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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

Igor Rodrigues Cardoso

Amebas de vida livre (AVLs) sdo protozodrios cosmopolitas amplamente encontrados em
ambientes de 4gua doce, naturais e artificiais, no solo e em poeira. Notoriamente, algumas
espécies dos géneros Acanthamoeba spp., Balamuthia spp., Sappinia spp. e Naegleria spp.,
sao potencialmente patogénicas para o ser humano e para outros animais e sdo consideradas
carreadoras de microrganismos por meio de relagdes transitrias ou simbiéticas. A presenca
de AVLs no microbioma intestinal tem sido aventada, mas pouco explorada. Assim, este
estudo teve como objetivo realizar a caracteriza¢cdo morfoldgica e molecular de AVLs isoladas
do microbioma intestinal de primatas ndo humanos (PNHSs). Para tanto, amostras de fezes de
PNHs foram diluidas, filtradas e semeadas em meio agar-ndo nutriente. As analises
morfolégicas foram realizadas por observacdo direta no microscopico invertido e pelas
técnicas de coloragdo Giemsa, Panoticoe e Tricrdmico. Para a identificagdo molecular dos
isolados foi empregada a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), seguido da reacdo de
sequenciamento para o alvo molecular 18S rDNA, mitocondrial SSU-rDNA, COIl e ITS. Foram
coletadas 96 amostras de PNHs do servi¢co de Criacdo de Primatas ndo Humanos (SCPrim)
do Instituto de Ciéncias e Tecnologia em Biomodelos (ICTB, Fiocruz) e cinco amostras de
Callithrix spp. de vida livre, da Estagéo Biol6gica FIOCRUZ Mata Atlantica. Das 101 amostras
de fezes analisadas, 46 foram positivas para AVLs na cultura. As analises morfolégicas
revelaram que 17 amostras apresentaram majoritariamente cistos com formatos poligonais
el/ou trofozoitos com projecdes, do tipo acantopddios, representando uma sinapomorfia do
género Acanthamoeba. As demais amostras, apresentaram cistos arredondados e/ou
trofozoitos com pseudépodos tipo lob6podes, trés amostras apresentaram a forma flagelar,
sugestiva do género Naegleria. As técnicas de coloracdo, Giemsa e Panoéticoe foram eficientes
para evidenciar as estruturas citoplasmaticas das formas trofozoitos e cistos. Todavia, a
coloracdo por Panéticoe destacou-se por ser simples, rapida e evidenciou os acantopodios,
ndo observados por meio da coloracdo de Giemsa. Das 46 amostras positivas, 28 foram
amplificadas pela PCR para o alvo 18S do rDNA especifico para o género Acanthamoeba spp
e 33 amostras foram amplificadas quando utilizamos os NA1 e NA2 (amplifica Vermamoeba
spp. e Vanella spp.). O sequenciamento de DNA revelou a presenca de Acanthamoeba,
gendtipo T4 em quatro amostras e, em uma amostra identificamos Vermamoeba vermiformis.
Todavia, ndo obtivemos éxito no sequenciamento das demais amostras em virtude da
presenca de picos duplos e da obtencdo de sequéncias curtas. Os resultados obtidos
mostram-nos notavelmente um velho inimigo apresentando novos desafios. A presenca de
AVLs no intestino de PNHSs precisa ser investigada, com potencial relevancia para estudos
futuros sobre a homeostase intestinal, imunologia da mucosa e potencial patogénico das AVLs
e seus organismos intracelulares, podendo ser considerado um campo emergente de suma
importancia para a saude publica.
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Free-living amoebae (FLA) are cosmopolitan protozoa widely found in freshwater, natural and
artificial environments, in soil and in dust. Notoriously, some species of the genera
Acanthamoeba spp., Balamuthia spp., Sappinia spp. and Naegleria spp., are potentially
pathogenic for humans and other animals and are considered carriers of microorganisms
through transient or symbiotic relationships. The presence of FLA in the intestinal microbiome
has been suggested, but little explored. Thus, this study aimed to perform the morphological
and molecular characterization of FLAs isolated from the intestinal microbiome of non-human
primates (PNHs). For that, stool samples from PNHs were diluted, filtered and seeded on non-
nutrient agar medium. Morphological analyzes were performed by direct observation in the
inverted microscope and by Giemsa, Panotice and Trichrome staining techniques. For the
molecular identification of the isolates, the polymerase chain reaction (PCR) was used,
followed by the sequencing reaction for the molecular target 18S rDNA, mitochondrial SSU-
rDNA, COI and ITS. 96 samples of PNHs were collected from the Non-Human Primate
breeding service (SCPrim) of the Institute of Biomodel Science and Technology (ICTB,
Fiocruz) and five samples of free-living Callithrix spp., from the FIOCRUZ Mata Atlantica
Biological Station. Of the 101 stool samples analyzed, 46 were positive in the culture. The
morphological analyzes revealed that 17 samples presented mainly cysts with polygonal and
/ or trophozoite shapes with projections, of the acantopodia type, representing a
synapomorphy of the genus Acanthamoeba spp. The remaining samples presented rounded
and / or trophozoite cysts with lobopod-type pseudopodia, three samples presented the
flagellar shape, suggestive of the Naegleria spp. genus. The staining techniques, Panotice
staining show us to be simple, fast and efficient. Of the 46 positive samples, 28 were amplified
by PCR for the 18S rDNA target specific to the genus Acanthamoeba spp. and 33 samples
were amplified when using NA1 and NA2 (amplifies Vermamoeba spp. and Vanella spp). DNA
sequencing revealed the presence of Acanthamoeba spp., T4 genotype in four samples and,
in one sample, we identified Vermamoeba vermiformis. However, we were not successful in
sequencing the other samples due to the presence of double peaks and short sequences. The
results obtained show us remarkably an old enemy presenting new challenges. The presence
of FLAs in the PNH intestine needs to be investigated, with potential relevance for future
studies on intestinal homeostasis, mucosal immunology and pathogenic potential of FLAs and
their intracellular organisms, which can be considered an emerging field of paramount
importance for public health.
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INTRODUCAO

O microbioma intestinal € um universo complexo, onde habita uma diversa
gama de organismos, tais como: bactérias, fungos, virus e protozoarios (1). Esse
bioma alberga complexas intera¢des, por meio da diade (microrganismo-hospedeiro
ou microrganismo-microrganismo) ou triade (microrganismo-microrganismo-
hospedeiro) que podem resultar em rela¢des simbidticas, parasitarias ou comensais.
Estas relacdes sao extremamente dinamicas e variam conforme o status imunologico,
a oferta nutricional, variagdes hormonais e estresse do hospedeiro.

Alguns protozoarios desempenham tanto o papel de comensais como de
parasitos do trato gastrointestinal em mamiferos, entre os mais citados sdo: Giardia
sp., Entamoeba coli, E. histolytica, E. dispar, E. hartmanni, E. moshkovskii, Endolimax
nana, Cryptosporidium spp., Balantidium coli (2,3). Entretanto, uma grande parte do
microbioma intestinal ainda precisa ser descoberta. Nos ultimos anos, ha relatos sobre
a presenca de amebas de vida livre (AVLS) na luz intestinal de humanos e animais (4-
6) e diversas espécies de microrganismos identificados por meio de abordagem
metagendmica do material fecal (7).

As AVLs sao protozoarios pertencentes ao supergrupo Amoebozoa subclasse
Lobosa (8-10). Este grupo tem como caracteristica a emissédo de pseuddpodes para
a aquisicdo de alimento e para sua locomoc¢do. Apresentam uma distribuicdo
cosmopolita, sendo encontrados principalmente em fontes de agua doce (rios, riachos,
lagos), no solo e na poeira (11-16). As AVLs tém sido isoladas em ambientes
hospitalares, tanto em cole¢bes de agua quanto de poeira (17). S&o organismos
unicelulares que desempenham um importante papel no controle de microrganismos,
como bactérias, fungos e protozoarios por meio da fagocitose. Assim, s&o
considerados "predadores” em diversos ecossistemas (18). As AVLs normalmente
nao causam doencas, entretanto, alguns géneros e espécies sao capazes de causar
graves doencgas, tanto em animais, quanto em seres humanos (12).

Os géneros e espécies descritas até 0 momento como organismos anfizéicos
(microoganismos adaptados tanto a vida livre, quanto ao parasitismo), sdo eles:
Acanthamoeba spp., Balamuthia mandrilaris, Harttmanella spp., Naegleria fowleri e
Sappinea spp. (11, 19-27). Este grupo de AVLs pode causar ceratites, encefalites e

meningoencefalite amebiana (11, 12, 19-27). As meningites Sdo agravos raros ou
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subnotificados, porém fatais na maioria dos casos, devido ao diagndstico tardio e/ou
ineficaz e tratamento inespecifico. A maioria dos estudos descritos na literatura &
decorrente de relatos de casos (28). A inclusédo dos géneros Vannella e Sappinea,
como organismos anfizéicos, € um dado recente, e ha relato de caso de ceratite
causada por endossimbiontes presentes em Vannella spp. (29). Nesse estudo, as
AVLs funcionam como carreadoras de microrganismos patogénicos, o que ressalta a
importancia do estudo deste género, uma vez que Vannella spp. j& foi isolada de
biofilmes em um hospital no Iran (30). Além disso, também foi descrito um quadro de
meningoencefalite em um individuo imunocompetente causada por Sappinea
diploidea (31). Apesar de alguns géneros terem sido isolados de pacientes que
apresentaram quadros severos de meningite ou ceratite, ainda pouco se sabe sobre
o papel de outros géneros de AVLs em cénarios infecciosos.

Algumas espécies de AVLs possuem potencial patogénico e desempenham
um importante papel ecolégico, pois sdo veiculadoras e carreadoras de
microrganismos (virus, bactérias, protozodrios e fungos), que muitas vezes sao
patogénicos. Estes microrganismos séo capazes de sobreviver e proliferar no interior
de trofozoitos e de cistos de AVLs. Dentre estes, alguns sédo agentes infecciosos
transmitidos por alimentos e pela agua, e sdo responsaveis por quadros de diarreia e
meningite (32). Em individuos imunossuprimidos causam comumente septicemia e
encefalite. Segundo estudos, bactérias como: Listeria monocytogenes,
Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica, Salmonella typhimurium, Pseudomonas
aeruginosa, Mycobacterium avium, Mycobacterium leprae se mantiveram viaveis no
interior do trofozoito de Acanthamoeba sp., apés a fagocitose (32). Outros
microrganismos de interesse para saude humana que permanecem viaveis no interior
de Acanthamoeba s&o: adenovirus, coxsackievirus B3, Cryptosporidium parvum,
Toxoplasma gondii, Fusarium solani, Cryptococcus neoformans (32). Desta forma,
alguns géneros de AVLs, mesmo que ndo apresentem potencial patogénico, podem
funcionar como reservatorios de microrganismos em ambientes hospitalares. Na
tabela 1 estao listados os principais microrganismos patogénicos ou nao, capazes de

interagir com AVLs (32).



Tabela 1: Relacdo de microrganismos encontrados no interior de amebas de vida

livre

Microrganismos

AVLs hospedeiras

Bactérias

Legionella-like, Legionella
lytica (Sarcobium lyticum)

Acanthamoeba spp.; Naegleria spp.;
Hartmanella spp.*

Legionella pneumophila

Diversas AVLs, dentre
elas Acanthamoeba spp.

Listeria monocytogenes

Acanthamoeba spp.

Mycobacterium avium

Acanthamoeba spp.

Afipia felis

Acanthamoeba spp.

Pseudomonas saccharophilia

Acanthamoeba spp.

Pseudomonas aeruginosa

Echinamoeba spp.; Acanthamoeba
spp.; Hartmannella spp.

Ralstonia (Burkholderia) picketti

Acanthamoeba spp.

Stenotrophomonas maltophilia -
Komplex

Acanthamoeba spp.; Naegleria spp.

Rickettsia- like

Acanthamoeba spp.

Simkania nevegensis

Diversos géneros

Neochlamydia hartmannellae

Hartmannella spp.*

Candidatus Mesochlamydia elodeae

Hartmannella vermiformis*

Ehrlichia sp. Vannella spp.; Saccamoeba spp.
Candidatus Paracaedibacter Saccamoeba spp.
symbiosus

Procabacter acanthamoebae

Acanthamoeba spp.

Amoebophilus asiaticus

Acanthamoeba spp.

Salmonella enterica, S.
thyphimurium

Acanthamoeba spp.

Yersinia enterocolitica

Acanthamoeba spp.

Campylobacter jejuni

Acanthamoeba spp.

Arcobacter butzleri

Acanthamoeba spp.

Mycobacterium spp., M. leprae

Acanthamoeba spp.

Staphylococcus aureus (incluindo
MRSA)

Acanthamoeba spp.

Mobiluncus curtisii

Acanthamoeba spp.

Bacillus anthracis

A. castellanii,
Hartmannella vermiformis*

Acidovorax temperans

Naegleria spp.

Burkholderia cepacia

Acanthamoeba spp.

Caulobacter vibrioides

Echinamoeba spp.

Flavobacterium johnsoniae

Naegleria spp.

Escherichia coli O157

Acanthamoeba spp.

Helicobacter pylori

Acanthamoeba spp.

Porphyromonas gingivalis

Acanthamoeba spp.

Chlamydophila pneumoniae

Acanthamoeba spp.
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Parachlamydia acanthamoebae \ Acanthamoeba spp.
Protozoarios e Fungos
Paramicrosporidium gen. Nov Vannella spp.
Cochlonema euryblastum Thecamoeba spp.; T. quadrilineata
Cryptosporidium parvum Acanthamoeba spp.
Cryptococcus neoformans Acanthamoeba spp.
Virus
Adenoviridae Acanthamoeba spp.
Acanthamoeba polyphaga Mimivirus Acanthamoeba spp.
Pandoravirus inopinatum Acanthamoeba spp.
Pithovirus spp. Acanthamoeba spp.
Adenoviridae Acanthamoeba spp.
Virus Coxackie Acanthamoeba spp.
Marseillevirus Acanthamoeba spp.
Megavirus chilensis Acanthamoeba spp.
Pandoravirus salinus, P. dulcis Acanthamoeba spp.
Pithovirus sibericum Acanthamoeba spp.
Faustovirus spp. Vermamoeba vermiformis
Mollivirus sibericum Acanthamoeba spp.

*Hartmannella reclassificada como Vermamoeba spp.

1.1 Breve Historico

Em 1913 foi descrito o primeiro isolamento de ameba de vida livre (AVL),
Amoeba polyphagus, a partir de uma amostra de poeira, pelo pesquisador
Puschkarew (33). Posteriormente, em 1930, o pesquisador Castellani observou a
presenca de Vermamaoeba castellani na cultura de Cryptococcus pararoseus (34).
Um ano apos esta pesquisa, Volkonsky descreveu o género Acanthamoeba (33, 35,
36). Somente em 1959, o potencial patogénico das AVLs foi sugerido por Culbertson
e colaboradores. Os autores observaram que o cultivo de células renais de primatas
nao humanos contaminados com AVLs, apresentava danificagbes na monocamada
de células (37). Apds a inoculacdo pelas vias intravenosa e intranasal em cobaias,
guadros de pneumonia e meningite fatais foram observados, tanto em camundongos
guanto em primatas ndo humanos (PNHs). A partir da década de 1960, surgiu o
primeiro relato de meningite letal em humanos, causada por N. fowleri na Australia
(38). Por sua vez, em 1972, foi reportada a descricdo de abcessos cerebrais,
causados por Acanthamoeba, em humanos (39), e em 1974, o relato de infec¢céao da

cornea humana por Acanthamoeba sp. (20). Posteriormente, em 1986, B. mandrillaris
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foi isolada de um quadro de meningite em um babuino nos Estados Unidos (40, 41).
Todavia, somente em 1993, esta espécie foi descrita (42). Por sua vez, em 2003,

Sappinia diploidea foi isolada em amostras de um paciente com encefalite (43).

1.2 Taxonomia de Amebas de Vida Livre

De acordo com as classificacbes taxondmicas mais atuais, 0S eucariotos
foram separados em supergrupos (Figura 1): Amoebozoa, Opisthokonta, Rhizaria,

Archaeplastida, Chromalveolata e Excavata.
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Figura 1: Arvore filogenética dos eucariotos, de acordo com a nova classificacdo em

supergrupos. Fonte: (44).

Seguindo o novo sistema de classificacdo, as AVLs foram classificadas da
seguinte forma: Os genéros Acanthamoeba, Balamuthia e Vannella estédo agrupados

no supergrupo Amoebozoa, classe Lobosea (subdivisdo: Acanthamoebidae e
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Discosea) e Sappinia (subdivisdo: Thecamoebidae), enquanto N. fowleri foi alocada
no grupo Excavata (Heterolobosia: subdivisdo Vahlkampfiidae (10, 35, 36, 45-47). A
figura 2 representa a arvore filogenética das AVLs de importancia médica, de acordo
com a antiga classificacao.

Reino: Protista

Filo: Rhizopoda

Classe: Lobosea

Subclasse: Gymnamoebia

Ordem: Centramoebida Schizopyrenida Euamoebida
Familia: Acantamoebidae Vahlkampfiidae Thecamoebidea
Género: Acanthamoeba  Balamuthia Naegleria Sappinia

Figura 2: Representacao esquematica da taxonomia dos principais géneros de
amebas de vida livre. Fonte: (48).

1.3- Epidemiologia das infec¢fes causadas por AVLs

As infec¢des por AVLs estao dentro do grupo das doencas negligenciadas. As
encefalites amebianas sdo consideradas eventos raros associados a baixa
sensibilidade dos métodos de diagndstico, o que favorece a subnotificacdo. Além
disso, por ser referida como um evento raro, os médicos raramente suspeitam de
infecc@o por AVLs (12, 17). Notoriamente, a maioria dos diagndsticos € realizado pos-
morte. Assim é possivel inferir que muitos casos possam ser subnotificados devido a
baixa sensibilidade e especificidade dos métodos de diagndstico e da ampla
distribuicdo das AVLs no ambiente (12).



Embora mais da metade dos casos reportados tenha ocorrido nos Estados
Unidos da América (EUA), tém sido notificadas infeccdes em paises de todos os
continentes. Foram descritos casos de ceratite e encefalites por AVLs (Acanthamoeba
spp., N. fowleri e B. mandrillaris) na Africa Ocidental, Australia, Bélgica, Coréia,
Estados Unidos, Japdo, india, Inglaterra, Irlanda, Nova Guiné, Nova Zelandia,
Panama, Peru, Venezuela (48).

As doencas causadas por AVLs representam um problema de saude pois
culminam com uma alta taxa de mortalidade, em parte por conta do diagndstico e
tratamento tardios e ineficazes (49). Nos ultimos anos, 0 numero de casos de ceratite
por Acanthamoeba spp. tém aumentado em diversos paises e existe uma correlacao
com o aumento do niumero de usuarios de lentes de contato. O numero estimado de
ceratite amebiana é de 1,36 casos por milhdo (de usuarios de lentes de contato) nos
Estados Unidos, e de 17 a 21 casos por milhdo na Inglaterra (49, 50), o0 maior numero
de infec¢des na Inglaterra pode estar relacionado aos maus habitos de limpeza ou
talvez o tipo de lente de contato usado neste pais, favoreca a infecgéo (50).

O género Acanthamoeba é responsavel por aproximadamente 20% dos casos
de ceratite infecciosa em usuérios de lente de contato. Nos EUA, na india e no Reino
Unido, até o ano de 2007 foram registrados mais de 5000 casos (46, 50-52). Por sua
vez, meningoencephalite amebiana primaria (MAP), causada por N. fowleri tem uma
distribuicdo menor, com mais que 300 casos notificados no mundo (49). Nos Estados
Unidos até o ano de 2007, 121 pessoas morreram de MAP (53, 54).

O grafico abaixo representa os casos de MAP reportados no mundo, até 2017
(Figura 3).



143

105
100

80

60

40

No. of cases reported

20 19 46 16
7‘glollal I;‘.-‘I -
- F Sl 2 2
0 HEEPEEEEEENTE .
EomTmECcC® @ W EgELE=® c o ® C
BfegsrigEo I R cssRaEsEEEs
S EFEEE EESG 8038885 E8s2 5
s g=58 2 SEO_DZ=z EL g = o
£ s E q,‘l; E;%“’ﬁmﬁg u.E-E
-
£° 3 S23% 53 o

Repored countries

Figura 3: Casos de meningoencefalite amebiana primaria, reportados no
mundo até 2017. Fonte: (72).

Globalmente, até o ano de 2008, B. mandrillaris foi responsavel por 200 casos
de meningoencefalite (40, 55, 56). No Japao, nove casos de infec¢des por Balamuthia
foram registrados, sendo quatro no periodo entre 1986 e 1995 e, cinco casos no
periodo de 2006 a 2014 (56). Um dos casos reportados foi de um individuo
imunocompetente, o que ndo é comum em infeccfes causadas por Balamuthia (57).

No Brasil, poucos relatos de casos tém sido descritos devido em parte a
dificuldade na identificacdo das AVLs (48). O guia de vigilancia em saude aborda
procedimentos detalhados sobre meningite por virus e bactérias, os outros agentes
etioldgicos estdo alocados no topico de “Meningite por outras etiologias” (58).
Todavia, N. fowleri, Acanthamoeba spp. e B. mandrillaris, ndo sdo citadas neste guia
(59), desta forma sdo necesséarias maiores estudos e publicacdes sobre as AVLs. No
Brasil, os primeiros casos de ceratite por Acanthamoeba spp. foram descritos em 1988
por Alvarenga e colaboradores (60). Em S&o Paulo, foi realizado um estudo, que
demonstrou 0 aumento de casos de ceratite amebiana ao longo de 20 anos,
totalizando 581 casos de ceratite, sendo que 185 casos foram causados por

Acanthamoeba spp. (61).



Em 1978, foi relatado por Salles-Gomes, um caso de MAP no Brasil que
ocorreu em Sao Paulo, em uma jovem de 14 anos, que se banhava em uma lagoa
nas redondezas (62). Posteriormente, no ano de 1992, uma mulher de 47 anos,
alcodlatra, faleceu por Encefalite Amebiana Granulomatosa (EAG) causada por
Acanthamoeba (63). No ano de 2007, Silva-Vergara e colaboradores relataram um
caso de EAG fatal, causado por B. mandrillaris em um homem de 32 anos, com
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) (64).

Apesar dos raros relatos de casos clinicos, no Brasil, as AVLs sdo amplamente
isoladas em amostras ambientais. Os géneros Acanthamoeba e Naegleria foram
isolados em diversas fontes de agua no Rio de Janeiro (68). A escassez de relatos de
caso esta provavelmente associada com a falta de estudos e a subnotificacéo.

Em 1982, Salazar e cols. analisaram 10 marcas de 4gua mineral do Estado do
Rio de Janeiro. Os autores detectaram os géneros, Vahlkampfia spp., Mayorella spp.,
Filamoeba spp., Glaeseria spp., Amoeba spp., Platyamoeba spp. e Vermamoeba
spp., sendo que Acanthamoeba spp. foi encontrado em 60% das amostras (68).

A presenca de Acanthameoeba, foi reportada em amostras de poeira, de um
hospital de Porto Alegre (17). Outra pesquisa realizada em dois hospitais de S&o Paulo
constatou a prevaléncia de 45,5% do género Acanthamoeba spp. e 3,8% Naegleria
spp., sendo encontradas AVLs em mais de 40% de amostras de poeira e agua (69).
Em 2011, Magliano mostrou que a maioria dos isolados de Acanthamoeba obtidos em
diferentes regides do Brasil apresentavam perfil patogénico (70). Alves e cols. (2012),
realizaram um estudo com amostras de aguas de piscinas em Brasilia e constataram
a presenca do género Acanthamoeba (71).

AVLs foram isoladas de torres de resfriamento e em aparelhos de ar
condicionado de diversos locais da regido metropolitana de Porto Alegre, no Rio
Grande do Sul. Das 36 amostras analisadas, 92% foram positivas para AVLs e o
género predominante foi Acanthamoeba; também foram encontradas amebas dos

géneros Naegleria e Vermamoeba (47).

1.4- Caracteristicas morfolégicas das principais ALVs de importancia

médico/veterinaria



Em geral, as AVLs possuem um ciclo de vida simples, dividido em dois
estagios: a forma vegetativa - o trofozoito e a cistica que é a forma de resisténcia as
adversidades ambientais, exceto o género Naegleria que possui trés formas
evolutivas: trofozoito, biflagelada e cistica.

O género Acanthamoeba é o mais isolado entre as AVLs tanto em amostras
ambientais, quanto em materiais clinicos (12,14, 73, 74). A morfologia desse género
apresenta caracteristicas bem peculiares, com duas formas evolutivas: o trofozoito é
a forma vegetativa, que se alimenta e se multiplica por fisséo binéria simples e o cisto
que é forma de resisténcia (17, 74). O trofozoito possui um nucleo grande e
cariossoma central, um grande vacuolo contratil, que realiza a regulacdo osmotica da
célula, entre outros vacuolos digestivos (35, 36). S&o relativamente pequenos em
relacdo a outras espécies de AVLs, possuem um tamanho que varia de 20 a 40 ym
(14). O trofozoito desloca-se por meio de projecdes citoplasméticas, conhecidas como
lobépodes e apresenta uma caracteristica marcante, a emissao de finas e delgadas
projecbes citoplasmaticas, conhecidas como acantopddios. Acredita-se que o0s
acantopodios séo utilizados para aderéncia em células hospedeiras ou em substrato
no ambiente (78).

A forma cistica possui duas paredes: endocisto e ectocisto, além de apresentar
poros e um opérculo, por onde a forma vegetativa emerge (74). O endocisto possui
na maioria das vezes, formatos poligonais, geralmente triangular ou estrelado, ja o
ectocisto é arredondado (17) (Figura 4). O tamanho do cisto varia entre 13 e 20 uym
(14; 35, 36).

Trofozoito (20-40um) Cisto (12-30pm)

Carlossomo
Acantopédio Carlossomo

Nucleo

- Endocisto

- _— Ectoclisto
Vacuolo Fagocitario

Endoplasma Opéreculo

Vacuolo Contratil 10pm

Figura 4: Formas evolutivas do género Acanthamoeba sp. Fonte: (75)
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De acordo com o formato e tamanho dos cistos, Acanthamoeba foi agrupada
em trés grupos (Figura 5). O grupo | é formado por cistos com tamanho maior (= 18
Um) e possui espécies que nunca foram isoladas de infeccbes humanas (ex.:
Acanthamoeba tubiashi). Por sua vez, o grupo Il possui endocisto estrelado, ectocisto
enrugado e tamanho médio (< 18 um). O grupo Il apresenta endocisto arredondado

e ectocisto fino e tamanho menor (< 18 um) (76).

Grupo lil

Figura 5: llustracdo das diferentes morfologias de um cisto de Acanthamoeba sp
Fonte: (76).

De acordo com o fragmento de DNA que codifica a subunidade menor do ribossomo
(18S rDNA), o género Acanthameba é dividido em 20 gendtipos, T1 a T20. Por tratar-
se de uma regido conservada, a regido do 18S € mais utilizada para identificacdo do
género (77). Dentre os gendétipos, o T4 (principalmente, Acanthamoeba polyphaga e
Acanthamoeba castellani) é o mais identificado de quadros clinicos humanos (Tabela
2) (78, 79, 80).

Tabela 2: Relacdo de genotipos de Acanthamoeba spp. que sdo associados a
guadros patogénicos.

Genotipos Doencas associadas
T1 Encefalite
T2 Ceratite e encefalite
T3 Ceratite
T4 Ceratite e encefalite
T5 ND*
T6 Ceratite
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T7 ND*

T8 ND*
T9 ND*
T10 Ceratite e encefalite
T11 Ceratite
T12 Encefalite
T13 ND*
T14 ND*
T15 Ceratite
T16 -T20 ND*

* ND — n&o descrito (Fonte: 22).

Balamuthia mandrillaris é responsavel por quadros de infeccBes cutaneas
graves e por Encefalite Amebiana Granulomatosa, em seres humanos e em outros
animais (41). Foi isolada pela primeira vez, em uma necropsia cerebral de um babuino
mandril, que deu origem ao nome da espécie “mandrillaris". O primata da espécie
Papio sphinx (atualmente Mandrillus sphinx) faleceu apdés um quadro de encefalite,
causada por B. mandrillaris em um zoolégico nos Estados Unidos (40, 41).

Geralmente acomete principalmente o homem e outros animais
imunocomprometidos, mas segundo Siddiki e Khan, pode gerar um quadro de
meningoencefalite amebiana em individuos imunocompetentes com um percentual de
letalidade maior que 98% (41). B. mandrillaris apresenta as formas evolutivas,
trofozoito e cisto (Figura 6). O trofozoito apresenta um dnico ndcleo que pode
apresentar até dois nucléolos, em alguns casos é possivel encontrar dois nucleos em
uma unica célula. O citoplasma € denso, com muitas mitocondrias, ribossomos e
outras organelas (41). O trofozoito mede de 30 a 120 ym, & altamente polimérfico,
podendo até mesmo ser arredondado e, comumente apresenta-se como "linha
estendida" (17, 28, 81). O cisto € arredondado e mede de 10 a 30 um, sendo formado
por trés camadas (endocisto, mesocisto e ectocisto), sendo que a camada mais
externa é irregular de acordo com a microscopia eletrénica de varredura (17, 28, 41,
81).
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Figura 6: Formas evolutivas de Balamuthia mandrillaris. (a) forma trofozoito; (b) forma

cistica. Fonte: (46).

Naegleria fowleri € uma AVL termdfila, isto é, apresenta tropismo por ambientes
quentes. E comumente encontrada em lagos e fontes termais ou piscinas aquecidas,
assim como em afluentes que recebem rejeitos industriais e locais com abundante
matéria organica. Essa espécie de AVL pode tolerar temperaturas de até 46°C.
Filogeneticamente, é alocada na linhagem Heterolobosea e dentro do
supergrupo Excavata (82). Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV)
mostraram que a N. fowleri apresenta depressfes (Figura 7) na parte parabasal da

célula, o que justifica a sua alocacéo neste supergrupo.

Figura 7: Microscopia eletrbnica de varredura de um trofozoito de Naegleria fowleri
exibindo depressdes corporeas (indicadas pelas setas). Fonte: National Geographic:
image by D.T. John & T.B. Cole, visuals unlimited.
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Naegleria fowleri & responsavel pela meningoencefalite amebiana primaria
(MAP), doenca fatal em mais de 95% dos casos. O primeiro caso de MAP foi reportado
em 1965 na Australia (38). Morfologicamente, apresenta trés formas distintas, o

trofozoito, o cisto e uma forma flagelada (Figura 8).

S o) ©

Figura 8: Microscopia de contraste interferencial de fase, exibindo as formas
evolutivas de Naegleria fowleri. (a) trofozoito; (b) flagelado; (c) cisto. n: Nucleo.
u:Uréide. Fonte:(107).

O trofozoito apresenta um ou dois lobopodes, pseudépodes mais grosseiros,
robustos, que promovem uma locomocao unidirecional. E uninucleado e seu tamanho
varia de 15 a 30 ym (17). Por sua vez, a forma cistica ¢é arredondada, lisa e
uninucleada apresentando-se com um tamanho um pouco menor, aproximadamente
17 uym (17).

A forma flagelada é eliptica e biflagelada. E uma fase transitoria, responsavel
pela dispersédo do microrganismo, uma vez que possui alta mobilidade. Os trofozoitos
em contato com agua destilada sofrem um processo de exflagelacdo, dando origem a

forma flagelada (17).

14



Outras Amebas de vida livre encontradas reportadas na literatura

- Ordem Leptomyxidae, Género Leptomyxa

Os organismos amebdides pertencentes a ordem dos Leptomyxida tém sido
isolados de uma variedade de ambientes, agua doce e salgada (83-86), solos
temperados (86, 87), solos acima do permafrost (solos congelados) (86,88) e solos de
desertos (86, 89).

A ordem Leptomyxida contemplam trofozoitos de médio a grande porte,
podendo atingir um comprimento de 3 mm em alguns casos e estdo entre as maiores
amebas (86, 90). Este grupo exibe uma variedade de caracteristicas morfologicas,
nao apenas entre espécies, mas entre os individuos da mesma espécie. Além disso,
este grupo costuma adotar formas muito diferentes sendo capaz de alternar suas
caracteristicas rapidamente. Alguns membros produzem trofozoitos achatados em
forma de leque (semelhantes aos Vannellae), outros sdo semelhantes a raizes
adesivas (86).

Embora o género Leptomyxa ainda n&o tenha sido descrito causando doencgas
em humanos e animais, é pertencente a mesma ordem de B. madrillaris (42).

A morfologia de trofozoitos e cistos do género Leptomyxa pode ser observada

na figura 9.

15



Figura 9: Microfotografia da morfologia do género Leptomyxa: A-F: Leptomyxa
arborea, G-M: Leptomyxa variabilis, varias formas de trofozoitos (G-K e M); cistos (L-
M). As setas indicam os ramos mais pronunciados de filamentos adesivos; pontas de
seta indicam estruturas semelhantes a poros em cistos. A barra de escala ¢ 100 ym
em A-E 50 ym em F-K e 25 ym em L-M. Fonte: (91).

- Sappinia diploidea

Sappinia diploidea é uma ameba normalmente encontrada em ambientes
diversos como solo, agua doce, lixo da floresta, fezes de mamiferos e no reto de
lagartos (46). E caracterizada pela presenca de dois ntcleos tanto na forma trofozoito
guanto na forma cistica (Figura 10). O trofozoito pode ser ovéide, oblongo ou ainda,
achatado com rugas ocasionais na superficie e mede cerca de 40-80 um. O
citoplasma contém o vacuolo contratil e os vacuolos alimentares. O cisto por sua vez

é redondo e mede entre 15-30 um (46).
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Figura 10: Microscopia de contraste diferencial de fase de Sappinia diploidea
mostrando suas formas evolutivas. (a) trofozoito; (b) cisto. n corresponde ao nucleo.
(Fonte: (46)

- O Género Vahlkampfia

Vahlkampfia spp. s&o amebas pertencentes a familia Vahlkampfidae, a mesma
familia de N. fowleri, porém apresenta apenas duas formas: trofozoito e cisto. O
trofozoito (Figura 11a) apresenta lobdépodes com locomocéao unidirecional, raramente
podem apresentar filopédios. S&o geralmente uninucleados, podendo ser
binucleados, seu tamanho varia de 14,7 a 25,5 pm com média de 19,3 pm de
comprimento e a largura entre 7,8 a 14,7 um com uma média de 10,3 pm (92).

Os cistos sao esféricos, ndo apresentando inclusdes citoplasmaticas e vacuolo
contratil, seu tamanho varia de 7,8 a 11,7 um, sendo em média de 9,9 um (Figura
1lc).

Algumas espécies foram descritas em coinfec¢Bes oculares, juntamente com
Acanthamoeba spp. (187, 188), também foi reportado coinfec¢cdo dos géneros

Vahlkampfia spp. e Vermamoeba spp. (93).

Figura 11: Microfotografia de Trofozoitos (a e b) e cistos (c) de Vahlkampfia
spp. (Fonte: 94).
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- O Género Vannella spp.

Por sua vez, as espécies alocadas no género Vannella spp. sdo encontradas
em diversos ecossistemas, sendo agua doce ou salgada. Preferencialmente
localizam-se em locais com boa oferta de materiais organicos, tais como afluentes de
esgoto. Além disso, algumas espécies como a Vannella epipetala, podem ser
encontradas na superficie de folhas (95, 96). Esse género foi citado pela primeira vez
por Bovee, em 1965 (97). Em sua maioria, ndo causam doencas, embora possam
funcionar como reservatorio de microrganismos patogénicos como Microsporidium
spp. (95, 96). Em 2000, um trabalho sugere que bactérias endossimbiontes de
Vannella spp., causaram ceratite em uma paciente, usuaria de lentes de contato (29).
Algumas espécies, no entanto, sdo capazes de causar doencas em vertebrados,
principalmente peixes (95, 96). Apresentam duas formas evolutivas, o trofozoito e o
cisto, sendo que somente algumas espécies de Vannella spp. apresentam a
capacidade de formar cistos (98).

O trofozoito quando aderido a um substrato, apresenta morfologia semelhante
a um leque, com hialoplasma hialino (Figura 12). Quando a célula se desprende da
superficie assume uma conformacdo irregular com projecBes citoplasmaticas
alongadas, conhecida como forma flutuante (96,99). Seu tamanho varia de 22 a 44
pMm e apresenta de um a dois nucleos, que medem de 3 a 4 ym (98, 100) .
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Figura 12: Microscopia de contraste interferencial de fase mostrando a diversidade
de espécies de Vannella spp. 5-9. Vannella arabica CCAP 1589/7, formas de
locomocgbes (5-8) e a forma flutuante com pseuddpodes curtos e rombos (9). 10-12.
Vannella australis CCAP 1565/9, formas de locomogdes (10-11) e forma flutuante (12).
13-17 Vannella bursella CCAP 1565/10, formas de locomoc¢des (13-15) e flutuantes
(16-17). 18-22 Vannella calycinucleolus CCAP 1565/6, formas de locomogdes (18-20)
e flutuantes (21-22). Figuras 23-27 Vannella danica CCAP1589 /17, formas de
locomocgdes (23-25), forma flutuante (26) e cistos (27). 28-30: Vannella simplex (cepa
de Genebra). Imagem 31: Vannella simplex CCAP 1589/3, forma flutuante. A barra
de escala nas imagens é de 10 mm, exceto no quadrante 17 (200 mm). Fonte: (101).

A forma cistica (Figura 13) tem o formato arredondado, variando seu tamanho
de 6 a 10 ym e apresenta um nucleo que mede cerca de 2 um de didmetro. Quando
cultivados em placas de agar ndo nutriente, os cistos ficam agregados (98, 100) .
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Figura 13: Microscopia de campo claro evidenciando um cisto de Vannella spp. Fonte:
(96).

- O género Vermamoeba / Hartmannella

Os trofozoitos de V. vermiformis apresentam morfologia alongada semelhante
a uma lesma, geralmente muito mais longa do que larga (Figura 14), com poucos
materiais granulares no citoplasma e uma pequena zona hialina anterior. Os
pseudopodes sdo unidirecionais podendo se tornar bi ou multipodiais ao mudar de
direcdo (102, 103), apresentam tamanho entre 22 e 42 um (104).

Figura 14- Trofozoitos de Vermamoeba vermiformis. (Fonte: 104)

Os cistos (figura 15) de V. vermiformis sé@o esféricos e pequenos com cerca de
6 um (102, 103).
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Figura 15: Cisto de Vermamoeba vermiformis. Fonte: (104)

Algumas espécies do género Vermamoeba spp. SAo responsaveis por casos
de ceratite (105, 106). Esse género inicialmente foi nomeado como Hartmannella spp.,
baseado nos movimentos ameboides, todavia, estudos de filogenia baseado na

sequéncia do 18S do rDNA, renomeou o0 género para Vermamoeba spp. (103)

1.5 Quadros clinicos e tratamento de infec¢cfes causadas por AVLs

1.5.1 Encefalite amebiana granulomatosa (EAG) causada por
Acanthamoeba spp.

Em geral, a infeccéo ocorre através do contato das AVLs com a mucosa nasal,
ou pela penetracdo por meio de fissuras na pele. Geralmente, um individuo
imunocomprometido adquire a infec¢ao ao realizar atividades de natacdo em cole¢cbes
de agua contendo cistos e trofozoitos de Acanthamoeba spp. (107). Algumas espécies
de Acanthamoeba sdo capazes de causar o quadro de encefalite amebiana
granulomatosa (EAG), doenca grave que acomete na maioria das vezes pacientes
imunocomprometidos. A leséo cerebral (Figura 16) progride lentamente no inicio e o
individuo apresenta algumas alteragcbes comportamentais e posteriormente evolue
para convulsdes, rigidez na nuca, alteracdes visuais, vomito podendo progredir para
o coma (107, 108). E uma doenca muito grave, de tratamento inespecifico e seu
diagndéstico quase sempre € tardio, majoritariamente é realizado durante a necropsia.
A evolucéo da doenca esta relacionada com a carga parasitaria, viruléncia e o status

imunologico do paciente (109). Embora seja observada mais comumente em
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imunocomprometidos, existem relatos de caso em pacientes imunocompetentes
(110). Em alguns casos de EAG, os trofozoitos podem ser encontrados em outros

orgaos, como os Pulmdes (111)

Figura 16: Lesé&o cerebral (a) e pulmonar (b) em um paciente com Encefalite

Amebiana Granulomatosa. Fonte: (111).

O tratamento para a EAG é inespecifico (25, 112), a maioria das vezes é
realizado com uma combinacdo de antifungicos e antibiéticos como: fluconazol,
voriconazol, cotrimaxozol, pentamidina trimetoprim, sulfametoxazol com rifampicina e
meropenem, linezolida, moxifloxacina e em alguns casos anfotericina B (15, 113, 114).
De acordo com Webster e cols (2012), uma combinacdo de miltefosina com

voriconazol foi eficiente no tratamento de um paciente com EAG (110).

1.5.2 Ceratite Amebiana causada por Acanthamoeba spp.

Ceratite amebiana é uma doenca grave que acomete individuos
imunocompetentes; consiste na infeccdo aguda da cérnea e esta na maioria das vezes
associada ao uso prolongado de lentes de contato (22, 24, 27, 28, 50, 115, 116,117).
A higienizacdo precaria das lentes de contato somada ao trauma causado pelo atrito
destas com a cdérnea proporciona um ambiente propicio ao desenvolvimento da
infeccdo. Além disso, o surgimento do agravo pode ser decorrente da pratica de
natacdo em A&guas contaminadas (107). A ceratite (Figura 17) é caracterizada
geralmente pela presenca de lesfes epiteliais e 0 surgimento de areas opacas focais
ou difusas; dentre os sinais e sintomas destacam a sensac¢éo de corpo estranho no
olho, intensa dor ocular, olhos avermelhados, viséo turva e lacrimejamento (107; 118).

Em alguns casos pode levar a cegueira ou até mesmo extrusdo do globo ocular.
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O tratamento desta doenca € realizado através da administracéo de Clorexidina
a 0,02% combinada com diamidinas aromaticas, como: isionato de propamidina a
0,1% de dibromopropamidina a 0,15%, hexamidina de desomedina a 0,1% e
Neomicina (120) .

Figura 17: Fotografias comparando o olho saudavel com olhos com diferentes
manifestacdes clinicas de ceratite amebiana. (1) olho normal; (2) olho com infiltrado e
anel no estroma corneal; (3) olho com infeccdo avancada apresentando infiltrado
corneal e tecido necrosado. Fonte: (23).

1.5.3 Encefalite Amebiana Granulomatosa (EAG) causada por Balamuthia

mandrilaris

O quadro clinico da encefalite amebiana granulomatosa (Figura 18) assemelha-
se a meningites bacterianas e virais e 0s sinais e sintomas mais descritos sao: dor de
cabeca, febre, podendo apresentar rigidez do pescogo, nausea, sonoléncia,
alteracdes de humor, hemiparesia, afasia, vomito, estado confuso agudo, paralisia do
nervo craniano, pressao intracraniana aumentada, convulsdes, edema cerebral,
podendo culminar na morte (12, 41, 121-123). As amebas por meio da acdo de
proteases e fagocitose causam um quadro de encefalite hemorragica necrosante
subaguda (121). A forma de transmissao ainda néo foi bem elucidada, mas acredita-

se que ocorra por meio da inalacdo ou penetracao pela pele (124).
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Figura 18: Cérebro com lesdes caracteristicas de Encefalite Amebiana

Granulomatosa causadas por Balamuthia mandrillaris. (Fonte: (125).

1.5.4 Lesdes cutaneas ocasionadas por Balamuthia mandrillaris

Alguns individuos com quadros de encefalite, apresentam também lesdes na
pele com Ulceras eritematosas perfuradas com crostas sobrepostas (Figura 19A).
Além disso, é observado na derme um infiltrado inflamat6rio com regides mistas de
aspecto agudo e crbnico denso simultaneamente (Figura 19B) e trofozoitos dispersos

nos espacos lacunares (Figura 19C) (124).

Figura 19: Lesdes cutaneas causadas por Balamuthia mandrillaris e cortes
histoldgicos corados com hematoxilina e eosina evidenciando trofozoitos na leséo; (A)
mao com lesdes tipicas causadas por B. mandrillaris (B e C) cortes histologicos
corados com hematoxilina e eosina (HE), mostrando um trofozoito (indicado pelas
setas) ao centro e um infiltrado leucocitario ao redor. Fonte: (124).
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O tratamento é realizado por meio de combinacfes de antifiUngicos e
antibioticos. Os farmacos mais utilizados séo: pentamidina, sulfadiazina, flucitosina,

fluconazol, itraconazol, azitromicina, claritromicina, bem como miltefosina (124).

1.5.5 Meningoencefalite amebiana primaria (MAP) por Naegleria fowleri

A MAP é uma infeccdo causada por N. fowleri, aguda e fatal em mais de 95%
dos casos, que se desenvolve, apds um dia da exposi¢cao, podendo progredir para a
morte em uma a duas semanas. Acomete individuos saudaveis, ao contrario das
infeccbes por B. mandrillaris e Acanthamoeba spp. (12, 107; 125). A infec¢do ocorre
apos atividades de natacdo, geralmente em cole¢cdes de &gua aquecidas. Os
trofozoitos e/ou flagelados ao entrar em contato com as fossas nasais do individuo
susceptivel, aderem e migram pela mucosa do epitélio nasal (Figura 20A). Apos
atravessar a lamina propria das células olfatorias justapostas por meio de juncdes
estreitas (TJs), juncdes aderentes (AJs) e desmossomos (DSMs) as glandulas de
Bowman e aos neurdnios sensoriais olfativos, os trofozoitos penetram e invadem o
encéfalo (Figura 20 B).

Inicialmente os trofozoitos invadem a mucosa através da acdo de adesinas,
lectinas, cisteinas (NfCPs), catepsinas (NfCPBs) e enzimas mucinoliticas.
Posteriormente, se ligam as células epiteliais, preferencialmente no espaco
intercelular, que por acdo de adesinas, glicoproteinas, proteases e integrinas,
promovem a abertura das junc¢des intercelulares (1Js), que sdo degradadas e
internalizadas pelo parasito. O mecanismo de invasdo ao sistema nervoso por N.
fowleri ainda ndo é muito bem compreendido. Alguns estudos sugerem que 0S
trofozoitos invadem a lamina basal, atravessam a placa caliciforme, alcancando o
espaco subaracnoideo e o liquido cefalorraquidiano (liquor), adjacente ao bulbo
olfativo, chegando ao encéfalo (126-129). Outros sugerem que a disseminacao ocorre
por via hematogénica, apos a penetracao pelo epitélio olfativo (130). Apos um curto
periodo de tempo, alguns dias, ocorre a necrose do tecido nervoso devido a secrecao
de proteases pela ameba e a migracdo de neutrdfilos para a regido, acarretando uma
menigoencefalite difusa, que é confundida com o quadro clinico causado por agentes

bacterianos (17).
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Figura 20: Mecanismo de invasdo de Naegleria fowleri. (A) no epitélio olfatério; (B)
na barreira hematoencefalica Fonte:(130).

Geralmente, os primeiros sintomas observados séo: febre alta, dor de cabeca,
nausea, fotofobia e rigidez na nuca. Como os casos de MAP sao raros e 0s sintomas
sdo muito semelhantes a infeccdo causada por bactérias, em geral, a
antibioticoterapia € realizada precocemente visando um prognostico satisfatorio.
Entretanto, os sintomas evoluem para obnubilacéo, diplopia, visédo turva, alteracées
comportamentais, paralisia dos nervos cranianos, seguidos de crises convulsivas e
coma. Caso o diagnéstico néo seja realizado corretamente, o individuo pode ainda
evoluir para um quadro de hipertensdo craniana grave, edema pulmonar e
complicacBes cardiacas, levando o individuo a ébito (12 ;17).

A terapéutica empregada para MAP ¢ inespecifica empregando um tratamento
combinado com antifingicos e antibiéticos. O farmaco anfotericina B € amplamente
utilizado, embora sejam também empregados outros farmacos como: fluconazol,

miconazol, miltefosina, azitromicina e rifampicina (28; 131) .

1.5.6 Encefalite causada por Sappinia diploidea
Infec¢des causadas por S. diploidea séo rarissimas. Existe apenas um relato
de caso que descreve um homem de meia idade saudavel que apresentou nausea,

vomito, dor de cabeca, fotofobia e visdo embacada por cerca de trés dias. Através do
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exame por ressonancia magnética, foi evidenciada uma massa de dois centimetros
no lobo temporal posterior esquerdo. A bidpsia desta massa revelou uma inflamacao

hemorrégica necrosante e a presenca de formas amebodides (31).

1.6 Diagnostico de infec¢cdes causadas por AVLS

O diagnostico das encefalites amebianas, na maioria das vezes é realizado
pbs-6bito, pois se trata de uma doenca rara que apresenta sintomas inespecificos, o
que dificulta a distingdo com as encefalites bacterianas, virais e fungicas (28,131). Por
ser um evento raro, a encefalite amebiana ndo € aventada nem diagnosticada
precocemente, acarretando na maioria dos casos a evolu¢do ao 6Obito quando o
tratamento adequado néo é realizado a tempo (132).

O diagndstico laboratorial € baseado na observagédo de formas trofozoitos no
liquor ou em bidpsia de lesdes no tecido cerebral (125). Para isso sdo utilizadas as
coloracdes de hematoxilina-eosina (HE) ou Giemsa. No entanto, a identificacdo das
formas trofozoitos exige experiéncia do microscopista, uma vez que essas formas
podem ser confundidas com leucdcitos (107; 133). Nos casos do género
Acanthamoeba e de B. mandrillaris existe a possibilidade de encistamento no tecido
cerebral, que facilita o diagnostico laboratorial, pois as formas cisticas se contrastam
das células neurais e leucdcitos (50, 134).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma ferramenta que apresenta
alta sensibilidade e especificidade para identificcdo de géneros de AVLs, por meio da
amplificacdo parcial do fragmento da subunidade menor 18S do RNA ribossomal
(81;111,125). Todavia, apresenta um elevado custo e ainda hoje ndo é acessivel na
maioria dos laboratérios clinicos; sua utilizacao € restrita aos laboratorios de pesquisa.

O diagndstico de ceratite por Acanthamoeba é realizado, na maior parte das
vezes, por imagens, por meio da visualizacdo de cistos refringentes nos exames
oftalmolégicos ou pela identificagdo da lesédo tipica. Para tanto, € necessario
experiéncia profissional (133). O diagndstico rapido e preciso € o diferencial para que
ocorra uma evolucéo benigna da doenca (22, 24, 28, 50, 115, 116, 117,135). A demora
do diagndstico pode culminar em cegueira e até mesmo a necessidade de extruséo
do globo ocular (17).

Os métodos de cultura também podem ser utilizados para o diagnostico. O agar
nao nutriente a 1,5% revestido com uma camada de Escherichia coli (136, 137) € o
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meétodo mais utilizado para o crescimento de AVLs, sendo recomendado o cultivo por
sete dias (28). No entanto, essa técnica ndo € muito Util para infec¢des causadas por
B. mandrillaris, pois essa ameba ndo se alimenta de bactérias (28). Neste caso, é
indicado o uso de cultura de células ou meio Cerva, que € composto por caseina e
salina de Hanks e suplementado com soro fetal bovino (138).

Outra técnica promissora sugerida por Wilson e cols. (2015), como ferramenta
de diagnéstico laboratorial, € o sequenciamento metagenémico (MDS) diretamente do
Liquido Céfalo-Raquidiano (139). No entanto, maiores estudos sdo necessarios para
validar e aprimorar as técnicas de diagnostico laboratorial, visando agilidade e baixo
custo e assim proporcionar a incorporacao dessas técnicas pelos laboratérios, neste
aspécto as técnicas de coloracdo podem futuramente contribuir para o diagnéstico
laboratorial, destes agravos.

1.7 Infecgbes por AVLs em animais e o uso de Primatas ndo humanos (PNHSs)

como modelo experimental

A ampla distribuicdo das AVLs no ambiente somada a sua capacidade de
adaptar-se a vida parasitaria (12), contribui para que as AVLs tenham uma vasta gama
de hospedeiros. As AVLs foram isoladas do sistema nervoso de primatas nao
humanos, cées, ovinos, bovinos, cavalos e cangurus, passaros, répteis, anfibios,
peixes e até mesmo de invertebrados (40,140) .

Relatos de encefalite por AVLs em animais tém sido descritos. Em 2015, um
trabalho realizado na regido semiarida da Paraiba, mostrou que trés caes
apresentaram acantamoebiase disseminada associada a cinomose canina (65). Em
gado doméstico, dois casos fatais de MAP por N. fowleri, foram descritos em uma
vaca de quartro anos de idade em uma fazenda no sul do Brasil e um bovino de um
ano de idade, no nordeste brasileiro (66, 67).

Em 1958, primatas ndo humanos e camundongos faleceram apds serem
desafiados com a vacina da poliomielite. Posteriormente, foi verificado que a vacina
estava contaminada com Acanthamoeba spp. (11, 37). No ano seguinte, um estudo
de infeccdo experimental com camundongos e PNHSs infectados por instilagdo nasal
reproduziu quadros de encefalite (12). A infeccdo experimental de PNHs com
Acanthamoeba spp., causou a morte dos animais (37). Foram relatados casos de
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meningoencefalite e pneumonia por Acanthamoeba, em primatas do género Macacca,
com imunodeficiéncia viral (174).

Por sua vez, B. mandrillaris foi isolada, pela primeira vez, da necropsia de tecido
cerebral de um babuino mandril, da espécie Papio sphinx que faleceu apés um quadro
de encefalite, em um zooldgico nos Estados Unidos (40,41).

Portanto, os PNHs sédo excelentes modelos, para o estudo de doencas
causadas pelas AVLs, uma vez que estes sdo suscetiveis e desenvolvem um quadro
clinico semelhante ao observado no ser humano.

Mundialmente, os PNHs, sdo utilizados como modelos em diversas areas de
pesquisas biomédicas, por apresentarem uma proximidade evolutiva e caracteristicas
semelhantes aos humanos. Entretanto, no Brasil existem poucos Centros de
Primatologia. A Fundag&o Oswaldo Cruz possui um Centro de Primatologia, localizado
no Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos, o ICTB. Inicialmente o instituto
foi criado por Oswaldo Cruz em 1908, onde eram criados coelhos, cobaias, animais
de médio e grandes portes. Em 1932, devido a epidemia de febre amarela (1929), foi
instalada na ilha do Pinheiro a primeira col6nia de primatas da espécie Macaca
mulatta. Somente em 1998, foi criado o Centro de Criacdo de Animais de Laboratério
(Cecall/Fiocruz) que posteriormente durante um congresso interno da Fiocruz, no ano
2015 foi transformado no Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos
(ICTB/Fiocruz) (141). Atualmente, o ICTB possui um servigo de Criagao de Primatas
ndao Humanos (SCPrim) que possui coldnias de Macaca mulatta, Macaca fascicularis
e Saimiri spp.

Macaca mulatta apresenta uma coloragcdo marrom clara ou bege amarelada,
com a face roseo-avermelhada. Os machos adultos medem em média 53 cm em
cativeiro, sendo a fémea um pouco menor (Figura 21). S&o originarios da Asia Central
e em escala global é a espécie de PNH mais utilizada em estudos cientificos. Esta
espécie de PNH foi importante para o desenvolvimento da vacina contra raiva e
poliomielite, na descoberta do fator Rh sanguineo e no desenvolvimento de
medicamentos contra HIV/ AIDS (141).
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Figura 21: Imagem de Macaca mulatta. Fonte: (141).

bY

Macaca fascicularis apresenta uma coloracdo marrom claro a marrom
acinzentado e a sua face marrom-pink e mede entre 37 a 62 cm na natureza, podendo
chegar a 65 cm em cativeiro (Figura 22). Sao originarios da Indochina, Burma,
Indonésia, Filipinas e india. E um modelo experimental muito utilizado em testes da
vacina inativada contra o virus da hepatite A e da imunogénica contra tuberculose.
Também é utilizado em infec¢cBes experimentais (ex: Trypanosoma cruzi) na avaliacdo

de ensaios de imunoprofilaxia, imunoterapia ou testes com farmacos (141).

Figura 22: Imagem de Macaca fasciculares. Fonte: (141).
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Saimiri spp. séo originarios da América Latina e medem cerca de 30 cm. Possui
uma coloracgao cinza-oliva-amarelada nas partes superiores e branco-amareladas nas
inferiores (Figura 23). Em ensaios experimentais, sdo muito utilizados principalmente
em estudos de vacina para malaria (de acordo com a OMS). Por apresentarem

dimensdes menores, sdo mais vantajosos em termos de infraestrutura (141).

Figura 23: Fotografia de Saimiri sp. Fonte: (141)

Callithrix sp. (hibrido de C. jacchus e C. penicillata) compreende primatas,
conhecidos popularmente como saguis (figura 24), esses PNHs séo originarios da
Mata Atlantica nordestina, sdo insetivoros, frugiveros, também alimentam-se de
exsudatos vegetais. Seu tamanho varia de 20,5 cm para os machos e 21,8 cm para
as fémeas (142; 143). Além disso, o0 peso corporal da femea € de cerca de 322g e do
macho de 317,9 g (142; 144). No Rio de Janeiro esses PNHs sdo considerados
espécies invasoras e sao responsaveis pela reducdo das populacdes nativas como

no caso do mico-ledo dourado (142).
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Figura 24: Fotografia de Callithrix spp. Fonte: (142)

A onipresenca de AVLs na natureza pode possibilitar a infec¢éo e a colonizacao
de animais domésticos e selvagens por meio do contato direto com o solo ou cole¢fes
de agua contaminadas ou ainda por meio de alimentos contaminados. Assim, tanto o
ser humano quanto outros animais quando expostos a determinadas espécies ou
cepas com potencial patogénico, estdo sob o risco de desenvolver um quadro
infeccioso que pode culminar em letalidade. Desta forma, a presenga de AVLS no
microbioma intestinal precisa ser melhor investigada, devido a sua importancia para a

saude publica.

JUSTIFICATIVA

Notoriamente as AVLs apresentam inestimada relevancia médico-veterinaria.
Estes protozoarios sdo responsaveis por doencas graves (ceratite) e letais
(encefalites) que abrangem uma diversa gama de hospedeiros vertebrados. N&o
somente, sdo organismos carreadores de microrganismos patogénicos. Em alguns
casos a interacdo das AVLs com outros microrganismo pode selecionar genotipos
virulentos de microrganismos e até mesmo proporcionar 0 aumento da viruléncia das
AVLs.

Portanto o tema AVL apresenta varios desdobramentos nas éareas da
infectologia, parasitologia, medicina, veterinaria e farmacéutica. Mesmo assim nao ha

incentivo de estudo para esse tema.
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As doencas causadas por esses protozoarios fazem parte das doencas
negligenciadas, ha uma enorme escassez de trabalhos visando elucidar o papel
desses microrganismos para a comunidade médico-veterinaria, que € justificado pela
“raridade do evento”. Todavia, o numero de casos vem aumentando em paralelo com
o crescimento dos estudos, desta forma surge a davida: As infec¢des por AVLs, sao
eventos raros ou sub-notificados?

A escassez de estudos acarreta despreparo dos profissionais, tanto médicos e
veterindrios na elucidacdo do diagndéstico clinico, quanto os dos técnicos em
laboratorio, na concluséo do diagndstico laboratorial. Isso contribui para 0 aumento na
mortalidade (no caso das encefalites amebianas) e por outro lado contribui para a
subnotificagao.

Quanto a presenca de AVLs em fezes, a escassez de trabalhos aumenta
consideravelmente, sabe-se que a interacdo microrganismos-intestino pode gerar
inumeros desdobramentos. O intestino apresenta uma infinidade de células imunes
pro-inflamatérias e outras reguladoras, essas células sédo responsaveis por gerar
homeostase, regulando a interacdo entre microrganismos intestinais e o hospedeiro.
Desta forma o papel das AVLs no microbioma intestinal é completamente
desconhecido.

Os PNHs séo susceptiveis as infeccdes por AVLs, o cativeiro por si s6 constitui
um meio estressante, o qual impacta a imunidade e salde dos animais, portanto a
presenca de AVLs no microbioma intestinal destes primatas, pode significar um risco
a sua saude. Seja por acdo direta das amebas ou pela acdo de endossimbiontes
(carreados pelas amebas).

Por esses motivos, a caracterizacdo morfologia, tanto pela microscopia de
contraste de fase, quanto pelo emprego de coloragcbes, constitui uma importante
ferramenta para o diagnostico das infeccbes causadas pelas AVLs, tanto no
microbioba intestinal quanto em casos de encefalite por exemplo. Desta forma, esse
estudo serve de fomento para pesquisas mais aprofundadas na caracterizacao

morfologica das AVLs e seu emprego nos diagnosticos laboratoriais.

33



3- HIPOTESE

A hipétese a ser verificada neste estudo é que O diagnostico morfolégico
empregando coloracdo permanente (Giemsa, Panético e Tricrdbmio) apresenta um
bom desempenho como teste de triagem para o diagnéstico e monitoramento de

AVLs no trato gastrointestinal.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Realizar a caracterizagdo morfolégica e molecular de amebas de vida livres

isoladas do microbioma intestinal de primatas ndo humanos.

4.2 Objetivos Especificos

1. Isolar e estabelecer o cultivo de AVLs presentes nas fezes de PNHs empregando

cultivo bifasico e axénico;

2. Avaliar diferentes técnicas de coloracdo para a caracterizacdo morfolégica das

formas cisticas e dos trofozoitos de AVLs;
3. Identificar o genéro dos isolados por meio de critérios morfolégicos;
4. Estabelecer protocolos de identificacdo molecular dos géneros de AVLs isolados;

5. Classificar os isolados por paramétros morfoldgicos e por seqiienciamento parcial

dos produtos amplificados pelos alvos acima.

35



5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Amostragem

Neste estudo, foram coletadas 101 amostras de fezes de PNHs de cativeiro e
de vida livre. Destas, 96 amostras de fezes e/ou lavados retais foram coletadas no
servico de Criagdo de Primatas ndo Humanos (SCPrim) do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia em Biomodelos (ICTB, Fiocruz). sendo que 85 de M. mulatta, 10 de S.
sciureus e uma S. ustus. Os PNHs vivem em recintos coletivos, em grupos familiares,
somente os que fazem parte de algum projeto de pesquisa, vivem isolados.

Os recintos (gaiolGes) apresentam 36 m? de area e 3,5 m de altura, onde sdo
dispostos poleiros, tambores, troncos de arvores e brinquedos trocados
periodicamente de acordo com o Programa de Enriquecimento Ambiental, o chdo é
recoberto com maravalha autoclavada. Os recintos se localizam em ambiente
arborizado, de iluminag&o natural, com temperatura ambiente ndo controlada (141).
Além destes, existem recintos tipo sede, que apresentam ambiente controlado e
fechado. Das 85 amostras de M. mulatta, 17 viviem em recintos tipo sede.

As amostras fecais foram coletadas exclusivamente por veterinarios e/ou
técnicos diretamente do recinto ou das gaiolas individuais. Além disso, durante o
exame clinico individual realizado periodicamente no SCPrim foram coletados lavados
retais do PNHSs, apds serem anestesiados.

Além destas, foram coletadas cinco amostras de Callithrix sp. de vida livre, da
Estacdo Bioldégica FIOCRUZ Mata Atlantica e do entorno de Jacarepagua, Rio de
Janeiro (EFMA, 22°56'25" S, 43°24' 18" O). Estes PNHSs séo capturados e submetidos
a eutanasia para avaliacdo dos fatores de risco e da ocorréncia de zoonoses. As
amostras fecais foram coletadas diretamente do intestino destes PNHs, apds o
sacrificio.

Todos os animais utilizados neste estudo foram tratados de acordo com as
diretrizes definidas pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Fundag&o Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro, Brasil e foi aprovado sob as pelas licencas, CEUA/FIOCRUZ-
LW5-16 e LW-57/19.

5.2 Preparo das amostras
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As amostras fecais foram coletadas em tubos Falcon de 50 mL, estéries. Estes
foram acondionados em isopores com gelo, para preservacdo das amostras e
transportados ao laboratorio, onde as amostras foram imediatamente processadas. O
transporte foi realizado de acordo com as normas de biosseguranga, e com intervalo
maximo de 30 minutos entre a coleta e o inicio do processamento das amostras.

Cerca de 2 gramas de fezes foram homogeneizadas em 2 mL de tampao
fosfato salino (PBS) (137 mM NaCl, 10 mM NazHPO4, 2,7 mM KCI, 2 mM KH2PO4 -
pH 7,4).

5.3 Cultivo das amostras

Para o cultivo das fezes, foram adicionados 200 uL de fezes previamente
diluidas em PBS ao meio bifasico (agar ndo nutriente, contendo como fase liquida, o
meio PAGE) (33). O meio PAGE é composto por 2 mM cloreto de sédio (NaCl), 0,033
mM sulfato de magnésio (MgSOs), 1 mM hidrogenofosfato dissodico anidro
(HNaz204P), 1 mM fosfato monopotéassico (KH2PO4) e 0,1 mM cloreto de célcio (CaClz).

As culturas foram mantidas a temperatura ambiente de 27°C. O crescimento
amebiano foi monitorado diariamente durante 30 dias, por meio da observagdo em
microscopio invertido com contraste de fase. A cada sete dias foram realizadas etapas
de lavagem com meio PAGE, para evitar o crescimento de fungos. Apds 30 dias de
cultivo, as amostras negativas foram descartadas. Aquelas onde foi observada
presenca de AVLs foram novamente semeadas em meio bifasico e aliquotas de cada
cultivo foram lavadas em PBS e congeladas a -20°C para posterior analise molecular.

As culturas positivas foram repicadas para uma nova placa contendo o agar-
PAGE coberto com uma suspensdo de E. coli vivas. Para isso, com auxilio do
microscépio invertido, uma pequena area contendo trofozoitos ou cistos, foi
demarcada com uma caneta esferografica permanente (Figura 25). Posteriormente, o
agar-PAGE da area demarcada, contendo os amebideos, foi transferido com auxilio
de uma alca bacteriana e/ou agulha, para uma nova placa contendo as bactérias. Esse
procedimento foi repetido 10 vezes (10 passagens) a cada trés dias. Apos 10
passagens, foram entéo realizados mais 10 repiques, mas dessa vez em placas de
agar-PAGE recobertas com solucéo de bactérias inativadas/mortas pelo calor (100°C

por 20 min).
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Figura 25: Cultivo em placa de Petri contendo agar-PAGE. A marcagédo com caneta
pilot verde demarca o local com amebideos de onde seré realizado o repique.

Fonte: Autoria propria.

Para manutencdo das células e reducao do espaco, apds 20 passagens, as
placas de petri foram substituidas por tubos de vidro de 5 mL. Para isso, um pequeno
fragmento de 4gar contendo os amebideos foi transferido para um tubo de vidro estéril
contendo 3 mL de meio PAGE e 2 mL de solugéo de E. coli inativadas previamente
pelo calor. A cultura foi mantida em estufa a 27°C, durante o periodo de 30 dias.
Posteriormente, as amebas foram repicadas para um novo frasco contendo
novamente o meio PAGE acrescido de bactérias inativadas.

As etapas de estudo a partir do isolamento dos amebideos esta representada

no fluxograma abaixo (Figura 26).

Microscopia

Placa de extensao

Placa de isolamento pummmmms  (com bactérias Biologia molecular
mortas)

Cultivo de
manutencdo (com
bactérias mortas)
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Figura 26: Fluxograma de trabalho mostrando as etapas do isolamento e

identificacdo de Amebas de Vida Livre

5.4 Padronizacédo de protocolos de axenizacao dos isolados

Para obtermos culturas de amebas puras, livres de contaminantes, foram

utilizados trés diferentes protocolos de axenizagao.

5.4.1 Axenizacao por meio de filtracao

As placas com maior quantidade de cistos, obtidos naturalmente apds quatro
ou cinco dias em cultura de agar PAGE, foram colocadas no gelo por 15 min para o
desprendimento dos cistos da matriz de agar. Cerca de 2 mL da parte liquida (meio
PAGE) contendo os cistos em suspenséo foi transferida para um sistema de filtracao
contendo uma membrana com porosidade de 8 um (145). A membrana foi lavada
repetidamente com solucéo de PAGE e o liquido foi semeado em meio Nelson (extrato

de figado bovino 1 g/L, 5,5 mM de glicose)

5.4.2 Axenizacao apos incubacao com HCI

As placas contendo cistos de AVLs foram incubadas em gelo por 15 min para
desprendimento dos amebideos. Apés esta etapa, os cistos flutuantes na parte liquida
do meio PAGE foram transferidos para microtubos e centrifugados a 2200 x g por 5
min. O sobredante foi descartado e ao sedimento foi acrescido uma solugéao de HCl a
3%. O microtubo foi vedado com parafilme e incubado a 37°C, overnight. Em seguida,
o sobrenadante foi transferido para uma garrafa de cultura, contendo meio Nelson
suplementado com soro fetal bovino (SFB), 10% de penincilina e streptomicina a 100
png/mL (145, 146).
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5.4.3 Axenizacao ap0s a adicao de antifungicos

Foram testados sete antifungicos: fluconazol, voriconazol, micafungina,
caspafungina, itraconazol e terfabinina. As amostras foram semeadas em placas
contendo agar PAGE acrescido de E. coli previamente mortas na presenca dos
antifangicos supracitados nas seguintes concentracdes: 2 ug/mL para fluconazol; 1,6
pg/mL para voriconazol, itraconazol e trefabinina; 0,8 pg/mL para caspafungina e
micafungina. Apos sete dias, um fragmento do gel, contendo trofozoitos foi transferido
para uma garrafa de cultura contendo 5 mL de meio Nelson ou meio PYG
(meio proteose-peptona) e SFB a 10%. O meio PYG é composto por: 20 g/L peptona,
2 g/L extrato de levedo, 8,16 mM sulfato de Magnésio (MgS0Oa), 0,41mM cloreto de
calcio (CaCl2.2H20), 3,8mM citrato de sodio (NasCsHs07), 1,3mM sulfato de ferro
(FeSO0a), 2,5mM fosfato de potassio (KH2PO4), 2,5mM fosfato de sodio (NaH2PO4) e
50 mM glicose (CsH1206).

5.5 Caracterizagdo morfologica dos isolados obtidos

As caracteristicas morfologicas foram avaliadas por meio de microscopia direta
das culturas em placa de Petri empregando o microscoépio invertido, por meio do
contraste de fase. As caracteristicas avaliadas foram as seguintes: formato celular,
tipo de pseuddpode (loboépode ou acantopddio), nucleo, citoplasma, vacuolo pulsatil e
vacuolos digestivos. Além disso, as caracteristicas morfologicas foram avaliadas apos
a coloracao com as seguintes técnicas: Pandticoe, Giemsa e Tricrdmio de Masson em
microscépio Optico em objetiva de imerséo (100 X) e fotodocumentadas através de
cameras digitais de 13 e 48 Mp.

5.5.1 Fixagdo das amostras

A preservagdo da morfologia das AVLs foi realizada com os fixadores:
formaldeido a 4%, metanol absoluto e Schaudinn (que é composto por cloreto de
mercurio-1l, alcool etilico, glicerina e acido acético glacial). Inicialmente, os trofozoitos
ou cistos foram raspados da superficie do agar, com auxilio de uma alga bacterioldgica

e homogeinizados em meio PAGE.
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As células em suspensédo foram transferidas para microtubos que foram
centrifugados a 2200 x g por 5 min. Posteriormente, o sedimento foi homogeneizado
com formaldeido a 4% em PBS e incubado durante 30 min a 37°C. Apoés a fixacao, as
amostras foram lavadas em agua destilada, quatro vezes, por centrifugacdo a 3000 x
g por 10 min. Em seguida, foram feitos esfregacos em laminas de microscopia,
previamente limpas e desengorduradas em solucdo de alcool-éter (1:1) por pelo
menos 5 min. Os esfregacos secaram a temperatura ambiente, e posteriormente
receberam um banho de metanol absoluto para aderéncia da amostra a sua superficie
da lamina.

Para fixacdo com metanol, as células foram raspadas da superficie do agar,
com auxilio de uma alga bacteriolégica e homogeinizados em meio PAGE.

As células em suspensdo foram transferidas para microtubos que foram
centrifugados a 2200 x g por 5 min. o sobrenadante foi descartado e os trofozoitas
resuspendidos em 100 yuL de PAGE. Posteriormente foram realizados esfregacos,
conforme descrito anteriormente, estes foram imergidos em metanol absoluto por 5

mim.

5.5.2 Padronizacdo das técnicas de coloracédo

Para a coloracdo de Giemsa foram utilizadas diferentes diluicdes do corante
em PBS; foram elas: 1:25, 1:50 e 1:100. Para o tempo de coloracao, foram testados
os tempos de 5, 10, 15 e 20 min.

Para a coloracdo com o kit comercial Panoéticoe foram testados diferentes
tempos, variando de 1 a 10 seg. Sequencialmente, as laminas foram imersas nas
solucdes de triariimetano a 0,1% (fixador), solucdo de xantenos a 0,1% (corante acido)
e solucao de tiazinas a 0,1% (corante basico).

A coloracdo com Tricromio de Manson foi realizada seguindo o protocolo
descrito previamente (128). Os esfregacos foram fixados com Schaudinn por 1 h,
seguido por lavagem das laminas em agua corrente. Posteriormente as laminas foram
imersas nas solu¢gdes subsequentes: alcool a 95% iodado (1 min), alcool a 70% (1

min), corante Tricromio (6 min) e alcool-acido (5 seg). Em seguida, foram desidratadas
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com banhos de alcool a 95% seguido de alcool absoluto (3 X) e xilol. Apds a secagem,

as laminas foram seladas com a resina acrilica Eukitt (Sigma Aldrich).

5.6 Caracterizacdo molecular e analise filogenética dos isolados

5.6.1 Extrac&do de DNA

Para tanto, trofozoitos e cistos foram gentilmente raspados do agar com auxilio
de uma alca bacteriolégica e homogeinizados em 1 mL de solucdo de PAGE.
Posteriormente, as amostras foram congeladas a -20°C e mantidas até a etapa de
extracdo de DNA.

O DNA gendmico foi obtido utilizando o kit de extracdo de DNA Genomic DNA
Purifications Kit (Invitrogen). Ao tubo contendo 200 ul de amostra foi adicionado uma
solucéo de lise (200 pl de solugéo de lise, 50 pul de EDTA a 0,5 M, 20 pl de Proteinase
K) seguido de uma etapa de incubacdo a 55°C por uma hora, e posteriormente
adicionou-se 5 pl de RNase A. Apds centrifugacéo, o sobrenadante foi transferido para
uma microcoluna em um tubo coletor e centrifugado a 13000 x g por 3 min. O tubo
coletor foi substituido e foram adicionados 650 pl de solu¢cdo de lavagem e
posteriormente centrifugados a 13000 x g por 1 min. Essa etapa foi repetida mais trés
vezes, sendo que na Ultima etapa a centrifugacéo foi realizada por dois minutos. Apos
as etapas de lavagem, a microcoluna foi transferida para um tubo de 1,5 mL e foi
adicionado 250 pl de 4gua livre de nucleases. Os tubos foram centrifugados a 13000
X g por 1 min, a micro-coluna foi descartada e o DNA eluido foi congelado a -20°C.

5.6.2 Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR) convencional

Para as reacbOes de amplificacdo pela polimerase (PCR) convencional foi
utilizado o alvo molecular (18S) especifico para os géneros Acanthamoeba, Vannella,
Vermamoeba, Naegleria e Balamuthia, descritos na literatura (30, 147; 148; 149, 150),
e apresentados na tabela 3. Os primers originalmente descritos para o género

Naegleria, com alvo molecular ITS, também amplifica o género Vahlkampfia spp.
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(151). Por sua vez os primers Nal e Na2 descritos por Nazar e cols. (2012), amplifica

0s géneros Vannella spp. e Vermamoeba spp. (152).

Tabela 3. Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados neste estudo

AVLs Sequéncias Alvos
Acanthamoeb | JDP1 5- GGCCCAGATCGTTTACCGTGAA-3 SSU-rRNA
aspp. JDP2 5- TCTCACAAGCTGCTAGGGAGTCA-3
Balamuthia | BalamF 5- CGCATGTATGAAGAAGACCA-3’ Mitocondrial
mandrilaris BalamR 5- TTACCTATATAATTGTCGTACCA-3 SSU-rDNA
Naegleria NaegGF 5-GAACCTGCGTAGGGATCATTT-3' ITS
spp. e NaegGR 5’-TTT CTT TTC CTC CCC TTATTA -3
Vahlkampfia
spp.
Naegleria NaegFl_F 5’- TTCCGAACCCACTCAATAAA -3’ SSU-rRNA
fowleri NaegFl R 5 - TTCCGAACCCTTAAAACCTC -3
Universal LCO-5- GCTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3'
HCO2-5-TAAACTTCAGGGTGACCAAA AAATCA-3' col
Vannella spp. | NA1_F5-GCTCCAATAGCGTATATTAA-3'
e NA2_ R5-AGAAAGAGCTATCAATCTGT-3' SSU-rRNA
Vermamoeba
spp.

O volume da reagéo para cada alvo foi de 50 ul, contendo: tampéao 20 mM Tris-
HCI pH 8,4; 50 mM KCI, 0,2 mM de cada nucleotideo (ANTPs); 1,5 mM de MgClz, 1 U
de Tag DNA polimerase (DNA Platinum polimerase, Invitrogen Life Technologies,
USA), 0,04% de albumina de soro bovino (BSA-Sigma Chem. Co. USA) e 3 uL do
DNA extraido. As amplificacdes foram realizadas em 35 ciclos, com uma etapa de
desnaturacao inicial de 95 °C/ 1 min, seguido de uma etapa de anelamento de 56°C,
58°C, 60°C e 61°C por /45 seqg, para os géneros Acanthamoeba spp., Balamuthia,
Naegleria e Vannella respectivamente e etapas de extensées por 72°C/ 1 min. Antes
do primeiro ciclo, foi realizada uma etapa de desnaturacéo inicial por 95°C por 5 min
e, apos o ultimo ciclo, uma etapa de extensao final de 72°C por 7 min. Para o alvo
Citocromo oxidase | (COl) foi utilizado na reagédo 2,5 mM de MgClz e 50°C /30 seg
para a temperatura de anelamento. Os ciclos das PCRs foram realizados no
equipamento Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, USA)

Em todas as PCR foi utilizado H20 MilliQ no lugar do DNA molde como controle
negativo. Para Acanthamoeba spp., em cada reacgao foi utilizado um controle positivo,

DNA gendmico de uma cultura axénica de Acanthamoeba castelanni gentiimente
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cedida pela Prof Dra. Marilise Brittes Rott da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul.

5.6.3 Deteccéo do produto amplificado

Para visualizacdo do produto amplificado, foi utilizado gel de agarose a 1,5%
em solucédo de TBE (1,1 M Tris; 0,9 M acido bérico; 25 mM EDTA, pH 8,3). Em cada
corrida foram aplicados ao gel uma mistura contendo: 6 pl do produto amplificado, 2
ul de Gel Red (diluicdo de 1:500). Como padrédo de massa molecular foram aplicados
5 ul de DNA ladder — Thermo Scientific, 1 kb, acrescidos a 2 uL de gel red e 2 pL de
loading dye. A eletroforese foi realizada em uma cuba de eletroforese a 80 V por 60
min. Os fragmentos amplificados foram visualizados no transiluminador (UV
transluminador, Major Science) foram amplificados fragmentos de 500 pares de base
para Acanthamoeba e 800pb para Vermamoeba/ Vannella. Posteriormente foram

fotodocumentados com camera digital.

5.6.4 Purificacdo do produto amplificado e sequenciamento de DNA

Os produtos amplificados pela PCR foram purificados pelo kit Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega). Ao microtubo contendo o produto amplificado
foi adicionado o mesmo volume de solugcdo de ligagcdo (Binding solution). Para
algumas amostras utilizamos a estratégia de cortar o fragmento amplificado do gel de
agarose, para o processo de purificacdo. Para tanto, a banda esperada evidenciada
no gel de agarose, foi recortada com auxilio de uma espéatula metdlica e transferidos
para um microtubo de 1,5 mL, posteriormente os fragmentos foram pesados, e para
cada 10 mg de agarore foram adicionados 10 pL da solucdo de ligagdo (Binding
solution). O tubo contendo o fragmento em solucéo de ligacao foi incubado a 65°C,
em um termobloco, até a completa dissolu¢do da agarose, resultando em uma solucéo
homogénea. Tanto o produto amplificado quanto a solucdo obtida a partir do gel
excisado foram transferidos para microcolunas inseridas em tubo coletor, seguida de
uma etapa de centrifugacdo a 13000 x g por 1 min. O material do tubo coletor foi
descartado e adicionou-se 700 ul de solucdo de lavagem a microcoluna, seguida de
uma nova etapa de centrifugacdo a 16000 x g por 5 min. Posteriormente, 0 microtubo
coletor foi substituido e 500 pL da solugcdo de lavagem foram colocados na
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microcoluna, que foi novamente centrifugada a 16000 x g por 5 min. Para a
evaporacao total de residuos de etanol, a microcoluna foi centrifugada por 16000 x g
por 1 min. Por fim, para eluicdo do DNA purificado, foi acrescentado 50 pL de agua
livre de nucleases a microcoluna inserida em um microtubo de 1,5 mL, seguido de
uma etapa de centrifugacdo de 16000 x g por 1 min.

O produto amplificado purificado foi submetido a reacdo de sequenciamento
utilizando o kit ABI Prism TM Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA). A corrida eletroforética em capilar foi realizada no
sequenciador de DNA automatico da AB 3730 (AppliedBiosystems, Foster CA, USA),
da plataforma de sequenciamento PDTIS/FIOCRUZ.

As sequéncias nucleotidicas obtidas em forma de eletroferograma foram
analisadas no programa DNASTAR SegqMan (DNASTAR Inc., Madison, Wis WI) e
editadas manualmente para a obtencdo das sequéncias consensos. A busca pela
identidade das sequéncias foi realizada usando a busca no banco de dados publico
Genbank através do alinhamento local utilizando o servidor BLAST 2.0 (Basic Local
Alignement Search Tool) do National Center for Biotechnology Information (NCBI) da
Biblioteca Nacional de Medicina do NIH (National Institute of Health), Maryland, EUA

(blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

6. RESULTADOS

Do total de 96 amostras analisadas oriundas de PNHs de cativeiro, 41 (42,7%)
foram positivas para amebas de vida livre. Destas, 15 (36,6%) apresentaram
trofozoitos com acantopdédios e cistos poligonais, morfologia sugestiva de
Acanthamoeba spp., 14 amostras (34,1%) apresentaram trofozoitos com lobopddios
unidirecionais e cistos arredondados. Dez (24,4%) amostras apresentaram ambas as
morfologias e destas, duas apresentaram também trofozoitos em forma de leque e
formas flutuantes (tipicos do género Vannela). Além disso em trés isolados, foram
encontradas formas flageladas do género Naegleria. Duas amostras (4,9%)
apresentaram trofozoitos com lobopddios e trofozoitos alongados (sugestivos do

género Vermamoeba /Hartmannella).
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Das cinco amostras de Callithrix spp., todas foram positivas para AVLs, sendo
gue duas (40%) apresentavam trofozoitos com acantopdédios e cistos poligonais. Num
isolado (20%) foi evidenciado trofozoitos com lobopddios e cistos arredondados; duas
(40%) apresentavam as duas morfologias e formas flageladas.

Considerando os dois grupos os primatas de cativeiro, e os de vida livre, 46
amostras (45,5%) foram positivas para AVLs, sendo: 17 (36,9%) para Acanthamoeba
spp., 15 (32,6%) para trofozoitas com lobopddios e 12 (26,1%) amostas mistas e duas
amostras (4,4%) mistas (trofozoitas com lobopddios e trofozoitas com morfologia
sugestiva de Vermamoeba spp.).

Uma grande diversidade de AVLs presentes no trato gastrointestinal de PNHs
foi observada em meio de cultura bifasico, agar-PAGE, acrescido de bactérias (E. coli).
Com base na avaliacao citomorfolégica das AVLs, por meio da analise em microscopia
de campo claro, foram evidenciados trofozoitos com projecdes filamentosas na
membrana plasmatica em forma de espinhos superficiais, denominados
acantapaodios, trofozoitos com formato de leque, com formato de “lesma”, trofozoitos
flagelados e amebas com formato arbéreo. Além disso, foram visualizados cistos
arredondados, uninucleados com ectocistos evidentes, além de cistos com formato

regular, poligonais, estrelados, sugestivos do género Acanthamoeba (Figura 27).

Figura 27: Microscopia 6ptica evidenciando a diversidade de Amebas de Vida Livre
presentes no trato gastrointestinal de primatas ndo humanos; A e B- trofozoitos
apresentando acantopédios, com morfologia sugestiva do género Acanthamoeba; C-
trofozoito em forma de leque, morfologia sugestiva do género Vannella; D, E e F-

46



forma flagelada sugestiva do género Naegleria; G- cistos arredondados; H- amostra
mista apresentando cistos arredondados e poligonais; |- cistos poligonais e estrelado,
sugestivos do género Acanthamoeba. Ampliacdes de 400x (A, B, C, D, F, G, H, ) e
1000x (E).

A analise das AVLs por meio da microscopia 6ptica de campo claro permitiu,
em tempo real, a observacao de processos celulares vitais como: processo de divisdo
celular, observacdo dos movimentos amebdides, processo de exflagelacdo e o
movimento do vacuolo contratil.

Durante a fissdo binaria simples observamos a presenca de ndcleos
localizados em polos opostos da célula, a invaginacdo da membrana, o alongamento
da célula até o rompimento celular em duas células filhas (Figura 28). Este processo

foi acompanhado em aumento de 400X.
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Figura 28: Fotomicrografias 6pticas mostrando a forma trofozoitica em processo de
divisdo celular. Ampliagdo de 400 x. A, B e C- polarizagdo dos nucleos; D e E-
invaginacao da membrana citoplasmatica; F- final do processo de divisao celular.

Por sua vez, durante a analise microscépica em objetiva de imerséo (100 x) foi
observada a atividade do vacuolo contratil no citoplasma de uma AVL. Essa organela
€ responsavel pela osmorregulacdo, indicando a hipotonicidade do meio de cultura
(Figura 29).

Figura 29: Microscopia Optica direta, em foco formacdo e contragcdo do vacuolo
contréatil de uma Ameba de Vida Livre. A seta indica o vacuolo contratil. A e B: inicio
da abertura do vacuolo; C: vacuolo totalmente aberto; D: vacuolo fechado. Ampliacédo
de 1000 x.
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O processo de exflagelacdo, uma particularidade exclusiva do género
Naegleria foi observada logo ap6s a emissao de pseudépodes seguida da liberacao e

emisséo de dois flagelos (Figura 30).

Figura 30: Microscopia Optica de campo claro mostrando trofozoito de Naegleria spp.
(A) trofozoito; (B e C) trofozoitos com flagelos; (D) trofozoito com formato eliptico e
apresentando flagelo mais alongado. F- flagelo; N- nucleo; e V vacuolo. Ampliacédo de
1000x

Por sua vez, a anéalise microscépica usando contraste de fase possibilitou uma
maior contrastacdo da citomorfologia das AVLs. Principalmente a nitidez dos
acantopodios (Figura 31- A e B) quando comparado com a microscopia Optica de
campo claro (figura 31- D). Desta forma a microscopia de contraste de fase pode ser

uma importante ferramenta de diagnostico na identificacéo de géneros de AVLs.
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Figura 31: Diferentes formas trofozoitos de Amebas de Vida Livre, isoladas de fezes
de primatas ndo humanos, evidenciadas em microscopia de contraste de fase (A, B e
C) e campo claro (D). A e B- trofozoitos exibindo acantopddios; C- trofozoito em forma
de leque; D- célula com fomato alongado. Ampliacdo de 400x.

Além disso, AVLs com formato arbéreo foram observadas durante a analise
microscopica usando contraste diferencial. Inicialmente, essas AVLs foram
confundidas com micélios de fungo, pelo seu aspecto, formato e tamanho. Porém,
observou-se fagocitose de cistos menores, fluxo de vesiculas e prolongamentos
citoplasmaticos. Assim como, foi possivel perceber uma movimentacéo lenta e a

formacao de pseudopodes (Figura 32).
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Figura 32: Microscopia Optica evidenciando amebas com formato arbéreo,
fagocitando cistos de outras amebas, indicados pela seta. Aumento de 200 (D) e 400X
(A,B,C,EekF).

A microscopia de luz usando contraste de fase facilitou a identificacéo de cistos
de AVLs. Foram observados cistos arredondados com ectocisto hialino e refringente
em relacdo ao endocisto. Todavia, ndo foi possivel sugerir 0 género através da
morfologia destes cistos, pois Naegleria spp., Vannella spp., Vermamoeba spp. e
algumas espécies de Acanthamoeba, apresentam cistos arredondados. Além disso,
foram observados cistos poligonais, e estrelados, sugestivos do género

Acanthamoeba (Figura 33).
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Figura 33: Formas cisticas encontradas nas amostras de fezes de primatas nao
humanos evidenciados por DIC. A- cistos arredondados; B- cistos poligonais e
estrelado, sugestivos do género Acanthamoeba; C- Ectocisto (EC) e endocisto (ED).
Ampliacdo de 400 x.

Nao foi possivel realizar axeniza¢des das amostras obtidas quando utilizamos
HCI, antifungicos, filtracdo em membrana para a eliminacao de fungos nas amostras.
Quando analisamos as culturas no microscopio de luz apds sucessivas etapas de
lavagens, néo foi observada a presenca de fungos. Todavia, apds a excisdo de um
fragmento do &gar visualmente sem fungos, houve crescimento exacerbado do
contaminante nos meios PYG e meio Nelson. Por sua vez, as bactérias presentes nas
amostras foram eliminadas utilizando (22 mg/50 L) do antibi6tico de piperacilina/

tazobactan.

6.1 Técnica de coloragdo de Giemsa

Em relacéo as técnicas de coloragéo utilizadas, os melhores resultados obtidos
foram observados com a coloracdo de Giemsa quando utilizamos a fixacdo com
metanol absoluto, por 5 min e a concentragdo do corante de 1/50 por 20 min para 0s
trofozoitos e de 1/100 por 10 min, para os cistos.

Através da coloracdo com Giemsa, as amostras que apresentavam trofozoitos
com projecBes do tipo acantopddios, observou-se a retracdo dos acantopddios e
arredondamento das células. O mesmo resultado foi observado quando utilizamos os
fixadores formaldeido e Schaudinn. Por sua vez, obteve-se uma contrastacdo das
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estruturas internas dos trofozoitos, sendo possivel identificar o nucleo, vacuolos
digestivos e granulacdes citoplasmaticas. Essa coloracdo constrastou o nucleo das
formas flageladas. Entretanto a diferenciacao cromatica entre o citoplasma e o nicleo,
nao ficou muito evidente; ambos apresentaram coloragéo réseo (Figura 34).

l’;

e

Figura 34: Formas flageladas coradas pelo Giemsa. F- flagelo; N- nucleo.
Aumento de 1000 x.

Trofozoitos do género Vannella, corados pelo Giemsa, apresentaram boa
contrastacdo, sendo possivel visualizar o nucleo celular, granulacdes, projecbes
citoplasmaticas e vacuolos. O citoplasma apresentou coloracdo résea (por afinidade
com pigmentos acidos do corente) e o ndleo em tom roxo claro ou escuro (afinidade
com pigmentos bésicos). Através do Giemsa, foi possivel observar formas flutuantes
de Vannella spp., aderidas a lamina e os trofozoitos em “forma de Leque”, na qual

evidenciamos o nucleo (Figura 35).
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Figura 35: Trofozoitos com morfologia sugestiva do género Vannella spp.
corados pelo Giemsa, aumento de 1000 x. A, B, C e D séo formas flutuantes
de Vannella spp, e E e F sao trofozoitos em forma de leque, as setas indicam
0 nucleo.

Por meio da coloragdo de Giemsa foi possivel evidenciar as estruturas das
formas flageladas, onde observamos uma contrastacdo do nudcleo, vacuolos e
flagelos. O processo de exflagelacdo foi acompanhado quando utilizamos o
sobrenadante e a raspagem do agar-PAGE do isolado. Desta forma, trofozoitos em
diversos estagios de exflagelacdo (figura 36) foram fotografados. Os trofozoitos
arrendondados (figura 36-A) comecam a externalizar os flagelos e posteriormente

assumem um formato mais alongado (Figura 36-1).
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Figura 36: Microscopia Optica mostrando trofozoitos sugestivos do género Naegleria,
em diferentes estagios de exflagelacao, corados pelo Giemsa. Ampliacdo de 1000 x.
N representa o nucleo celular; F = flagelo.

Em outras preparacdes, quando utilizamos a coloracdo de Giemsa,
observamos trofozoitos que ndo apresentaram uma morfologia sugestiva a nivel de

género, evidenciamos apenas o nucleo e vacuolos citoplasmaticos (Figura 37).
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Figura 37: Trofozoitos de AVLs corados pelo Giemsa. A, B e C- M. mulatta;
D- S. sciureus. N corresponde ao nucleo e V ao vacuolo.

Os cistos apresentaram maior afinidade pelo Giemsa, em relacdo aos
trofozoitos e os melhores resultados foram obtidos com a diluicdo de 1/100 por 10
minutos (figura 38-B). A diluicdo de 1/100 por 5 minutos promoveu baixa contrastagéo
entre 0 endocisto e ectocisto (figura 38-A) e a concentracdo de 1/50 por 20 mim

ocasionou a hipercoloracédo dos cistos (figura 38-C).

B

Figura 38: Cistos de Amebas de Vida Livre corados pelo Giemsa. A- cistos poligonais
corados com Giemsa a 1/100 por 5 mim; B- cistos poligonais corados com Giemsa a
1/100 por 10 min; C- cistos arredondados, corados pelo Giemsa, diluicdo de 1/50.
Ampliacdo de 1000 x.
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6.1.2 Coloracédo pela Técnica de Panéticoe

Para a técnica comercial Panoético, o melhor tempo de coloracéo foi de um
segundo no fixador (solucdo 1), 10 segundos no corante basofilo (solugcdo 2) e um
segundo no corante acidofilo (solucéo 3). Tempos maiores de exposicao as solugoes,
geraram imagens hipercoradas, ndo podendo distinguir o nucleo e o citoplasma.

A técnica apresentou boa contrastacdo das estruturas celulares: ndcleo,
citoplasma e vacuolos. Além disso, observamos uma maior diferenciagdo entre o
citoplasma e o nucleo das formas trofozoiticas quando comparado com a coloracao
de Giemsa (Figura 39). A imagem da figura 39 representa uma célula amebdide
corada pelo Pandtico mostrando a diferenciacdo cromatica entre ndcleo impregnado
pelo corante baséfilo (réseo), citoplasma impregnado pelos dois corantes,
proporcionando uma coloracgéo violeta e o citoplasma onde se forma o pseuddpode,
com afinidade pelo corante aciddéfilo assumindo uma coloracdo azulada (indicada pela

seta).

Figura 39: Microfotografia de trofozoito de AVL corado pela técnica de Pandtico com
ampliacdo de 1000 X. A seta indica hialoplasma corado pelo corante acidofilo (azul) e N
corresponde ao nucleo.

A coloracdo mostrou-se eficiente para trofozoitos sugestivos do género
Acanthamoeba spp., sendo possivel evidenciar os acantopédios, nucleo e vacuolos

(Figura 40), o citoplasma apresentou afinidade por ambos os corantes, apresentando
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um tom violeta e o0 nucleo apresentou maior afinidade pelo corante aciddfilo,

apresentando um tom roxo.

Figura 40: Trofozoitos com morfologia sugestiva do género Acanthamoeba, corados pelo
Pandtico e ampliados em 1000 X. A, B, C, D e E formas trofozoitas e F cistos e trofozoitas.
As setas indicam os acantopddios e N representa o ndcleo.

Os trofozoitos sugestivos do género Vannella spp., quando corados pelo
Pandtico, apresentaram boa contrastacdo do nucleo e foi possivel observar
granulagbes no interior das células. No entanto apresentaram coloracdo
monocromatica, com afinidade pelo corante acidéfilo, desta forma as células

apresentaram tonalidade azulada, tanto o nucleo, quanto o citoplasma (Figura 41).
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Figura 41: Formas flutuantes (A e B) e trofozoitos em forma de leque (C e D) com
morfologia sugestiva de Vannella spp., corados pelo Panético ampliadas em 1000 X;
N representa o nucleo celular; V o vacuolo e P as projecdes citoplasmaticas.

D

Algumas amostras apresentaram trofozoitos em formato de gota, com
lobopddios unidirecionais, com um nucleo e um vacuolo contratil grande, estas formas
sao sugestivas dos géneros: Vahlkampfia; Saccamoeba e Naegleria spp., ndo sendo
possivel distinguir pela morfologia. A figura 42 mostra os tipos de amebideos

encontrados nas amostras de fezes de PHNs corados pelo Pandtico.

[
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Figura 42: Diferentes morfologias das Amebas de Vida Livre encontradas nas
amostras de fezes de Primatas N&do Humanos. A, B, D e E- M. mulatta; F- S. Sciureus.
N representa o nucleo, V o vacuolo e PF particulas fagocitadas. Ampliagdo de 1000
X.
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A coloracgao pela técnica de Pandticoe, contrastou o endocisto e o ectocisto da
forma cistica e ainda o nucleo celular. O endocisto apresentou afinidade pelos
corantes acidofilos assumindo uma tonalidade azulada, enquanto o ectocisto
apresentou maior afinidade pelo corante basoéfilo assumindo uma coloracdo mais
hialina e résea. A forma flagelada, por sua vez, ndo apresentou bom resultado,
havendo uma baixa contrastacdo das estruturas internas, ndo sendo possivel
identificar o ndcleo celular. A figura 43 ilustra as formas cisticas e as formas

flageladas, coradas pelo Pandtico.

D E F

Figura 43: Formas cisticas e flageladas de AVLs, encontradas nas amostras de fezes de
primatas nao humanos, coradas pelo Pandético. A, B e C representam cistos arredondados. A
figura D e E sdo cistos poligonais sugestivos do género Acanthamoeba; F- representa a forma
flagelada. Ampliacdo de 1000 X.
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6.1.3 Coloracao pelatécnica de Tricromio de Masson

As AVLs coradas pela técnica de Tricrémio de Masson apresentaram coloracao
avermelhada, contrastando com a tonalidade esverdeada dos vacuolos alimentares;
outras células apresentaram coloracéo azulada e os vacuolos em verde. A coloracéo
evidenciou o citoplasma e os vacuolos, porém nao demarcou o nucleo celular (Figura
44).

D E F

Figura 44: Principais formas morfolégicas de trofozoitos de AVLs isolados das fezes de
primatas ndo humanos; A, B, C, D, E e F correspondem a trofozoitos sem morfologia
sugestiva de género. Ampliacdo de 1000 X.

Para as formas cisticas, a coloracdo apresentou boa contrastacdo entre o
endocisto e o ectocisto. Nos cistos arredondados, o endocisto apresentou tonalidade
avermelhada e ecotocisto levemente mais escuro, houve a formacdo de um halo
esverdeado (Figura 45 A), ao redor do cisto, ndo sendo possivel identificar se s&o
proteinas secretadas pela célula ou artefato da coloracéo, isso foi observado em todos
os cistos arredondados. O nucleo celular foi destacado com pouco contraste. Nos
cistos poligonais, o ectocisto apresentou tonalidade verde, enquanto o endocisto
exibiu uma coloracdo azulada. As formas flageladas apresentaram coloracao

monocromatica esverdeada, ndo foi possivel contrastar o nucleo; os flagelos, por sua
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vez, foram bem contrastados, em relacdo ao Pandtico e Giemsa. Na figura 45

observamos as formas cisticas e flagelada, corados pelo Tricrémio.

A B C

Figura 45: Cistos e flagelados corados pelo Tricrémio de Masson. A- cisto arredondado,
encontrado na amostra AG79; B- cistos poligonais referentes a amostra 8117A; C- forma
flagelada encontrada em AM41; N- representa o nlcleo; EC- o ectocisto; ED- o endocisto; F-
o flagelo. Ampliagédo de 1000 X.

6.2 Caracterizagdo molecular dos isolados

Do total de 46 amostras positivas para AVLs de PNHs de cativeiro e vida livre,
em cultivo em agar PAGE, 36 foram submetidas a amplificacdo de DNA por meio da
PCR. Destas, 28 (77,8%) foram PCR positivas para Acanthamoeba spp. amplificando
um fragmento esperado de aproximadamente 500 pb do gene 18S rRNA (figura 46).
10 amostras néo foram testadas devido ao crescimento exacerbado de fungos.

9 10 11 12 13 14

Figura 46: Gel de agarose a 1,5% mostrando o produto amplificado empregando os
iniciadores JPD1/JPD2 para o género Acanthamoeba. P- padrao de massa molecular

de 100 pb; 1 e 14- controles positivos; 2 a 10, 12 e 13 - amostras; 11- branco.
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Das 36 amostras avaliadas na PCR, 33 (91,7%) amostras foram amplificadas
para os géneros Vermamoeba spp. e Vannella spp. (figura 47). Em algumas amostras
é possivel visualizar bandas duplas, o que sugere infeccao mista.

4 56 78 910111213 1415161718 1920 212223 24 25 2627 8 29

Figura 47: Gel de agarose a 1,5% mostrando o produto amplificado empregando o
par de iniciadores NA1/ NA2 — Vermamoeba spp. / Vannella spp. P- padrdo de massa
molecular; 1: Branco da reacéo; 2 -29: amostras.

Observamos a presenca de infeccdo mistas em 25 (69,4%) amostras; houve
amplificacdo de DNA de Acanthamoeba spp. e Vermamoeba spp. /Vannella spp. Em
contrapartida, ndo houve amplificacdo de DNA para Naegleria/Vahlkampfia e B.
manderillaris utilizando os respectivos oligonucleotideos iniciadores para os alvos ITS,
SSu-rDNA e COL.

Das 28 amostras positivas para Acanthamoeba spp., 19 foram sequenciadas e
por meio da ferramenta BLAST identificamos o gendtipo T4 em quatro amostras
[(AM41, AG66, AH51 e AM6) (Anexol)] com percentuais de identidades entre 99%-
100% (NK713911, MT378247, MT378246, MF197422, MF100900, MT378235). Além
destas, em oito amostras obtivemos sequéncias curtas. As demais amostras
apresentaram um padrdo no eletroferograma compativel com infeccdo mista (picos
duplos), sendo necesséario a clonagem molecular para a identificagdo ao nivel de
espécie e/ou genotipos. Por sua vez, os produtos amplificados pelos iniciadores
NA1/NA2 foram sequenciados, todavia, somente uma sequéncia (anexo 2) referente
a amostra AM4 foi identificada como Vermamoeba vermifornis com percentuais de
identidade pela ferramenta BLAST de 99,50% com outras sequéncias depositadas
no Genbank sobre numero de acesso (KX856374.1, KP792393.1, MN238712.1). As
sequéncias obtidas a partir das amostras AC24, AF54, AN26 apresentaram elevados

63


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX856374.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=0TWMC7YV013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP792393.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=0TWMC7YV013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN238712.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=0TWMC7YV013

percentuais de identidade (97%-100%) com sequéncias de clone de amostras nao
cultivaveis depositadas no genbank (GU290115, KY355605).

Os resultados obtidos por meio das analises morfoldgicas e das detecc¢fes de
DNA para os géneros Acanthamoeba spp., Vermamoeba spp. e Vannella spp. estao

sumarizados na tabela abaixo (quadro 1).

Quadro 1. Resultados obtidos nas andalises morfolégicas e moleculares

. Vermamoeba/
D Caracteristicas Acanthamoeba spp. vannella
morfolégicas PCR/Sequenciamento PCR/Sequenciamentomaneto
Callithrix sp. amostras de fezes
FMA100 Lob Positivo Positivo
FMA95 Acant, Lob, Fla Positivo Positivo
FMA96 Acant, Lob, Fla Positivo Positivo
FMA98 Acant NR NR
FMA99 Acant Positivo NR
M. mulatta amostras de fezes (recintos)
81172 Acant, Lob* NR/NR NR
AE112 Acant Positivo Positivo
AE79 Acant Positivo Positivo
AF110 Acant NR/NR NR
AF54 Acant Positivo Positivo
AG161 Acant Positivo Positivo
AH51 Acant Positivo/Genétipo T4 Positivo
AL44 Acant Positivo Positivo
AM4 Acant Positivo Positivo/V. vermiformis
AM6 Acant Positivo/ Positivo
Gendtipo T4
AM41 Acant, FA, Fla, Positivo/ Positivo
Lob,Van* Genotipo T4
AC24 Acant, Lob* Positivo NEGATIVO
AG66 Acant, Lob* Positivo /Genotipo T4 Positivo
AG79 Acant, Lob* Positivo Positivo
AJ22 Acant, Lob* Positivo Positivo
AN23 Acant, Lob* NEGATIVO Positivo
AG34 Acant, AR, Fla, Lob* Positivo Positivo
AD64 Lob PF Positivo
AG44 Lob NR NR
AG56 Lob Positivo Positivo
AJ30 Lob NEGATIVO Positivo
AN22 Lob Positivo PF
AN26 Lob NR Positivo
AN27 Lob NEGATIVO Positivo
AO12 Lob NEGATIVO Positivo
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AJ24 Acant, Fla, Lob, Van* ‘ Positivo ‘ Positivo
M. mulatta (amostras de lavado retal)
AE38 Lob e Ver* NEGATIVO NEGATIVO
AG137 Acant Positivo Positivo
AH70 Acant NR NR
N50 Acant Positivo Positivo
AL41 Acant, Lob* NR NR
AO5 Lob NR NR
AM30 Lob PF Positivo
S. sciureus (amostra de fezes diretamente do recinto)

232 Acant PF Positivo
PB19 Acant NEGATIVO Positivo
PB20 Acant Positivo Positivo
PB4 Lob, Ver NR NR
AB9 Lob Positivo NEGATIVO
AC8 Lob NEGATIVO Positivo
PD2 Lob NR NR
PF38 Lob NEGATIVO Positivo

*~Amostra mista; em negrito, as amostras seqienciadas para Acanthamoeba spp.;
Sublinhadas as amostras de PNHs que vivem em recintos fechados (sede); Acant;
morfologia de Acanthamoeba spp. (trofozoitas emitindo acantopddios e cistos com
formatos poligonais); FA- Trofozoitas com formato arbéreo; Fla- Formas flageladas
(Naegleria spp.); Lob: Trofozoitas emitindo lobopddios e cistos arredondados; Van-
Morfologia de Vannella spp. (Trofozoitas em formato de leque, presenca de formas
flutuantes e cistos arredondados); Ver: morfologia de Vermamoeba spp. (trofozoitas
alongados e cistos arredondados). NR- Nao realizado; PF- amplificacdo positiva fraca.

Das 85 amostras de M. mulatta, 68 eram de PNHs que viviam em recintos abertos,
destas 20 (29,4%) foram positivas para AVLs. 17 amostras sdo de PNHs que vivem
em recitos tipo sede, destas 13 (76,5%) foram positivas para AVLs. Por tanto néo
houve influéncia do ambiente, na positividade de AVLs em fezes de PNHSs.
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7. DISCUSSAO

O alto percentual de AVLs, encontrados neste trabalho, corrobora dados
descritos na literatura. A presenca destes protozodrios em fezes humanas tem sido
demonstrada desde 1984 (153). No ano seguinte de Moura e cols. (1985)
demonstraram que amebas do género Acanthamoeba, isoladas de fezes humanas,
foram capazes de infectar camundongos (4). Posteriormente, este achado foi
confirmado em 2014, onde foram isoladas amebas do género Vermamoeba spp. de
fezes humanas (154). Nao somente, diversos estudos mostram que estes amebideos
podem ser isolados de fezes de diferentes espécies animais, tais como suinos (155),
morcegos (156), esquilos selvagens (157) e até pinguins-reis (158).

O trabalho realizado por Chavatte e cols em 2016 (155), foi de suma importancia
para a compreenséao da coloniza¢éo do intestino de suinos por AVLs, demonstrando
gue as diferentes porcbes do tecido do trato gastrointestinal apresentavam varios
géneros de AVLs. O género Acanthamoeba foi encontrado no estbmago e em todo o
intestino desde o ileo até o reto. Nas fezes foram encontrados Acanthamoeba spp.,
Vermamoeba spp., Vannella spp., Vahlkampfia spp. e Vermamoeba vermiformis. Essa
estratificacdo sugere que alguns amebideos como Acanthamoeba, sdo capazes de
colonizar o trato digestivo de suinos (155). Em comparacéo, o atual trabalho também
encontrou os géneros Acanthamoeba e Vannella em fezes de PNHSs.

AVLs dos géneros: Acanthamoeba spp., Copromyxa spp., Naegleria spp.,
Sappinia spp., Tetramitus spp., Thecamoeba spp., Vahlkampfia spp., Vannella spp. e
Vermamoeba spp. foram encontradas em fezes de morcegos (156). Amebas do
género Acanthamoeba spp., foram isoladas do intestino roedores selvagens, na
Britdnia e na Tunisia (159). Além disso, 0 mesmo género foi também isolado do trato
gastro-intestinal de esquilos selvagens das ilhas Canarias e do Marrocos (157). O
género Paravahlkampfia spp. foi isolado de intestino de lagartos em Washington, em
2003 (160). Na Espanha, um trabalho com répteis dos géneros Gallotia e Tarentola
mostrou a existéncia de amebas dos géneros Acanthamoeba spp., Hartmannella spp.,
Naegleria spp., Vahlkampfia spp., € Vannella spp., nos intestinos destes répteis (161).
Acanthamoeba spp. e Naegleria spp. também foram isolados do conteudo intestinal
de peixes de agua doce, nos Estados Unidos (162). Acanthamoeba spp., Tetramitus

spp., Naegleria spp. Vermamoeba spp. foram isoladas do intestino de girinos de sapo-
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boi, peixes-dourados e tartarugas (163). Todas essas evidéncias, sugerem que as
AVLs possam fazer parte da microbiota intestinal de diferentes hospedeiros.
No atual trabalho demonstramos a presenca de diferentes grupos de AVLs, tanto pela
morfologia quanto pela amplificagdo de DNA. Pela morfologia, identificamos os
géneros Acanthamoeba, Naegleria, Leptomyxa, Vannella e Vermamoeba/
Hartmannella. Pela PCR, confirmamos a presenca de Acanthamoeba, pela
amplificacdo com os iniciadores JDP1 e JDP2. Este par de oligonucleotideos
iniciadores € o mais utilizado na literatura (51, 164) e os protocolos sdo bem
estabelecidos. Além disso, a existéncia de um controle positivo, possibilitou a
padronizacdo da PCR para as nossas condi¢des laboratoriais. Quatro, amostras
apresentaram bandas claras resultado de uma baixa amplificacdo, isso pode ser
explicado pela presenca de inibidores de reacdo. A reacgdo para B. mandrillaris,
também é bem descrita na literatura (148), no entanto ndo houve amplificacdo em
nenhuma das amostras. Para Naegleria, normalmente sao utilizados os alvos
moleculares ITS e SSU-rRNA (149, 151). Todavia, o alvo ITS também é utilizado para
Vahlkampfia spp. (151). Além deste, o oligonucleotideo iniciador para Citocromo
oxidase universal ndo amplificou as amostras positivas para Naegleria spp. No
entanto, ndo foi possivel reproduzir estes resultados, mesmo havendo amostras
positivas para Naegleria visualizados na microscopia éptica. Desta forma é necessario
adiquirir cepas ATCC de Naegleria fowleri e utilizadas como controle positivo,
objetivando padronizar a PCR.

Os iniciadores Nal e Na2 normalmente séo utilizados para Vermamoeba spp.
(30), mas podem também amplificar DNA de Vannella spp. (152). No entanto, a real
porcentagem de Vannella spp. e Vermamoeba spp., nao foi verificada pela reacao de
sequenciamento devido a presenca de picos duplos e a obtencdo de sequéncias
curtas. Somente uma amostra foi identificada como Vermamoeba vermiformis. Por
meio da ferramenta BLAST verificamos um percentual de identidade de 99,50% com
outras sequéncias de V. vermiformis depositadas no Genbank sobre numero de
acesso (KX856374.1, KP792393.1, MN238712.1), isoladas de cole¢cbes hidricas.
Desta forma, para o refinamento dos dados obtidos é necessario a realizagdo da
clonagem molecular ou por diluicdo para que possamos obter uma cultura pura.

Algumas amostras (Dez) nao foram testadas pela PCR, devido ao crescimento

exacerbado de fungos, que impossibilitou o repique para a placa de extensagao. A
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alta concentracao de fungos e bactérias acarreta a inibicdo da reacéo, pela secrecao
de inibidores da PCR, por esses microorganismos. Por esse motivo, nestas 10
amostras foi realizada apenas a anélise morfolégica.

O grupo de PNHs mantidos em recintos fechados, com ambiente controlado
apresentou uma alta taxa de positividade para AVLs, o0 que sugere que a
contaminacdo dos PNHs possa ser devido a ingestdo de agua, ou que esses
microrganismos fagam parte da microbiota intestinal destes primatas. No entanto, sao
necessarios maiores estudos para averiguar isso.

O isolamento de AVLs em fezes de PNHs € um dado pouco descrito; a maioria
dos trabalhos com fezes de primatas concentra 0os estudos apenas em protozoarios
patogénicos e comensais tais como: Giardia spp., Balantidium coli, Blastocystis sp,
Entamoeba coli, Endolimax nana e complexo Entamoeba histolytica (165). Outros
estudos relatam a presenca de helmintos como Trichuris spp. (166). Em 2011,
Gunasekera analisou 85 amostras fecais de primatas de diferentes espécies de um
zooldgico do Sri Lanka, entre elas, Macaca fuscata e Saimiris ciureus. Os protozoarios
diagnosticados neste estudo foram: Balantidium sp., Entamoeba coli, Giardia sp.,
Blastocystis sp. e oocistos de coccidios de Cryptosporidium sp (167).

Recentemente, um estudo com a metagendmica que analisou 11 espécies de
PNHs selvagens (Propithecus verreauxi, Eulemur rufifrons e Microcebus murinus na
Floresta de Kirindy, Madagascar; Pan paniscus em Kokolopori, Republica
Democratica do Congo; Gorila gorila gorilano Parque Nacional Loango,
Gabéo; Macaca leonina, Macaca assamensise Macaca mulatta no Santuério de Vida
Selvagem Phu Khieo, Tailandia; Cercocebus atys atys e Pan troglodytes verus no
Parque Nacional tai, Costa do Marfim; Macaca sylvanus na Affenberg Salem) reportou
a presenca de amebas da familia Acanthamoebidae e Vahlkampfiidae em Macaca
sylvanus, Macaca mulatta, Cercocebus atys atys, Macaca assamensis (168). Para
isso foram utilizados trés pares de primers universais para Eucariotos, com alvo nas
regioes hipervariaveis do gene rRNA 18S.

Apesar da existéncia de pesquisas com metagendémica mostrando a presenca
de Acanthamoeba no trato gastro-intestinal de PNHs, o isolamento e cultivo de AVLs
constitui um novo horizonte, com varios desdobramentos, tanto para as AVLs quanto
para os PNHs. Estudos mostram que a interacdo de Acanthamoeba com bactérias,
promove o aumento da viruléncia de algumas bactérias como Legionella spp. (169).
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Um trabalho com Cryptococcus neoformans, mostrou que sua interagdo com A.
castellani, promoveu o0 aumento da viruléncia deste fungo (170). Outra pesquisa com
fungo do género Fusarium spp. mostrou que sua interacdo com Acanthamoeba foi
capaz de aumentar a sobrevida e a viruléncia de ambos (171). Além disso, diversos
estudos mostram que a interacdo com Acanthamoeba, favorece a ativacao de genes
de resisténcia a antibioticos. Em Campylobacter jejuni, genes envolvidos na sua
resisténcia a predacdo por AVLs também sdo responsaveis pela resisténcia a
antibiéticos (172). Deste modo, a interagdo AVL-microrganismo é um fator de selecao
de microrganismos com genoétipos virulentos, isso tem um impacto negativo tanto para
o homem quanto para outros primatas. Os PNHs que vivem em cativeiro podem
desenvolver gastroenterites bacterianas (173) e estas podem ser agravadas pela
interagcdo com AVLs no trato gastrointestinal (172), ocasionando dificuldades no
tratamento e morte dos animais, acarretando prejuizos para colonias de PNHSs.

Embora ndo sejam descritos casos de infec¢des a nivel intestinal, sabe-se que
0os PNHs sédo susceptiveis a infeccbes por AVLs. Em primatas do género Macacca,
com imunodeficiéncia viral foi relatado quadros de meningoencefalite e pneumonia
por Acanthamoeba (174). Considerando que muitos PNHs séo utilizados para
pesquisas e que o papel das AVLs no microbioma intestinal ainda ndo esta elucidado,
h& a possibilidade, desses adoecerem em decorréncia da acao destes protozoarios.
Mesmo com todos os cuidados e adog¢ao de diretrizes da boa conduta em utilizacéo
de animais de laboratério, o cativeiro por si sO constitui um meio estressante,
consequentemente, favorecendo o aparecimento de doencas nos PNHs (175,176).
Portanto, o adoecimento dos animais em decorréncia do contato com AVLs, seja pela
acao direta no trato digestivo ou pelo contato com fezes contaminadas, ndo constitui
uma utopia e tal possibilidade deve ser considerada.

Por outro lado, o microbioma intestinal destes primatas, pode funcionar como
um fator protetor, contra infeccées por AVLs. O contato desses protozoarios com a
mucosa intestinal, pode levar a ativacédo de células, modulando uma resposta imune
do PNH, contra as AVLs. Um estudo conduzido por Carrasco-Yepes e cols (2014),
mostrou que ao inocular um lisado de N. fowleri juntamente com toxina da célera, em
camundongos, estimulou a producdo de IgA e IgG, e essa resposta protegeu 0s
murinos da infec¢cdo por N. fowleri (177). Outros autores sugerem que infeccdes a

nivel de mucosa nasal, por cepas nao patogénicas de N. fowleri poderiam conferir
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imunidade em humanos (178). Sabe-se que o intestino é um dos maiores 6rgaos do
sistema imune; este Orgdo é frequentemente exposto a antigenos e agentes
imunomodulatérios da dieta e da microbiota comensal e é a porta de entrada para
muitos patdégenos, sua mucosa abriga uma complexa diversidade de células imunes,
tais como macréfagos e linfécitos T e B (179). Uma hipotese a ser investigada é se a
interacdo das AVLs com células da resposta imune presentes na mucosa intestinal
poderia gerar protecdo aos PNHs. Outro questionamento € a possibilidade, dos PNHs
serem dispersores de AVLs para o ambiente. Neste estudo mostramos a presenca de
AVLs em primatas de vida livre (Callithrix spp.); além de ser uma evidéncia que as
AVLs fazem parte da microbiota natural de PNHs, ha a possibilidade destes animais
fazerem a dispersdo de AVLs pelo ambiente.

A metagendmica de 4gua de sistemas de irrigacéo agricola na Europa mostrou
a presenca de AVLs, do género Acanthamoeba spp., Naegleria spp. e a espécie
Vermamoeba vermiformis. Desta forma, esses sistemas podem ser meios de
dispersédo de AVLs, para os alimentos e possivel contaminacdo dos mesmos (180).
Isto sugere que a agua ou alimentos possam ser a fonte de contaminacao do trato
gastrointestinal de PNHs. Embora néo fizesse parte desta pesquisa, realizamos
parcialmente a analise morfoldgica de 10 amostras de bebedouro dos recintos dos
PNHs. Destas, oito foram positivas para os géneros Vannella spp. e Acanthamoeba
spp.. Possivelmente as amebas encontradas nas fezes, sdo provenientes da ingestao
de agua contaminada, no entanto sdo necessarios maiores estudos para averiguar
essa possibilidade.

O elevado percentual de Acanthamoeba spp., isolados das amostras é
compativel com dados da literatura. Este € o género mais frequente em fontes de agua
(14). Saburi e cols. (2017), analisou 236 artigos, destes 38 foram selecionados. Os
autores relataram que o género Acanthamoeba spp. foi 0 mais prevalente em recursos
hidricos (181), sendo o gendtipo T4 o mais reportado, seguidos de T5, T2 e T3. No
presente estudo, encontramos o genotipo T4 nas fezes dos PNHs. Este gendtipo € o
mais isolado, tanto em casos de ceratite, quanto EAG (80, 109, 182, 183, 184), o que
reforca a importancia do presente estudo.

Amebas do género Acanthamoeba spp. foram isoladas da cavidade oral de
pacientes imunossuprimidos de um hospital do Iran, com diagndsticos de hepatite B,

Lupus e diabetes e outros em tratamento com esterdides. Neste trabalho, 13,4% das
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amostras coletadas foram positivas para Acanthamoeba spp. e os isolados pertenciam
aos genotipos T3, T4 e T11 (185). No ano seguinte, no mesmo pais, esse género de
AVL, foi novamente isolado da cavidade oral de pacientes submetidos a hemodiélise,
em um hospital; 4,8% das amostras foram positivas e as amebas isoladas pertenciam
aos genotipos Tl e T4 (186). Em ambos os estudos, o genoétipo T4 foi o mais
prevalente. Ainda no Iran, Acanthamoeba spp. foi isolada da mucosa oral e nasal de
pacientes com HIV. Neste estudo, 7,1% das amostras foram positivas para
Acanthamoeba spp., para os genotipos T4 e T5, sendo o primeiro mais abundante.
Além disso, foi encontrada uma cepa de V. vermiformis (189).

Em 1985, de Moura e cols. demonstraram que os isolados de Acanthamoeba
spp. de fezes humanas (N= 16), foram capazes de infectar camundongos, quando
instiladas nas fossas nasais. Trofozoitos foram obtidos do tecido cerebral e de outros
orgaos dos murinos (4). Neste mesmo trabalho, outros géneros de AVLs, Vahlkampfia
spp., Vermamoeba spp. e Echinamoeba spp. também foram encontrados (4). Embora
haja diferencas, existem muitas semelhangas na microbiota de PNHs e humanos
(190). Desta forma, as evidéncias contidas na literatura corroboram os resultados
obtidos neste trabalho. Acanthamoeba spp. também foi demonstrado em amostras de
fezes humanas, coletadas de pacientes internados em um hospital no Paquistédo
(191).

As amebas com formato arbdreo, encontradas no atual trabalho, provavelmente
sdo pertencentes a familia Leptomyxidae, género Leptomyxa, pois apresentam alta
semelhanca morfolégica com cepas descritas na literatura (91, 98, 192, 193). Este
estudo representa a primeira descricao da presenca destas AVLs em fezes, embora
ainda ndo tenham sido descritas em material fecal, estas amebas s&o encontradas
em diversas fontes de agua (85, 86), solos temperados (86, 87) e até mesmo solo de
deserto (86, 88). No entanto, as amebas com formato arbdreo podem ser pertencentes
a outros géneros como Darbyshirella spp. (218). Desta forma € necessario realizar
sua caracterizacao molecular, através da PCR e do sequenciamento de DNA.

Por sua vez, Vannella spp. foi citado apenas por Chavatte e cols (2016) em fezes
de suinos (155) e, agora em fezes, de PNHs. Este género ja foi descrito em biofilme
(30) e infectando 6rgaos de peixe (184). Além disso, pode ser reservatorio de diversos
microrganismos (96, 152, 196). Interessantemente, em um relato de caso, trofozoitos

de Vannella spp. foram isolados a partir de lentes de contato de uma paciente
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diagnosticada com ceratite. Os experimentos mostraram que a ceratite provavelmente
foi causada por um endossimbionte existente nos trofozoitos isolados (29).

AVLs do género Vermamoeba spp. foram isolados em fezes de suinos, por
Chavatte e cols, em 2016 (155). Neste estudo identificamos V. vermiformis nas fezes
de Macaca mulatta. Esta AVL predomina em ambientes naturais de agua doce e em
biofilmes e também pode causar lesbes de pele e ceratite em humanos (196).

Além disso, neste estudo obtivemos trés sequéncias (amostras AC24, AF54,
AN26) que apresentaram elevados percentuais de identidade (97%-99%) com
sequéncias de clone de amostras nao cultivaveis obtidas por meio de estudos
metagendmicos de colecdo de agua.

Trabalhos de morfologia utilizando coloragbes sdo escassos na literatura; os
poucos estudos nesta area, utilizam contraste de fase. Além disso, ainda hoje a
caracterizacdo dos amebideos € realizada por meio da analise do deslocamento, tipo
de pseuddépode e urdide (91, 94, 192, 197, 198). A identificacdo morfologica pelo
urdide é dificil e nds ndo utilizamos este parametro para a identificacéo. Tais estruturas
nado foram evidenciadas pelas técnicas de coloragéo, pois na maioria das vezes sua
visualizacao é dificil devido a posicéo da célula.

Neste trabalho destacamos a importancia das colorac6es de Giemsa, Panotico
e Tricrdmio para a caracterizacdo morfolégica das AVLs. A maioria dos dados de
literatura referem-se aos isolados de quadros de ceratite e encefalites amebianas
corados pelas coloragcbes de HE, Giemsa e Tricrbmio, para evidenciacdo dos
amebideos nos sitios teciduais da infeccdo em questdo (111, 199, 200, 201, 202, 203).

O isolamento de AVLs em tecidos como cérebro, por exemplo, utliza a
microtomia para a producdo de cortes histolégicos ultrafinos. A microtomia gera
sessdes com cerca de 1 a 10 um, sendo assim muito diferente corar uma célula inteira
com média de 20 um de didmetro como no caso das AVLs isoladas de fezes. A
penetragdo e difusdo do corante € muito divergente nos dois casos.

Imagens de Acanthamoeba spp., B. mandrillaris, N. fowleri e Sappinia spp. e
protocolos de coloracao sao disponibilizados no portal do Centers for Diseases Control
and Prevention (204). As imagens disponiveis sdo oriundas de amostras clinicas
evidenciadas por contraste de fase, cortes histolégicos corados pela HE, pelo
Tricromio (Naegleria spp.) e pela coloracdo de Giemsa (Acanhtamoeba spp.). No

presente estudo, amostras de Acanthamoeba spp. apresentaram acantopodios
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numerosos ao redor de toda a célula, com ndcleo bem evidente e Gnico. Assim como,
as formas flageladas apresentaram formato periniforme, com nucleo bem evidente e
localizado proximo a regido de emersdo dos flagelos apresentando morfologias
compativeis com as imagens de Naegleria spp. disponibilizadas pelo CDC. Além
disso, as formas trofozoitos flageladas apresentaram caracteristicas morfolégicas,
muito semelhantes as cepas de N. fowleri isoladas em um caso de MAP. Tanto pelo
seu formato periniforme e pseuddpode unidirecional, quanto pelo tamanho celular e
pelo nucleo bem definido, Gnico, localizado de forma ndo centralizada (205).

Os resultados da coloracao de Giemsa foram compativeis com outros trabalhos.
Essa técnica foi utilizada por Ng e cols. em 2017, para avaliar o efeito citopatico de
cepas de Acanthamoeba spp., isoladas de quadros de ceratite. Os resultados obtidos
pelos autores sdo compativeis com o atual trabalho, ou seja, com boa visualizacdo
das estruturas internas, como vacuolos e nacleo. Todavia, em ambos os trabalhos,
nao foi possivel evidenciar os acantopédios (183). No atual trabalho, os cistos por
sua vez, tiveram que ser expostos a um tempo menor de coloracdo, devido a maior
impregnacao dos pigmentos. Um trabalho realizado por El-Sayed e cols. em 2015
mostrou que a coloracdo com Giemsa nao foi eficiente na contrastacdo do endocisto
e ectocisto de Acanthamoeba spp. (206).

Apenas com a coloracdo Pandético foi possivel observar os pesoudépodes
delgados (acantopddios), caracteristicos dos trofozoitos do género Acanthamoeba
spp. Para as coloracfes de Giemsa e Tricrdmio, os trofozoitos apresentaram um
formato arredondado, quando corados. Tal fato foi observado por outro estudo que
utilizou diferentes técnicas de microscopia e coloracdo para deteccao de
endossimbiontes em Acanthamoeba spp. (207). Em contrapartida, Matsui e cols.
(2018) observaram acantopédios mesmo apés a etapa de coloracdo com Giemsa.
Todavia, quando os autores utilizaram a coloracédo de HE, ndo foram evidenciados os
acantopodios (111). A retragdo dos acantopddios pode ser um artefato oriundo da
etapa de fixacdo, entretanto, ndo existem estudos que comprovam isso. Uma outra
explicacéo é a retracao dos acantopoédios por conta da formacéo de pre-cistos durante
0 processo de secagem da lamina, antes do processo de fixagdo com metanol. Os
pré-cistos sdo uma resposta imediata dos trofozoitos a um ambiente ndo favoravel,
gue € o ressecamento (208). Aléem disso, a reducéo da temperatura também promove
o arredondamento dos trofozoitos. Em 2011, Ithoi e cols. testaram sete técnicas de

73



coloracdo e conseguiram evitar a retracao dos acantopédios ao realizarem a secagem
das laminas em camara umida a 37°C (209).

Um estudo recente comparou sete diferentes técnicas de coloracdo, dentre elas
o0 Giemsa e o Tricromio (210). Neste trabalho, os autores evidenciaram as estruturas
celulares de diferentes AVLs em todas as coloracdes testados. Comparativamente, o
lugol, azul de algodédo com lactofenol e o corante Giemsa foram as coloracdes que
apresentaram maior praticidade e menor tempo de execucdo. Sendo assim, 0s
autores apontaram o Giemsa como uma boa escolha para coloracdo de amebideos.
Um estudo realizado na Africa do Sul utilizou o Giemsa para corar amostras de
Acanthamoeba spp. e os resultados foram semelhantes ao presente estudo (211). O
mesmo resultado foi observado por Petry e cols., em 2006 (212).

Apesar da coloragdo com Pandtico ser pouco citada na literatura, os resultados
obtidos mostraram que trata se de uma coloracéo rapida e eficiente na contrastacao
do nucleo, citoplasma e vacuolos. Além disso, demonstrou diferenciacdo cromatica
entre estas estruturas. Para cisto, esse foi 0 método de coloragdo com a melhor
contrastacéo entre o endocisto e o ectocisto. A literatura aponta a coloracao de Field
como uma boa técnica para caracterizacdo morfologica dos trofozoitos e cistos de
AVLs (213). Todavia, apesar de serem diferentes, ambas as coloracdes tém como
base o método de coloracdo hematoldgica estabelecida por Romanowsky (azul de
metileno e eosina) e como esperado, resultados semelhantes foram observados. Os
resultados do Pandético também sdo compativeis com os resultados obtidos na
coloracao de Field, realizada por Ithoi e cols (209).

Parasitos mantindo em cultivo axénico (culturas puras) sdo fundamentais para
estudos sobre a sua biologia, de inteiracdo parasito-hospedeiro, avaliagdo de
teurapéuticas, sequenciamento de genoma e andlises transcriptomicas e de
protedbmicas entre outras avaliacbes. Para tanto, o processo de axenizacdo de
parasito intestinais consite na eliminacdo da flora bacteriana e fungica de maneira
gradual num meio cultura rico o suficiente para o seu desenvolvimento para que
possamos ao final isolar e cultivar um Unico microrganismo.

Segundo a literatura ap6s passagens em Agar-PAGE contendo bactérias
mortas, as AVLs podem ser transferidas para o meio axénico (22). No entanto, mesmo
apos 20 passagens, nao conseguimos reproduzir estes resultados, havendo

crescimento de fungos e bactérias nos meios ricos. Outros estudos indicam
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axenizacao dos isolados apos pré-tratamento com HCI (145,146). No entanto, também
nao foi possivel obter esses resultados, devido a persisténcia de fungos na amostra.

A axenizagdo pela adicdo de antifungicos também ndo foi eficiente,
provavelmente pela presenca de fungos resistentes ou baixa concentragcdo de
antifangicos. Baseado no trabalho realizado por Espinel-Ingroff (1998), as
concentracdes utilizadas por nos, foram ineficientes para eliminar alguns fungos como
Candida glabrata por exemplo (215). Nesse trabalho utilizamos: 2 pg/mL de
fluconazol; 1,6 pg/mL de voriconazol, itraconazol e trefabinina; 0,8 pg/mL de
caspafungina e micafungina. N&o utilizamos concentracdes maiores, pois poderia
prejudicar o crescimento dos amebideos, uma vez que muitos compostos antifingicos
séo usados no tratamento nas doencgas causadas por AVLs (15, 28, 113, 114, 131) .
Segundo estudos anteriores, o fluconazol na concentragdo de 1 pg/mL pode inibir o
desenvolvimento N. fowleri in vitro (131, 215). A axenizacdo de AVLs, pés adicdo de
antifangicos néo parece ser um caminho viavel.

O papel de AVLs no trato gastrointestinal ndo esta bem elucidado. A presenca
de AVLs € um processo de coloniza¢do ou somente uma passagem por conta da sua
resisténcia ao pH gastrico? Sabemos que esta interacdo pode levar a doenca, por
acao direta das AVLs, ou ainda, por meio dos microrganismos endossimbiontes. Em
contrapartida a interagdo pode gerar um fator protetor contra doencgas causadas por
esses amebideos, através da ativacdo do sistema imunoldgico.

Sabemos que as AVLs desempenham um importante papel, tanto na medicina
humana quanto na veterinaria. Ainda hoje os estudos sobre esses protozoarios sao
extremamente escassos, principalmente em relagdo a interacdo destes
microoganismos com o ambiente gastrointestinal. Desta forma, pesquisas futuras com
desdobramentos na biologia da AVLs, diagndstico morfolégico e molecular e resposta
imune dos hospedeiros sdo necessarios para que possamos entender melhor as AVLs
e seu papel na saude publica e no meio ambiente. Dada a importancia médico-
veterinaria desses protozoarios, novos estudos sdo necessarios para a melhor
compreensao das doencgas causadas pelas AVLs e consequentemente, melhorias nos

diagnésticos clinicos, laboratoriais e tratamento.
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8. CONCLUSOES

Por meio do cultivo em meio bifasico foi possivel isolar uma grande diversidade
de AVLs que pela primeira vez, foram descritas no microbioma de PNHs. As AVLs
identificadas, Acanthamoeba spp., Naegleria spp. e Vermamoeba vermiformis sao
consideradas anfizoicas e potencialmente carreadoras de microrganismos
patogénicos, assim como, Vannella spp. Além destas, foi possivel identificar a
presenca de AVL com formato arboreo nunca descrita em material fecal. Todavia, ndo
obtivemos éxito no processo de axenizacdo dos isolados.

A microscopia Optica com contraste de fase, pode configuarar uma importante
ferramenta de diagndstico para os géneros de AVLSs.

A coloragcdo empregando a técnica Panoticoe mostrou-se ser mais vantajosa
pois € uma técnica simples, rapida e eficiente na identificacdo, tanto para cistos quanto
para trofozoitos quando comparado com a coloracdo de Giemsa e Tricrémica;

A identificacdo morfologica facilita a identificagcdo de alguns géneros de AVL
como Acanthamoeba, Naegleria, Vermamoeba e Vannella. Para os géneros Naegleria
e Balamuthia ndo obtivemos éxito com os protocolos das PCRs descritos na literatura.
A otimizacéo destes protocolos ndo possivel pela falta de controles padrdes;

Por meio do sequenciamento de DNA dos isolados foi possivel identificar a
presenca de Acanthamoeba spp. pertencentes ao genoétipo T4 e de Vermamoeba
vermiformis no trato gastrointestinal sugere que os PNHs podem estar sob risco de

adoecerem, visto que estas AVLs apresentam potencial patogénico.
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9. PERSPECTIVAS

Ainda hoje os conhecimentos sobre a biodiversidade e a biologia das AVLs séo
escassos e limitados. Os resultados deste trabalho reforcam a necessidade de
estudos futuros sobre a avaliagdo da biodiversidade, interacdo das AVLs com
enterobactérias patogénicas ou fungos intestinais. Além disso, avaliagdo in vitro da
patogenicidade dos isolados e da resposta imunidade, visando esclarecer o potencial
patogénico e se o0 contato desses microrganismos com a mucosa intestinal, pode
conferir imunidade aos hospedeiros. Este trabalho constitui o ponto inicial para a
criacdo de um atlas para identificacdo morfolégica das AVLs, o que contribuird com o

diagnéstico laboratorial, das doencas causadas por esses protozoarios.
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Apéndice 1

»

Ministério da Satde ' CEUA

Fiocruz

FIOCRUZ “
Fundagéo Oswaldo Cruz

) Comisséo de Etica
Vice-presidéncia de Pesquisa e no Uso de Animais
Laboratdrios de Referéncia

LICENCA

Certificamos que o protocolo (P-8/14.5), intitulado “CRIAGAO, PRODUGAO E
MANUTENGAO DE PRIMATAS NAO HUMANOS NO CENTRO DE CRIAGAO DE ANIMAIS DE
LABORATORIO/CECAL PARA ATENDER AOS PROGRAMAS E PROJETOS DESENVOLVIDOS
NA FIOCRUZ”, sob a responsabilidade de CARLA DE FREITAS CAMPOS atende ao disposto na Lei
11794/08, que dispde sobre o uso cientifico no uso de animais, inclusive, aos principios da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). A referida licenga n&o exime a observancia
das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislagéo nacional.

Informamos que todos os animais encaminhados para experimento devem ser testados
previamente para tuberculose e os proponentes deverdo informar imediatamente & Comisséo de
Etica no Uso de Animais da Fiocruz o surgimento de animais positivos para a doenga.

Esta licenga tem validade até 29/02/2020 e inclui o0 uso total de:

Macaca mulatta
- 163 machos.
- 335 fémeas.

Macaca fascicularis
- 19 machos.
- 39 fémeas.

Saimiri sciureus
- 91 machos.
- 145 fémeas.

Saimiri ustus
- 10 machos.
- 04 fémeas.

Rio de Janeiro, 29 de fevereiro de 2016.

ia M. Molinaro
Eteleid nadora

w -
i CEUAFIOCRUZ
SIAPE

P
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APENDICE 2

Sequéncias parciais do gene 18S de Acanthamoeba sp gendétipo T4 obtidas neste estudo

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
O O e e I I O e
AH51 AGGACGACCGCA-CCGATGGTGGTGTTTTGTATTCAACGTCTCCTAATCGCTGGTCGGCATCGTTTATGGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGTCTTC
N
AM41l ............ B e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e
€
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
R B R N e e e L e e T e e e
AH51 GATCCCCTAACTTTCGTTCTTGATTAATGAAAACATCCTTGGCAGATGCTTTYGCAGAAGTTAATCTTTCATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATT
N
N
X €
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

N T T T T
N T
P T,
310 320 330 340 350 360 370
B e e T I T T
AH51 CCATGCT AATGTATTCAGTGGCAGAAAATTGGATCTGCCTGCTTTGAACACTCTAATTTTTTCACCGTAAGT
AM6  ....... ... G............ T.G
AM41l ....... ..., G. . e
AG66 ....... T......... G...........
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AM4

AM4

AM4

AM4

AM4

AM4

APENDICE 3

Sequéncia parcial do gene 18 S de Vermamoeba vermiformis obtida neste estudo

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

R B R N e e e L e e T e e e
TCGTAGTTGGATTTCGGAGGTCCTTAGCAGTCCGCCCCTTCGGGGAGCGGGCTGCTGGCCTCCTATGTTCCTAACGGTCCTCATCCGCGAGGGTGGGGAA

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

R B R N e e e L e e T e e e
TCAACCGCTAGGATCGTTTACTTTGAGGAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCGTAACTCGCCTCCGAATACGTTAGCATGGGATAATGGAATACGACTTCG

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

O e T I I I I
GTCTTGTTTCGTTGGTTTCGCTTGGCTGAAGTAATGATTGATAGGGACAGTTGGGGGCATTAGTATTTAGTTGTCAGAGGTGAAATTCTAGGATTTACTA

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

O e T I I I I
AAGACTGACCAATGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTAGGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTCTACC

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

O e T I I I I
GTAAACTATGCCGACCAGGGATCCGGAGAGTTTGCATGGATGACTCCCCGGGCACCTTGTGAGAAATCATAAGTGTTTGGGTTTTGGGGGGAGTATGGTC

510 520 530 540 550 560 570 580 590

e e T
GCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAACCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTACGAGTCAG
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