois os ratos dos
grupos MCR-ST, ADO-ST, VEJ-ST e EGGp-ST, as quais exibiram maior expressdo
para COX-2, também apresentaram aumento significativo na celularidade na lamina
prépria. Acreditamos que o aumento da permeabilidade epitelial, ocorrido indiretamente
devido ao aumento de COX-2, possa facilitar a exsudacdo de leucdcitos tais como
macrofagos, neutrofilos e linfocitos para a mucosa intestinal, também contribuindo para
a expansdo das lesdes amebianas, tal como sugerimos anteriormente com relacdo ao
aumento da expressdo de IL-1a.

Além disso, é possivel que esse aumento significativo da area de marcacao para
COX-2 nos grupos MCR-ST, ADO-ST, VEJ-ST e EGGp-ST possa estar também
associado a infec¢do pela S. Typhimurium. Ainda que o inéculo da S. Typhimurium
utilizado em nosso experimento ndo tenha causado lesdo significativa no epitélio
intestinal, como demonstrado na analise histopatoldgica do grupo ST, é possivel que o
contato da bactéria com a mucosa intestinal tenha auxiliado na acdo dos trofozoitos
amebianos contra as células epiteliais, acionando mecanismos que culminaram com
sinteses adicionais de COX-2. Corroborando com esta hipotese, pesquisadores
demonstraram semelhancas na expressao de IL-1 e COX-2 em células epiteliais frente a
infeccdo com E. histolytica, Samonella ou outras bactérias invasivas (Eckmann et al,
1993; Kagnoff; Eckmann, 1997).

O perfil de citocinas produzidas na resposta inflamatdria contra a amebiase pode
ser tanto do tipo T helper 1 (Th1), mediado pelas citocinas IL-2, TNF-a e IFN-y, quanto
do tipo T helper 2 (Th2), mediado pelas citocinas IL-4, IL-5, IL-6 e IL-9, sugerindo que
os diferentes epitopos dos trofozoitos de E.histolytica podem direcionar a resposta
imune tanto para Thl como para Th2 (Mann et al, 1997; Campbell; Chadee, 1997).
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Segundo alguns autores, niveis elevados de IL-4 relacionaram-se as lesGes amebianas
intestinais mais intensas em camundongos (Houpt et al, 2002). Ao contrério do
observado por Houpt e colaboradores (2002), nossos resultados demonstraram que ratos
dos grupos ADO-ST e VEJ-ST, além de exibirem maior area de lesdo amebiana,
apresentaram menor area de marcagdo positiva para IL-4 quando comparados com 0s
ratos somente infectados com as cepas amebianas ADO e VEJ. Também ocorreu uma
reducdo significativa na area de marcacdo positiva para IL-4 nos grupos EGGp-ST e
EGGa-ST quando comparados respectivamente com seus grupos controles EGGp e
EGGa. Apesar de ainda ndo termos avaliado alguma citocina tipica de resposta Thl, é
possivel que a co-infeccdo tenha favorecido uma reducéo da resposta inflamatéria Th2.
A inoculacdo somente de S. Typhimurium ndo provocou reducéo de IL-4, indicando que
foi a infeccdo dos trofozoitos em associacdo com a enterobactéria, a responsavel pela
reducdo da expresséao de I1L-4.

Alguns autores sugerem que perfis elevados de citocinas Th2 favorecem a
permanéncia do parasito no hospedeiro, contribuindo para o desenvolvimento de lesbes
amebianas (Houpt et al, 2002, Bansal et al, 2005; Carrero et al, 2007; Bernin et al,
2014). Em relacdo ao agravamento das lesdes amebianas, nossos resultados divergem do
observado por estes pesquisadores, pois verificamos que as maiores areas de lesbes
amebianas foram encontradas nos grupos de ratos que também exibiram menor
expressao de IL-4. Nesse sentido, novos estudos com modelos de co-infecgdo com S.
Typhimurium devem ser realizados na tentativa de avaliar um provavel direcionamento
da resposta imune para um perfil Thl.

Sabe-se que a imunidade inata, como a constituida pelas barreiras epiteliais das
mucosas, € a primeira reacdo do organismo do hospedeiro frente a um patdgeno e que
atua limitando a agressdao durante o inicio da exposicdo do hospedeiro aos
microorganismos. A imunidade natural aos patdgenos contribui para formacgdo das
respostas imunoldgicas adquiridas, podendo influenciar o seu carater, tornando-as mais
eficazes contra diferentes tipos de microrganismos. As propriedades protetoras das
barreiras epiteliais mucosas sdo principalmente devido as mucinas, componentes
importantes de uma resposta inflamatoria no intestino para expulsdo de patdgenos,
sendo os principais produtos secretores das celulas caliciformes (Thornton; Sheehan,
2004; Artis et al, 2004; Hasnain et al, 2010). A principal mucina expressa pelo epitélio
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colénico é a mucina MUC-2, a qual é armazenada em grandes quantidades nos granulos
volumosos das células caliciformes (Van Ser Sluis et al, 2006).

Nos ratos dos grupos MCR-ST, ADO-ST e EGGp-ST foram demonstradas
maiores areas de marcacdo positiva para a mucina MUC-2 na mucosa cecal em relacao
aos grupos controles MCR, ADO e EGGp. Além disso, os grupos MCR-ST, EGGp-ST
e VEJ-ST exibiram area de marcagdo maior para MUC-2, quando comparados com 0
grupo dos ratos somente infectados com S. Typhimurium. Com excecdo do grupo
EGGa-ST que ndo exibiu nenhuma diferenca na area de marcacao positiva MUC-2 em
todas as possiveis comparagdes, 0S outros grupos experimentais exibiram aumento
significativo na area de marcacdo para MUC-2, quando comparados ao grupo controle
ndo infectado. E possivel que o aumento da mucina MUC-2 nos grupos dos ratos
infectados com as cepas MCR, VEJ, ADO de E. dispar e com a cepa EGGp de E.
histolytica, co-infectados com S. Typhimurium, tenha ocorrido devido as acfes da
resposta imune do organismo na tentativa de conter os trofozoitos amebianos mais
virulentos. Tal resultado corrobora com trabalho anterior, onde foi demonstrado que
camundongos deficientes para citocina IL-10 e, consequentemente, com menor
expressdo de MUC-2, foram susceptiveis a infeccdo amebiana, enquanto o0s
camundongos wild-type, com expressdo normal de MUC-2 foram mais resistentes a
infeccdo amebiana, mostrando a importancia desta mucina na resisténcia a amebiase
(Hamano et al, 2006).

Como comentamos anteriormente os grupos MCR-ST, ADO-ST, VEJ-ST e
EGGp-ST exibiram areas de necrose mais exuberantes, infiltrado inflamatorio mais
intenso, maior expressdo de IL-1a e COX-2 e, menor expressdo de IL-4, sugerindo
predominancia da resposta inflamatéria Thl. As células imunes das respostas Thl
também sdo fontes importantes de IL-10, que atua através de um feedback negativo,
promovendo inibicdo das células dendriticas e macrofagos e, reduzindo os fenémenos
pro-inflamatérios tipicos da resposta Thl (Abbas et al, 2011). Além disso, é conhecido
que COX-2 pode favorecer a producdo de prostaglandinas estimuladoras da producéo de
mucinas (Jacobs; Carson, 1993; Ma et al, 2000). Baseado nestas observagdes, é
provavel que o aumento da expressdo de MUC-2 em nossos grupos experimentais possa
estar relacionado com o aumento da expressdo de IL-lo ¢ COX-2 e/ou com um

provavel aumento de IL-10.
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Acreditamos que estes importantes achados de nosso trabalho contribuiram para
elucidar alguns dos mecanismos de viruléncia que levaram ao desenvolvimento dos
danos intestinais e hepaticos produzidos por diferentes cepas de E. dispar em modelos
experimentais (Furst et al, 2002; Costa et al, 2006; Shibayama et al, 2007; Costa et al
2007; Costa et al, 2010a; Costa et al, 2010b; Costa et al, 2011; Guzman-Silva, 2013),
bem como casos clinicos ja documentados em humanos (Ximénez et al, 2010; Graffeo
et al, 2014).

7. CONCLUSOES

- Trés diferentes cepas de E. dispar foram capazes de expressar o fator de viruléncia
cisteina proteinase-5;

- A co-cultura de E. dispar com a enterobactéria S. Typhimurium foi capaz de aumentar
a expressao dos fatores de viruléncia amebianos amebaporo A, cisteina proteinase-5 e a
lectina ligante de Galactose e N-Acetilgalactosamina;

- A co-cultura de E. histolytica com a enterobactéria S. Typhimurium foi capaz de
aumentar a expressdo do fator de viruléncia amebiano amebaporo A;

- Na maioria dos grupos analisados, a associa¢do in vivo da E. dispar ou da E.
histolytica com a S. Typhimurium foi capaz de aumentar a intensidade da colite
amebiana ulcerativa, também acompanhada pelo aumento da expressao de mediadores
pré-inflamatorios.

- Na maioria dos grupos analisados, a associa¢do in vivo da E. dispar ou da E.
histolytica com a S. Typhimurium foi capaz de induzir resposta inflamatéria com
aumento da expresséo de IL-1a e COX-2 e, reducdo da expressao de IL-4;

- Na maioria dos grupos analisados, a associa¢do in vivo da E. dispar ou da E.
histolytica com a S. Typhimurium foi capaz de aumentar a expressdo da mucina MUC-
2.
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InBrazl awehissis s animportantcanse of oy ==
E. kistolytica is most prevalent in Manaus, where it
infects 6.8% of the ion, = in Fortaleza where it
infecis 14 0% of the low-incoms iom, = and in
Eelém, where it infects 205% of individusls Hving in
the metropolitan ares ™ In the ing areas of the
country, sindiss show a hisher prevalence of E dismar.
In Pernambmeo, Belo Horizende (Minas Gerais), and
Salrﬂﬂrfﬂuha},mtrEdwmdethtEiwnﬂlﬂ!

of Minss Gerais. Cur gr has foumd an
infiection rate of nearty 5% wiih E fesiolysing/E diper
in commumities of great Belo Horizonte * To date,
20% of these infections have been associated with
E. dsrer (unpublished daia).

E dzper is oonsideyed non-irrasive and s related o
asympinmatic infections. In Brasi], mon-dvsenienic colitis
represents a very frequent dinical presentation The
ameha isolates belomzins o s sroup were analy=ed
by ispenzymes and PCR and idesdified as E dispar. Our
group was the first o idendify E disper isolaled from
mmmmmmmmum:nm
mﬁm:lsuabhtnmfﬁ:t arumals. As
noied sartier. fhe frst shudies irvolving MNP

E_ Fessnlysing (E. dispar) did not snoceed in reprodocing
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the amebic lesions. However, since 2000, stodies
Published weins xemic E. diser sirains oolated in Brazil
bezan to show results different than those observed
in previous reports. E dismar strains isolated from
patienis Eving in the North amd Sootheast of
Brazil were innmisted in fhe liver (3 x 10° trophozoites)
amud cecum (1 x 10F trophosoiies) of hamciers and rals,
lesions similar io fhose cansed by E Fsiolyiing. as well
a5 the presence of trophnsoiies. The same was reporied
b‘rEEE"I.HI.,,HﬂE’m]ﬂ‘hﬂEﬂI!]ITE of hamsters
with 25 = 1(F of other E sirains
also isolated from sympiomatic and asymptomatic
imifividnsls in Brazl *= Innculation of the microbicta
of each sivain in condrol hamsiers did mot kead o hver
lﬂumurpmd'umﬂmlr&ﬁﬂﬂt&pm‘ukrtm

mshams,ﬂl!useu[m;mdmﬂq
sirains of E. digner failed to prodoce amebic sbscesses,
ZemensTeing e moportance ofbasiansl asrosaton e
Recenily, two ofher studies described what has heen
observed since 2000. Similar to the MCR strain, the

experimenis] amebic Hver abscess was reproduced n
ha.mstu’smxuhtedvnﬂimﬂﬁwstrmsahu

Fﬁm:hmﬂ:ﬂgﬂrﬁ:ditmsﬂ}'nﬂlﬁmyﬁ:lm
E. disrer n individnals with infection or
md:semehusﬂmwnhghpulrm[ﬂnﬂnfbuﬂl
Emisrmncha mErﬂEr:eﬁxgﬂrh:ﬂ:rﬂﬂr
hnsbemdmstutedthmnghdﬁu in the
of E isplated from stool and amebic
hraa]:snﬁss.mplﬁfrmﬂt same patient ™ Other
mmmmwaam
isplated from two distinct amebic lver
u]ﬂ:ﬁmimmﬂ! same patient ™ As with ceriain
E sirains, E digner sirains may aloo exdibit
varied biclogical behavior as a result of genstic
dirversity =

mmmmmmmhm
E gismer MICH sivain s as important and sienificant as
that produoced by the E ksinkiics BGG strain™ It is
noteworin: that .ulﬂﬂnghﬂ!]ilxshmwasmted
from a patient ings dvsenteric
mhhs.un:l amehic absoess, the MCR strain was isolated
an asympiomatic patient The kinetics of amebic
hrerahscﬁspndnﬂihraﬂnng dq:arshmnwaﬁ
stndied over & days of infection, winch it was
possible to describe chanzes such a5 the different phases
of epithelinid srarmloms, Swombosis and apopinsis =
Althenzh polvclonal antibodies were nsed in these two
sindies, immmmohistochemical identification of E disper

omm

hwhmmﬁgmﬂrmﬂﬂﬂmuﬂngdmm
the gualifaiive amd quantitaiice assesament of lesions
associsted with parasitiom
Our group inoculated the E. disper MR siraim indo
fhe biver and cecum of different hosts to evalnste their
suscaptibility. e found that fhe hamster is the fitect
animal o an sbscesss by E. disper (100% of
challenged animals) amd that both the mouse and ther
at presenied amebiccolitic in approaxdmaiely 0% of
cases ([mnpuablished data)
By studying the in oioo binding of antibodies and
cﬂmphmﬂh:tmphmuﬂﬁciﬂﬂlﬂ strain, we
observed that and destrochion was
hizher tham in amimals isscnlated with the E. sinlyiing
ECGG strain ®¥ Together with the larger smounts of
E. dizper rophozoite debris observed, these findinss
coniirmed the lower ability of this o the
a:lmcfﬂ:l!msrﬂm.]]npﬂshﬁrdlﬂ
ind EGG shams providsd 2 betfer of
fihe betmauiﬂl!mnmsrﬁlminulﬂr
of amebic Over abscess. in= the
virulence and pathogemicity mherent to each spedes,
szam fo Interfere In the selecton of more resistant
irophozoites and in the development of amebic Iiver
ahscpssps P

The of the: of v of fhe
E e strains may Be in fheir inferaction with backeria
The ohservation that these lesions were obtained onbr
mhmﬁmmamnﬁm
fhe bacieria may be cansng eardy I Tt fvor the
profiferation of and Hssue vasion by trophozoiies, by
increasing fhe expression of vimlence facors ani,.’mh‘
incoparating senes nfact fhe symibiosis betwesn bacleria
anud E Fesiolriins or E disper may modnlate phenolypic
chanzes and vimlence properties of amsha =55

Arecent iy iz stndy showed that fhe iInoressed vinlence
of the E E&m@rﬁm'}nﬂ:lﬁ sirain was mediated by
the presence of entero bacteria In s stady,
hmmm&mdﬁgﬁ
Eﬂ‘mtdhnfhm mepﬂ:ﬂ:.a.lueﬂsﬁwellasﬂ!
a:.-l:mtrandlh! of Galf

Epiﬁﬂiulcﬂ]smuremptiiﬂe to the virnlence
mechanioms of E. sl &

Alithoosh F diner is considered cormmersal for hnmars,
required o address fhisissne E_ disper has been isolated

40 NS | Veme S | e 1 |
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from patienis sympioms of non-dysenteic
colitis"™= and from a patient with dysenieric colitis. ™=
Mdoreover, DENA sequences of E. disnerwere defected and
genoivped in samples from patients with amebic liver
abscess, sngspsiing that E &sper may also be imoolved
in the development of lesions in the homan indestine
amu Fver =5

Given the evidence that E disser can produce sionificant
experimental lesions in fhe presence of bacteria, alons:
that affect millions of people anmmally, we belisve
sl'nﬂlﬁnnﬂmrﬂnhunshpbetwemf dizpar and
bacteria Thus, we began a analvsis of
thepmsiblzmtmiu‘muli:hmsﬂn Whmmm
infection (infragasiric ininkation of 10° colony-formins
umits (CFLIs) at 142 howrs before the amebic infection)
with the MCR strain of E. dismer (infracecal inocunlation
of 3 = 1P rophozoiies) for approsdmately 7 days. In
Wistar rats infected with E. &sper only, infestinal lesions
were characterized by areas of muocosal desbruction
and submmcosal nflammation (mixed inflammatory
infittyaip, hyperemia,. and edema), which sometimes
reached the mmscle amd serosa. The presence of bacteria
increased the intestina] necresis area and the intensity
of the nflarmmiatory response. W scanmed the necrotic
areas through a JWC TE-1XA0/RGE micro-camera and
measured these aress nsings e K530 software in the
Caﬂzassmgemlrzu"““emﬂr
confirmed fhe development of a larger lesion area of
the cecal rmrosa in animals infected with both E. disrer
aml 5. fypistmuriue (130,877 + 50 060 pume) compared o
fhe lesion ares of the cecal mcoss In animals infected
with E disper onby (30657 £ 5131 pow) (F < 0.0001)
Infection of animals with 5. fyplieneriom alone did not
lead o fhe destrction of the colonic rmrosa a5 observed
in E dismer infection and only fhe presence of areas of
epithelial sheddine was observed. The inflaramation
cansed by 5. fypfmurizm alone in the sub-rucosal layer
was substantially reduced o that observedin
animals co-infected with E. dizmer and 5. fypiimuion
Fulure molecular biclogy sindies will defermine
mummuwu{m
virolence faciors amd for whether the epithelial lesions
arul fTvasion.

ACENOWLEDGEMENTS

This work was fnancially sopported by The Ming: Gerais

Siair Frsearch Fomndation (Fondacio de Aenpar 3 Pesgaiea
do Edtado de MEnas Gevais - FAPEMEG), and the INational

Jan 20NS | elme S | sxee 1 |

REFERENCES

i

M

=11

e

11

13

1s

World Health Orgamizatios [WEOD). E=port of a
comsulation of sxperis om Armoeiizos MEdoo). Cenevar
Epideminlogy Boll=iin 18997;18-13-128
Slanley 5L Jr Aenoehiacic Tamced 2003 .361-10Z5-34.
Hagoe E, Hoston OT0), Heghes M, FHouph F, Freini WA Jr
Srmabriagic. M Frgl [ Mad 2003 348-1585-73.
Hoston CI. Farasite and bost contribotions o the
i of s oniiie. Treedes Porerinl 2004207235
Jackzom TF. Emfomosho m‘r&m anﬂ._ud'u.nucbu
-:Eqrrrmd:shndq:ﬂnc:dm.ﬂl. amud
mﬂn@c:lmhmhﬂ]l’amﬂ.m,gﬂ:lﬂi-ﬁ
Oark CL. FEoral socisdy of tropics] mesdiches ond
mﬂhmgdmhmlmﬁm.ﬂwim
Sirmpelse dicmoos Fefnmeoshn dionor, In OEgEmhoem neharn,
TmsREncIr:gHuﬂHmlﬂgﬂ:E::.ﬁl-i
aed dagnoeic of
amehizsis: Estimation of the global magnifnde of
mwhidily and mewialibe Eerh:fn:l]l:ﬂ?ﬂﬁﬂ_u!ﬂ
Sxgearet PL, Williomc [F, Crenes 1. The differeniigiioe
o Drvasrve and son-inesrve Eminmosbo Bsinlvim by
mdﬂ:@hﬂmﬂ.h&ﬂh'ﬁqﬂdﬂ[{:ﬂ
197B F2519-71
Tewich F, Heclmans AT, Kxchloch |, freald HH
Cenomic DA differences beiween ic amd
ic Eminmenahn biginfrfion Proc Nafl fAcad
S5 A 1985 865118-22
D L5, Clark Ok A redecoriphion of Eafomasho
Eigialiirn Schandien, 1903 [Emended Walker, 1911)
separating it from Eeinmosbn diepar Brewmpd, 1925,
T Enkaryol MEcrohinl 1993803408
Hanme B, Doggal F, A6 IMW, Hocczin MEB, Mondal T,
Sark FE, ool Iewgis oo aonmried pegicionos in oresdriocic
in bangiadechi children | Infect Dic 200E 18635752,
Al IK, Fald M, Olark CL. Tee of PCH aeplifirafion of
LA geaetinloed sheort toadens fiw geootyping
Frinmashn Eonfciirm | e Merrokbsnl F00543-5847-7_
Hagne H, Frnome A5, Haoke F, Lresty D, Pelsi WA &
Epinmorin ksiofio aud Foinmocin imfechon
i childoes in Baxgladech | Infect Ois 19971757346
Comes M4, Pesqgrem [B, Farst C, Vall= PR, Fesqrem J1,
Silva FF. An tmproved mefhnd o dicimgmich Frdomnehn

Bigtolviica amd Feinmoeba dispar Faracitology
192 i1s350E0

Eremgelopouine 4, Legzioc M, Takalc M. Mermoooops, FCE
and F1ISA apphed o fbe epideminiogs: of amochizcc in
Creece Farasiiol Int 20040 50-185-9.

Hrmeres EhﬂnsE.Rq:LDdﬂ::ﬂ.aE.Hm]’
Shiharama M, = ol Hromon seebvzcics the
paradign? Int | Frviron Rec Poblic Fealifl 2030:7:1106-20.

. Heed 5L, Keene WE, MckKeroor JH Thiol profsinscs

expreseinn orrrelabes; with pafhogesiciy of Faforseho
Figinfciire | Chin Mecrobind 1988 27-2772-7.

Lmippe M Awmnehoneess Porooinl Todzy 1997, 13-178-83.
Dodeon JM, Clark O, Lockkari LA, Lec BM,
Schroeder T, Mans H]. Comparicon of adbherence,
cytotmeacity, aed CElCeSIMNArl=chin gene shockhore
iz Enfomosba Biciniviirs and Friomeeba disgpar.
Famasitnlogs 1997 4E:275-35.

El:l.adae K.. Smath j'!n{ Hmtﬂ: E. _::Eu.u:.ucm
amd fheir virolesce in fhe cemzm of il Adevicme
megmiculaing. _’umII:wlkd.Hﬂigﬂa;MTﬂ-E.

Tr-i:mhhno



128



129

Cibveira, =0~ Soaympene giner Tould [T be: peinopenic

.

3L

Vokra H, Bhait HE, (Cangoly MK, Mahgion RC. VEnlenoes
-r.lf p;l.l'hngm.u: :nd nun—p:ll.li.ngcml: ::-rmudmu: of
Im::H Soc Teop Mad Hog 10808364850

E:p:l.nn;:. Camt=llano M, Cactaitn Cotifrres C,
Mziimer-Falomo A = woo paihogenecic of Emineo=ho
Esper. Aoch Med Reg 1007 280048 K,

Eip::n}u—fhnﬂmnﬂﬂmﬂm—ﬁdﬂh_i Chives B,
Ehﬂ:im.ﬂ..‘ngﬁdhﬂ.lm—l‘ldh_‘n.dn;_mh
ﬂlmwmh"ﬁ:ﬂ?_
Arvna-Sobtn H, Samnslcon |, De Cimlomi F, Forofe M
!&ﬂ.l.:n—Tdanml" Schooiwick ©, o afl Applicafion of
== thm:u:hmh‘ﬂ::qnﬂ.ﬂnnkﬂr:f
o | Trop Med Firg 1993485870
EummEE.Iapu!E.EmPCmIE.Cu:E&:ﬁ.
wunmimm
of F kisfelriica adbesin by FLIZA Bioméedica
2001 21-167-F1
Rivero E, Brach A, Calchi M, Dias I, Acorero E,
Maldonadn A, =f of Detecoiin and differesbizbion
of Foitamoeha Eicholytica and Eefommoebha dicpar by
&mmmammzﬂ:%
Vemsenels Cod Scide Piblies 2009:25-151-5.
Heyes L, Ledn E. Differectiatioz Izmizmosiz
h:nh:lrrh:t_uinmnuh and B mew Sndiegs in
ﬁepﬂﬂm.m:cfnﬂshnalmhﬂmhm:
Cienc Miad 0022332
Dlﬂh:ﬁ.\!,‘ﬂ:m_‘\_ﬁ.ﬁn_ﬁﬂ\wnmhn
mdt?an‘n‘inmh‘::tmgnc‘hndﬂ:ﬂﬂ:mm.
o=z [Cote dTooine]). Floc Neg] Teop Dic 2010:4-=574
Hegazi MA, Faiel Ta, Fl-Desk EE. Frevalescs ged
chararters of Feinmoeho hidnivirn mfechon n Sandi
e and children adeitied wifh dianhes ot 2 main
bocpitalc at South Jeddah- A re-=merging cerions
Infertion wifh monenal presesisiion Frax | Infect T
AAZAT-IZ-40
Hivea W1, Tackibhana H, Korhars H Fisld cindy on fhe
Zormmromon o Imrmmmrebo fomosmor Toomemoeln Domos
mm_mlﬁwmmgmﬂﬂiﬁu -
H.:m.n:Fl.'.'m:l:.l.'..."i.:hi:Er.‘ﬁ. Miorsw P Comsiles F,
Comes & sfnl F dicpar siraie- Amakereis of polymorerpliom,
as a2 tool for cindy of geographic dichribndion Mal
Biochem Pomsicl 20051411757,
Leiva B, Lebbad M, Windedia-¥rnensll |, Aliamiann I
Téllex A, Lindey E_ (Over dizsgnosic of Eninmo=bo
higinlyhirn and Feinmosbe dispor in Nicaragoa-
A mricoecric, trisges poracrhe poresl oed POR chwie Aok
Mird Fes SD06.37025-34
Levecks B, Dressen L, Barmonnevo-Samaniego ki
Ouit=WE, Praet N, et ], ofnd Mnlernloy (iffeeeiioiion.
of Frnfomorbe cpp. In a roral commuondty of Loja
Eoemee, Sounth Fronador Trams B Soc Toop M=d Hyg
AN ANG-F3F-0.
EStomnffer W, Abd-Alla M Eoodin JI. Frevalsncs ond
incidenre of Feinwepefn Heinliin nfeciion in Soofh
Adrica and Fgrpt Aoch Med Fec 2006;37266-3.
wchoalchildren of Martinfciz Tichricd, ThbesSndia, MG
A pilet windy Rer Boc Bras Med Teop 1906.30-373-7.

omizpam

37.

21

2005381968

Benefion ML, Concalves AN, Meneghin ME, Silva EF,
Comneivn M Fick forfrex fror fwferfion by s Enfnmneln
h:dn’id’:miﬁ:pﬂr:mq:ﬂ.ﬂ:_‘inq:m:lnhd_r
Amgzon Fegion, Bramil Tramc E Soc Trop Med Hyg
20059953240

Braga LL, Commes ML, Da Siva MW, Facarha FE |z
Fooma L., Monn F]. Hoocehnld smdesrinings: of Foinmeshn
Bigloiriire infechion in an wrbas comeomity in
morfheocters Hroxil Ao | Trop Med Frg 20016526871
Eﬂm!ﬂumcﬁzs,_mﬂhn.sﬂnﬁ'
Fiwoa MM Defermination of Enfomosbs hisfalrion
infection in patienis from Crester Metropolitas
Bales Farl, Brazil by snyyrme-linked ieeeeoeorbest
aseay [ELISA) for antigen detection Cad Safds Pohlca
2005 21888-73.

il FE Bueaili HEL, Crox VI, Samine JE Comes MA
High prewalence of B
of Beln Horsmeie-Brosil Frecenrs of

2% 2 dek forfor in the fommily gronp. Fafog Clob Healis
23 A07-320-8

e Miorirees AW Comeg M3 Viong Jda C, Beeonha A,
Silva T koesrymne mmhle oo parameier by diif=nestiohe
pafbogeric siraivs of Frienein Eechnliion in Brasil Fee
Imct hi=d Trop San Fanlo 1906:38-407-12

GComes MA, Silva EF, Macedo AM, Vago AH,
Airdo MM LEEPPCE for charactenisation of stains of
1997 114517-20.

Comes MA, Mlledn MW, Mioredn A0, Peng OF, Caliar MY,
Silva FE. Chararterizotinn of Feinmpehn Bicinfciion
and Fefnmesbs digrar by ological, hiechemicg], and
mnlerniar pararesbers Sech hied Beg 2000:31-5240-50.
Costa AD, Viana JC, Assis O, Focka 04, Silva EE
Comparicon of xemic and monoeenic Feinmosho dispor
=g Z000:31-5247-8.

Foret C, Comex MA, Tofon WL, Silva FE. Binlogical
aspecic of a Brazilian cirain of Fainmeshe dipar.
Fothalogica 2002.04-22-F

Dolabellz 55, Em:.nn—l.lm.:] Mawarro-Carcia E,
Carifog F, Himémes C, Dl-nn—!imurnq:m i, = al
Somnelsic Feer dheorss by Exinosnefn dtemar.
e Hepoinl 2021140717

Em.h—&ﬂn!ﬂ.‘&,ﬁ:nﬂn:ﬂl._lh:ﬂ:ﬂ?ﬂ:ﬂ;]l{.

e Mlgeerin FTWC amoedic ey ahecrss in
Eowcher conced by fiwe of 2 Braslion staie of
Frinmorin deper. Fop Famsiinl 2013;134-39-47.

Chock 5, Fosandi M, Bamires-Aoila L, Descotegnne 5,
Ehorme-Ramires K Mewton-Sanches OA of ol Mol=rnlar
epideminlogy of Entamoeba spp.- Evidence of a
boiflmmerk [Demograpkic sweep)] aad temsconimesigl
spread of diploid parasites. J Clin Microbiol
200028-3815-2
Ra:lnnl- E !rh:n F GComzales F, Carria G, Famiro ML
Ciomes A, =f ol Figh ]lr:r.l]un:z rafe of Endnenshe
Eiginirim infertion in a ol Blecras
commmnity: Ao | Trop Mad Frg 2006 73-87-91.
AT, Ol O, Pedri WA Jr Mnlerolor epidesninlogs of
anchiocic. hefect Conet Bool 2D08-8-508-707_
Val=nznsla O, Morin F Ramne F, Candona JI, Carcia ©,
Valades &, =f of Teo different chifingee geecicpes in o

Jon IS | Vekme S | bz 1 |



130

Cihverm o ny - Srwenace Siecme Todl | e oeShopesic

f

patient wifh an amehic Feey shersss: A caos repoet. Aow
] Trop Mified Hipg 200880512

Cocta CA, Brrin BN, Comes M3, Colion MV MMorplhoresiric
shdy of e hepafic lecionc experimeniclly tednced &
Eomches by Frdnenedn dioner and F hioinipiion . Faraaiie
2007 14-379-34

Eu;taﬂ_ﬁ,]}tﬂntum\ Eumz: !o.!'_‘i.. Caliari MY

Cociz CA, Momes AL, Ferreirg A, Commes MU, Coliz MW
Eminmorin kdalidios and F dicpar trophoooites in
far Hrer of haomchers: In v binding of anlibodies aned
conplement Fooert Veckes 2000;3:23.

Eﬁ&immhm%ﬁﬁmnx
Calize MV Infioenes of infoewmation on

and arez of experinenizl smoekic iver sheo=os: An
Irnemmokchochericg] and morphomstne chdy Paaat
Vechom Z011:4-27.

Beattarkarya A, Childrzl K, Fasad |, Ekaftorkarra 5,
Diameond 15 Modolation of a surface anifigen of

a7.

Foinmpehn Eiginivion in recponce to barberia Iefect
Iy 1997 60-1711-3.

Coeta A, Gommes LA, Focka 04, 30va IF Fathogenioty
of Erinmocho dispor onder xewic and momoxesnic
coliatine oespaned o 2 vimlesd F beafnfniion Fev Inst
Mdad Trop Sao Fanlo ZD06:48-245-50.

and eniwrrnafhogenis
dm:azﬂa&\@ﬁq}ﬂsm;ﬂﬂi
Craffen H, Armchibneacs CA, Soldimi 5, Homamo L,
hisenro L. Feinmasin dEpor: A rare case of enferibc
in 4 pafient Bving in a2 non endemic greg. Case Hep
Castrimiect Med 2122014208058

Hew i Cile s article: Dihera P Neomase E_ Gemes MA Calan
Y. Esemecha dispar Ceald i be paivepeni. Trea Parssind 207S;
S5-14E

Saarre of Suppert Mol Confict el pierest Mocs oeclared
DOA: TF0T-200S DO Z2-00-280S

A free sppiicetion to browee ond sesrch the joumal’s contest = now evsileble for ol
- . The spplicetion provides “Table of Contentx” of the lefext o, which are siored o the device
for futene ofine browsing. Infemet conmertion i regere o aooees the back o and seanch
fﬂwm#mtuﬂupﬂeuﬂt?hui’uim_dﬁﬂhmﬂs31 o=
m& 1 Emit=4. F-nmﬂmbui:hihﬂ.

Jon 205 | Wekme S | Ewee 1 |

Th-i::mihn'o



131

9.2 Artigo submetido

The in vitro association of Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium (S. Typhimurium) with Entamoeba histolytica and Entamoeba dispar
increase the gene expression of amebic virulence factors.

Short-title: Influence of S. Typhimurium on the virulence of E. histolytica and E. dispar
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Abstract

The mechanisms of acquisition of the amoebic virulence are poorly understood and
there are only a few studies on the interaction between E. histolytica and bacteria.
Moreover, despite the fact that E. dispar is considered commensal, some studies have
shown that it can produce experimental lesions. We evaluated the induction of amebic
virulence factors by in vitro association with S. Typhimurium. Total RNA was isolated
from cultures of amoebas using TRIzol reagent and reverse transcribed in cDNA using
random hexamers primers. The real-time PCR analysis was performed using SYBR
Green chemistry and the reference genes actin and GAPDH were used for data
normalization. A normalized, relative gene expression value of some of amebic
virulence factors was calculated using a AACq method. The association of S.
Typhimurium with cultures of E. histolytica amebic strain produced an increase in gene
expression of amoebapore-A (Ap-A) in the EGGx strain. It was also observed that the
association of S. Typhimurium with the culture of E. dispar strains caused an increase
in the expression of Ap-A and cysteine proteinase-5 (CP-5) in the MCR strain, Ap-A
and Gal/GalNAC lectin in the ADO strain, and CP-5 and Gal/GalNAC lectin in the VEJ
strain. However, the association with S. Typhimurium resulted in reduction in CP-2
expression in the VEJ strain. Interestingly the strains of MCR, ADO and VEJ of E.
dispar studied here demonstrated the ability to express CP-5. In vitro association of
strains of E. histolytica and E. dispar with S. Typhimurium could increase the
Gal/GalNAC lectin expression, Ap-A, and CP-2 and CP-5 at most trials, indicating that
the interaction with bacteria can induce virulence in amebic trophozoites.

Keywords: Amebiasis, Entamoeba dispar, Entamoeba histolytica, virulence factors,

Salmonella Typhimurium
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Introduction

The Entamoeba histolytica (E. histolytica) is a protozoan that causes amebiasis,
a disease that annually produces about 50 million cases and 100,000 deaths worldwide,
mainly characterized by the development of amoebic colitis and amebic liver abscess
[1]. Amebiasis is the most serious protozoan infection that affects the human intestine
and the second leading cause of death among parasitic diseases, second only to malaria
[2]. The Entamoeba dispar (E. dispar), another species of amoeba that is considered
commensal, was first described by Brumpt in 1925 in an attempt to explain the high
percentage of asymptomatic cases that corresponded to about 90% of infected
individuals in the world [3].

E. histolytica trophozoites are able to produce different molecules related to
induction of tissue damage to the intestinal wall, especially the lectin specific for
residues of Galactose and N-acetyl galactosamine (GAL/GALNAC), the cysteine
proteinases (CP's), such as CP-2 and CP-5, and the amoebapores such as type A and C
[4].

Adhesion of trophozoites to the colonic mucus occurs primarily through the
interaction of amoebic lectin specific for GAL/GALNAC with glycoconjugates from
the host [5]. The CPs digest and impair the synthesis of Mucin 2 (MUC-2), which is the
main component of the intestinal mucus, they cleave collagen, elastin, fibrinogen, and
laminin, eliminating mechanical obstacles so the trophozoites may invade the tissue
[6,7]. The amoebapores have structural and functional homology with granulolysine and
NK-lysin, which are perforins produced by cytotoxic T lymphocytes and natural Killer
(NK) cells respectively, also capable of forming pores in the cell membrane [8].

Diarrheal diseases, including amebiasis, are an important worldwide public
health problem; they have diverse etiology and cause more than 2 million deaths
annually, especially in children under 5 years of age [9]. Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) is also a common cause of
gastroenteritis in  humans. S. Typhimurium is a member of the family
Enterobacteriaceae, a large group of Gram-negative, facultative anaerobic bacteria,
many of which are part of the indigenous microbiota of the intestine of vertebrates.

Although there are more than 2,500 serovars of Salmonella, only a few are commonly
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associated with three illnesses in humans: self-limiting gastroenteritis, severe
gastroenteritis, and typhoid fever [10].

Research on the genetic diversity of E. histolytica and E. dispar in individuals
with asymptomatic infection or with invasive disease, showed high polymorphism of
both species of Entamoeba [11,12]. Evidence of this genetic diversity has been
demonstrated by the observed differences in the genotypes of E. histolytica isolated
from stool samples and amebic liver abscess obtained from the same patient [13]. Other
authors also detected different genotypes E. histolytica trophozoites, isolated from two
different amebic liver abscesses [14].

Both species of Entamoeba have almost the same set of genes encoding major
virulence factors. However, E. histolytica secretes about 10 to 1000 times more cysteine
proteases than E. dispar [15]. Furthermore, amoebapore activity in E. dispar is about
one third of what is observed in E. histolytica [16]. On the other hand, E. dispar has
been isolated from patients with symptomatic non-dysenteric colitis [17], and E. dispar
DNA sequences were detected and genotyped in the samples of patients with dysenteric
colitis [18] and in patients with amebic liver abscess, suggesting that E. dispar may also
be involved in the development of lesions in the large intestine and liver in humans
[19].

Studies conducted by our research group, as well as other authors, have also
demonstrated experimental liver injury in hamsters inoculated with E. dispar
trophozoites associated with original host intestinal microbiota [20,21]. The observation
that these lesions were obtained only after the association of bacteria with E. dispar,
suggests that some bacteria can be stimulating the virulence development by the
trophozoites [20]. In fact, some authors speculate that the symbiosis between bacteria
and E. histolytica and E. dispar can modulate phenotypic modifications and properties
of amoeba virulence [22-24].

Researchers have shown in vitro that the increase of virulence of the strain
HM:MSS of E. histolytica was mediated by the presence of pathogenic enterobacteria.
The authors also suggested that infection with enterobacteria could make the epithelial
cells of the intestine more susceptible to virulence mechanisms of E. histolytica [24].
There are still many questions about the influence of intestinal bacteria on the virulence

of amoebae. In this study, we evaluated the influence of the bacterium Salmonella
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enterica subsp. enterica serovar Typhimurium on the virulence of Entamoeba dispar

and Entamoeba histolytica of isolated trophozoites in vitro culture.

Methods

Entamoeba cultures

EGG xenic (EGGXx) strain of E. histolytica isolated in 1988 in the laboratory of
Amoebiasis belonging to the department of Parasitology of ICB-UFMG, from a patient
presenting dysenteric colitis and amebic hepatic necrosis, was used. The MCR, ADO
and VEJ xenic strains of E. dispar, isolated in 1988 in the Laboratory of Amoebiasis
from patients presenting non-dysenteric colitis and negative serology for E. histolytica,
were also used. Serology, zymodeme and PCR methodologies identified the samples as
strains belonging to E. histolytica and E. dispar. The EGG xenic strain of E. histolytica

and the strains MCR, ADO, VEJ of E. dispar were grown in Pavlova medium.

Strain of Salmonella Typhimurium

Strain of Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (ATCC
14028) of human origin, kindly provided by Professor Elisabeth Neumann, was kept in
the Laboratory of Ecology and Physiology of Microorganisms of the ICB/UFMG. The
strain was grown in Brain Heart Infusion (BHI) medium grown for 18 hours at 37 ° C in
aerobiosis and 0.2 ml of dry heat sterilized glycerin was added. For the experiments the
strain was activated twice in BHI broth (aerobiose) at 37 °© C for 18 hours without
shaking. To evaluate the growth of S. Typhimurium, successive dilutions of the
activated cultures were made in 0.85% sterile saline, followed by plating 100uL of 10-5,
10-6 and 10-7 dilutions in BHI agar plates for counting of isolates, respectively by the
spread plate technique. The plates were incubated at 37 ° C for 48 h in aerobiose,
colonies were counted. Subsequently, culture suspensions were prepared, diluted in

0.85% saline solution at the concentration of 107 Colony Forming Units (CFU).

In vitro culture of amebic trophozoites in association with S. Typhimurium
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E. histolytica strain EGGx and E. dispar MCR, ADO and VEJ strains were
grown separately in Pavlova medium in a bottle and maintained in an incubator at 37 °C
for a 48 hour period. During 48 hours in culture the growth of strains was monitored.
Once growth was observed, some bottles of different amoebic strains were associated
with S. Typhimurium bacteria at a concentration of 10° UFC in 10 pl. This co-culture
was maintained for a period of 24 hours in an incubator at 37°C and then the
trophozoites were collected from the cultures associated or not with the bacterium S.
Typhimurium [25]. The trophozoites were placed in a microtube containing eosin,
functioning as a vitality marker, at a dilution 1:2 and then brought to a Neubauer
chamber. To calculate the amoebae/ml we multiplied the number of counted

trophozoites by the used dilution and by the correction factor 2500 [26].

RNA isolation and cDNA synthesis

Total RNA was isolated from cultures of E. dispar and E. histolytica using the
TRIzol Reagent (Invitrogen, USA), according with manufacturer's instructions,
following treatment with Turbo DNAse | (Ambion, USA). The quality and quantity of
extracted RNA were evaluated on NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo
Scientific, USA), considering the absorbance ratios of 280/260 and 260/230 nm. The
cDNA synthesis was performed using 1 ug of RNA of each sample with High Capacity
Kit (Life Techonologies, USA) according to the manual.

RT gqPCR Assay:

The real-time PCR was performed using Power SYBR Green PCR Master Mix 2X kit
according to the manufacturer’s protocol (Applied Biosystems, USA) and gene specific-
primers (Table 1). The housekeeping genes Actin and GAPDH were used for the
normalizations. The approach was optimized by the primers’ concentrations in function of the
specificity and efficiency of amplification. The PCR reactions were performed in a final
volume of 20 uL, using 10 uL SYBR Green Master Mix, 50 pmols cDNA (2ul) and primers at
concentrations according with Table 1. The results are showed graphically in terms of the
Relative Expression Level (REL), considering the Relative Quantification (RQ = 2744)

according with Hellemans et. al, (2007), using the means and standard deviations of the relative
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level of MRNA for each virulence gene normalized against the reference gene expression level
[27].

Table 1: Primers used in RNA differential display reactions.

Gene Sequence of primers Efficiency Annealing Amplicon  Concentration
(%) temperature Size
Actin F 5 AAGCTGCATCAAGCGTGAA3’ 105.82 60°C 119bp 10 pmols

R 5> ACCAAGGAATGATGGAGA3’

GAPDH F 5 GGAACTGTTGAAGCTGGAGA3Y’ 109.67 60°C 92bp 20 pmols
R 5> CCCCATCCAATTTGAGCTGG3’

Ap-A F 5> TCACTGCTACTCACCAAGGA3’ 108.68 60°C 97bp 15 pmols
R 5’ ACTTTATCAGCTCCCTTAGTGGT3’

CP-2 F 5 GTTTGTGCTGTTGGATATGGTGT3’ 112.75 60°C 86bp 15 pmols
R 5" CCTTTATCCCCATCCTGTTCC3’

CP-5 F 5> AGAGACCAAGCATCATGTGGA3’ 96.45 60°C 93bp 10 pmols
R 5> TCTTTGATCCAGCAACCAACA3’

Gal/GalNAc F 5 ATGCGAAACTGCAACATGTGATC3’ 98.03 60°C 94bp 20 pmols
R 5> TGGTGTGATTGTGGGAATTCTTC3’

Subt Subtitles: bp- base pair. F- primer foward. R- primer reverse

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism® 6.0 software
(GraphPad Software Inc.). The values obtained were evaluated by the Kolmogorov-
Smirnov test to see if there was a normal distribution of data. The mean, standard
deviation and coefficient of variation for each set of data were obtained. Afterwards the
Mann-Whitney test was performed because the data did not assume normal distribution.
Results were expressed as interquartile range and the differences were considered
significant when %p (p < 0.05). The n values correspond to the experiment done in

triplicate.
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Results

Effect of in vitro co-culture of S. Typhimurium with axenic and xenic strains of E.

histolytica and E. dispar on the expression of amebic virulence factors

The effects of the association of S. Typhimurium with the culture of trophozoites
of E. histolytica and E. dispar on the relative level of gene expression (MRNA level) of
amoebapore A (Ap-A), cysteine proteinase 2 (Cp-2), cysteine proteinase 5 (Cp-5) and
the GAL/GALNAC lectin, were calculated using as a calibrator the expression values
from the control group, which has the expression level defined as 1x. [34]. The analysis
of the relative expression of these amoebic virulence factors was performed with EGG-x
strain of E. histolytica and MCR, ADO and VEJ strains of E. dispar.

None of the experimental treatments had any effect on the relative expression of
normalizing genes (Actin and GAPDH), since no significant differences were found
(p>0.05) in relative expression between the experimental groups. Therefore, the Actin
and GAPDH genes were used safely for normalizing expression data of the amebic
virulence factors. The analysis relative quantitation of Ap-A gene expression in the
culture of E. histolytica EGGx strain associated with S. Typhimurium (3,807) (2,413-
5,987) showed a significant increase when compared to the EGG-x culture not
associated with S. Typhimurium (0,8740) (0,639-1,706) (p=0,0317) (Figure 1A). The
same finding was observed in the S. Typhimurium-associated cultures of E. dispar
MCR-ST (4,993) (3,546-7,159) and ADO-ST (1,919) (1,462-3,161) group as compared
with their respective non-associated control group MCR (0,8238) (0,6130-1,941)
(p=0,0079) and ADO (1,000) (0,6997-1,443) (p=0,0317) (Figures 1B, 1C).

Fig 1. This is the Fig 1 Title. This is the Fig 1 legend

In relation to gene expression of cysteine proteinases 2 and 5, different patterns

were observed. While CP-2 relative quantitation of gene expression in most strains did
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not change or even had a significant decrease (VEJ strain) when associated with S.
Typhimurium, CP-5 amounts increased in MCR and VEJ strains after incubation with
S. Typhimurium. Figures 2A-D show the results of CP-2 expression: E. dispar MCR-ST
(2,175) (1,536-3,132) vs MCR (1,525) (0,3701-2,232), ADO-ST (2,291) (0,6639-3,783)
vs ADO (1,182) (0,6834-1,519), and E. histolytica EGGx-ST (0,6008) (0,3607-1,816)
vs (EGGx (1,072) (0,5425-1,860); E. dispar VEJ-ST (0,3890) (0,1269-0,5527) vs VEJ
(1,064) (0,8375-1,158) (p=0,0079). Figures 3B and 3D show the results of CP-5
expression: MCR-ST (1,465) (1,358-1,721) vs MCR (1,025) (0,8177-1,217)
(p=0,0079), and VEJ-ST (1,536) (1,293-2,540) vs VEJ (1,031) (0,7814-1,265)
(p=0,0317).

Fig 2. This is the Fig 2 Title. This is the Fig 2 legend
Fig 3. This is the Fig 3 Title. This is the Fig 3 legend

The expression of Gal/GalNAC lectin gene showed an increase after association
with S. Typhimurium for E. dispar strain ADO and VEJ. Group ADO-ST (2,408)
(1,911-3,278) and VEJ-ST (13,94) (10,06-17,07) had significant higher values as
compared to ADO (0,9979) (0,6777-1,481) (p=0,0079) and VEJ (1,113) (0,4542-2,530)
(p=0,0079) controls (Figure 4C, 4D). The strains MCR and EGGx had not Gal/GalINAC
lectin gene expression significant changes in presence or not of S. Typhimurium, with
MCR-ST (0,4642) (0,3395-1,464) vs MCR (0,7045) (0,4770-2,536) and EGGx-ST
(0,1570) (0,06675-0,7870) vs EGGx (0,9316) (0,6671 - 1,576) (Figure 4A, 4B).

Fig 4. This is the Fig 4 Title. This is the Fig 4 legend

Discussion

In order to determine whether the enteropathogenic bacteria contribute to the
increased gene expression of amebic virulence factors, we evaluated the influence of the
bacterium Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium on the virulence of
Entamoeba histolytica and Entamoeba dispar trophozoites isolated from in vitro
culture. The experimental model of this study allowed us to analyze and quantify gene

expression by RT-gPCR of amebic virulence factors, the amoebapore A, cysteine
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proteinase 2 and 5, and Gal/GalNAC lectin, produced by strains of E. histolytica and E.
dispar in vitro associated with S. Typhimurium. The results were compared with the
data obtained with strains of E. histolytica and E. dispar, which has not undergone
interaction with the bacterium S. Typhimurium.

It is important to note that so far this is the only work that observed and
quantified the modulation of gene expression of some of the major amebic virulence
factors of E. dispar and E. histolytica after interaction with S. Typhimurium. Our
experiments contribute to reinforce the virulence induction hypothesis in these species
of amoebas after interaction with enteropathogenic bacteria [22-24].

One of the primary amebic virulence factors that becomes active after the
adhesion of trophozoites with the host cells are amoebapores, which are primarily
responsible for the cytotoxic effect caused to the host cells. In fact, trophozoites of E.
histolytica belonging to HMZ1:IMSS strain submitted to the inhibition of Ap-A
synthesis, presented in vitro a reduction in the ability to damage kidney cells of
hamsters, stressing the importance of Ap-A as a virulence factor [28]. Our results
showed that the interaction for a 18 hour period of EGGx, MCR and ADO strains with
the S. Typhimurium induced an increase in gene expression of Ap-A, thus contributing
to a possible intensification in aggression capacity of these amoebic strains. In fact, we
recently observed in a previous study, that mice co-infected with S. Typhimurium and
trophozoites from the MCR strain of E. dispar, had a bigger damage in the intestinal
mucosa, leading to the emergence of destruction zones on cecal mucosa significantly
superior and increased inflammatory response when compared to mice only infected
with amebic trophozoites [29]. This means, among other virulence factors Ap-A was
possibly involved in the development of these cecal lesions.

By analyzing the gene expression of CP-5 in E. dispar strains ADO and MCR,
we found an interesting phenomenon. Unlike observed in our study, researchers
observed the absence of gene expression of CP-5 when using other strains of E. dispar,
as the mono-xenic SAW 760 maintained in culture with Crithidia fasciculata and xenic
strains ERI1007 and the SAW 142 held in culture with the indigenous intestinal
microbiota of which were isolated from patients [35,36]. In our analysis, the CP-5
besides being expressed in MCR, ADO and VEJ strains, has also showed an increase in
gene expression in the culture associated with S. Typhimurium when compared to the

non-associated culture. The CP-5 is an important virulence factor and its gene
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expression, as well as its increased expression in the strains studied by us in association
with S. Typhimurium, is associated with an increased amoebic pathogenicity. Regarding
the relationship of the CP-5 expression with the ability of trophozoites to produce
damage, such cysteine proteinase, has been blamed for being able to degrade a wide
range of components such as elastin, fibrinogen, collagen, favoring a great destruction
of a physical barrier, facilitating the movement and the invasion of trophozoites [37].
The increased expression of CP-5, in addition to increasing Ap-A and perhaps other
virulence factors probably has been involved in the development of amoebic lesions
caused by ADQO strain in different studies [20, 23].

To date there are few studies detailing the CP-2 gene expression in E. histolytica
and E. dispar and especially under the conditions that we studied. By comparing the
gene expression of CP-2, it was observed a reduction in E. dispar strain VEJ when
grown in association with S. Typhimurium. Unlike what happened with VEJ strain, it
was not observed change of CP-2 expression in E. dispar strains MCR and ADO and E.
histolytica strain EGGx when associated with S. Typhimurium. The divergence of
results in our experiment, with respect to CP-2, could be because those strains are
distinct with individual levels of virulence. As well as the Ap-A, CP-2 could also be
involved in the pathogenesis of cecal lesions in mice inoculated with MCR strain [29].
The CPs contributes to the pathogenesis of amebiasis by facilitating the degradation of
cell membrane and extracellular matrix components including fibronectin, collagen as
well as immunoglobulins and complement system [30-32]. It has been described in the
literature that CP-2 is present in both E. histolytica and E. dispar and is responsible for
degradation of mucin MUC2 of the colonic mucus contributing to the development of
damage to the host [33, 34].

The Gal/GalNAC lectin is another amoebic virulence factor that we investigated,
being described as the most important virulence factors in both in vitro and in vivo,
which is responsible for the adhesion of amebic trophozoites to host cells to begin its
cytotoxic effects [38-40]. The association with S. Typhimurium was also capable of
enhance gene expression of this virulence factor in E. dispar of the ADO e VEJ strains.
Corroborating our results, researchers identified in their experiments that trophozoites
belonging to HM1-IMSS strain of E. histolytica, after being grown and phagocytosed
the following bacteria: commensal E. coli 086 H18, the pathogenic EPEC B171-0111:

NM and the Shigella dysenteriae, exhibited in vitro increased adhesion of the
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trophozoites to the Madin-Darby Canine Kidney cells (MDCK cells) due to the high
levels of Gal/GaINAC lectin [24]. The authors also observed an intensification in
damage in MDCK cells related to the increased activity of cysteine proteinases.
Contrary to what was observed in the study above and confronting our results, when the
same researchers analyzed the SAW 760 strain of E. dispar under the same conditions
of co-culture, they did not observe adhesion and cell damage [24].

Our results showed that the co-culture of amebic trophozoites with the enteric
bacterium S. Typhimurium for 18 hours is correlated with increased gene expression of
amebic virulence factors in most of the strains of E. histolytica and E. dispar, probably
inducing and/or enhancing the ability of these strains to produce tissue damage.
Interestingly, ADO and MCR strains of E. dispar studied here have shown the ability to
express CP-5. We believe that this important finding will help to elucidate the virulence
mechanisms leading to the development of intestinal and liver damage produced by E.
dispar in experimental models [20,21,23,41,42,43] as well as clinical cases that have

been documented in humans [18,19].

Conclusion

Our experiments have identified that the amebic virulence factors that we have
studied, amoebapore A, cysteine proteinases 25 and Gal/GalNAC lectin, exhibited in
most cases an increased gene expression in E. histolytica and E. dispar strains
associated in vitro with S. Typhimurium, indicating that such interaction leads to
virulence in amebic trophozoites.

Important questions have been made regarding the pathogenesis of amebiasis
due to the limitation of information about the influence of intestinal bacteria on the
amoebae virulence and due to new clinical and molecular findings reporting and
identifying the presence of E. dispar in individuals with amebic liver abscess or
dysenteric and non-dysenteric amoebic colitis. Our study demonstrated the influence of
bacteria in these mechanisms, as well as identified potential virulence factors that may
be involved in both E. histolytica and in E. dispar. It is also important to highlight the
gene expression of CP-5 that we observed in ADO and MCR strains of E. dispar, which

has never been observed in other studies. This expression is another phenomenon that
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may help to clarify all the experimental lesions we observed in animals inoculated with
E. dispar strains[].
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Figure 1: Evaluation of the effect of the association of S. Typhimurium on the in
vitro culture of trophozoites of EGGx strains of E. histolytica, MCR, ADO and
VEJ of E. dispar on the relative gene expression of amebaporo A (Ap-A). A) EGGx:
Entamoeba histolytica, EGG strainxenic not associated to the S. Typhimurium. B)
EGGx-ST: Entamoeba histolytica, EGG xenic strain associated to the S. Typhimurium;
&p=0,0317. MCR: E. dispar, MCR strain not associated S. Typhimurium. MCR-ST: E.
dispar, MCR strain associated S. Typhimurium; %p=0,0079. C) ADO: : E. dispar
ADO strain not associated to the S. Typhimurium. ADO-ST: E. dispar ADO strain
associated to the S. Typhimurium; %p=0,0317. D) VEJ: E.dispar, VEJ strain not
associated to the S. Typhimurium. VEJ-ST: E. dispar, VEJ strain associated to the S.
Typhimurium. The Mann-Whitney test was used because they were non-parametric
data. Data are shown as mean + SD, n = 5.
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Figure 2: Evaluation of the effect of the association of S. Typhimurium on the in
vitro culture of trophozoites of EGGx strains of E. histolytica, MCR, ADO and
VEJ of E. dispar on the relative gene expression of Cysteine proteinase 2 (Cp-2).

A) EGGx: Entamoeba histolytica, EGG strain xenic not associated to the S.
Typhimurium. EGGx-ST: Entamoeba histolytica, EGG xenic strain associated to the S.
Typhimurium. B) MCR: E. dispar, MCR strain not associated S. Typhimurium.
MCR-ST: E. dispar, MCR strain associated S. Typhimurium. C) ADO: E. dispar
ADO strain not associated to the S. Typhimurium. ADO-ST: E. dispar ADO strain
associated to the S. TyphimuriumD) VEJ: E.dispar, VEJ strain not associated to the S.
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Typhimurium. VEJ-ST: E. dispar, VEJ strain associated to the S. Typhimurium;
4p=0.0079. The Mann-Whitney test wa. used because they were non-parametric data.
Data are shown as mean = SD, n = 5.
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Figure 3: Evaluation of the effect of the association of S. Typhimurium on the in
vitro culture of trophozoites of EGGx strains of E. histolytica, MCR, ADO and
VEJ of E. dispar on the relative gene expression of Cysteine proteinase 5 (Cp-5).

A) EGGx: Entamoeba histolytica, EGG strainxenic not associated to the S.
Typhimurium. EGGx-ST: Entamoeba histolytica, EGG xenic strain associated to the S.
Typhimurium. B) MCR: E. dispar, MCR strain not associated S. Typhimurium. MCR-
ST: E. dispar, MCR strain associated S. Typhimurium; $p=0,0079. C) ADO: E. dispar
ADO strain not associated to the S. Typhimurium. ADO-ST: E. dispar ADO strain
associated to the S. TyphimuriumD) VEJ: E.dispar, VEJ strain not associated to the S.
Typhimurium. VEJ-ST: E. dispar, VEJ strain associated to the S. Typhimurium;
4p=0,0317. The Mann-Whitney test wa. used because they were non-parametric data.
Data are shown as mean = SD, n = 5.
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Figure 4: Evaluation of the effect of the association of S. Typhimurium on the in
vitro culture of trophozoites of EGGx strains of E. histolytica, MCR, ADO and
VEJ of E. dispar on the relative gene expression of Lectin galactose and N-acetyl
galactosamine (Gal/GalNAC). A) EGGx: Entamoeba histolytica, EGG strainxenic not
associated to the S. Typhimurium. EGGXx-ST: Entamoeba histolytica, EGG xenic strain
associated to the S. Typhimurium. B) MCR: E. dispar, MCR strain not associated S.
Typhimurium. MCR-ST: E. dispar, MCR strain associated S. Typhimurium;
4p=0,0079. C) ADO: E. dispar ADO strain not associated to the S. Typhimurium.
ADO-ST: E. dispar ADO strain associated to the S. TyphimuriumD) VEJ: E.dispar,
VEJ strain not associated to the S. Typhimurium. VEJ-ST: E. dispar, VEJ strain
associated to the S. Typhimurium; p=0,0079. The Mann-Whitney test wa. used
because they were non-parametric data. Data are shown as mean + SD, n = 5.
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