1.Introducéo

1.1.Histérico

Parasitos intestinais sdo agentes causadores de infec¢bes frequentes, sendo
responsaveis por significativos problemas de satde publica em muitos paises.

Os primeiros relatos referentes a infecgdes intestinais datam da Grécia antiga,
quando Hipocrates fez referéncia a uma “doenga mortifera” em que os individuos
apresentavam sintomas de febre e disenteria (Tanyuskel & Petri 2003).

Em 1860 Lambl observou microrganismos em fezes de um garoto com
disenteria e Cunningham, em 1871, isolou protozoarios de fezes de pacientes que
apresentavam diarreia provocada por cdlera, estabelecendo uma associacdo da
enfermidade ao microrganismo (Silva 1997).

Losch, em 1875, através de estudos microscopicos e clinicos fez associacdo
entre disenteria e presenca de organismos em fezes e os denominou de Amoeba coli,
(Ackers 2002). Em 1887, Kéch & Graffki relataram a invasdo de tecidos por amebas
semelhantes as descritas nos estudos de Ldsch.

Os pesquisadores Councilman & Lafleur, em 1891, descreveram 0 processo
patolégico da invasdo da ameba no intestino e figado, atribuindo a ela a
responsabilidade pela patologia, nomearam-na de Entamoeba dysenterie. Estes autores
foram os primeiros a utilizarem as expressdes disenteria amebiana e abscesso hepatico
amebiano (Imperato 1981).

Em 1893, Quincke & Roos descreveram os cistos, nas fezes, como estruturas
arredondadas e com parede celular bem definida e relatam a presenca de trofozoito.

No inicio do século XX Fritz Schaudinn (1903) descreveu outra espécie de
ameba a Entamoeba coli, considerada ndo patogénica, e renomeou a Entamoeba
dysenterie como Entamoeba histolytica devido a sua habilidade de lisar tecidos, esta
caracterizada como patogénica (Martinéz-Baez 1989).

Nesse periodo havia controvérsias quanto ao nome cientifico das amebas, na
observagdo de Craig, em 1905, a nomenclatura Entamoeba dysenterie era prioritario
sobre E. histolytica. Contudo em 1911, Walker redescreveu as amebas intestinais e
distinguiu a diferenga entre a E. histolytica e Entamoeba coli baseado no nimero de

nucleos dos cistos das duas espécies.



A patogenicidade da E. histolytica foi bastante investigada. Dobell, em 1919,
propds a teoria unicista segundo a qual a E. histolytica, constituida de cistos
tetranucleados, seria ndo patogénica, podendo tornar-se virulenta de acordo com a flora
bacteriana intestinal ou fatores ambientais desconhecidos (Clark 1998).

Segundo a teoria dualista proposta por Emile Brumpt, em 1925, haveria duas
espécies do género Entamoeba com caracteristicas morfoldgicas idénticas, sendo a E.
histolytica patogénica e a Entamoeba dispar apenas comensal. Brumpt ainda observou
gue muitos pacientes aparentemente infectados por E. histolytica eram assintomaticos e
a infeccdo se resolvia de forma espontanea (Clark 1998). No entanto, como na época
ndo existia metodologia adequada para distinguir as duas espécies, esta teoria ndo foi
bem aceita pela comunidade cientifica.

Em 1961 Hoare apresentou a proposta neodualista, na qual afirmava que o
potencial patogénico da E. histolytica seria bastante diverso, com graus de viruléncia
que variam de assintomatico a formas graves da doenca (Silva 2006).

Diamond, em 1961, estabilizou pela primeira vez culturas axénicas de E.
histolytica, permitindo posteriores estudos de caracteriza¢do bioguimica e imunolégica
(Diamond 1968). Em 1978, Sargeaunt e colaboradores diferenciaram isolados
patogénicos e nao patogénicos de E. histolytica, através de diferentes padrdes
eletroforéticos de isoenzimas, correlacionando-os a forma clinica e pardmetros
bioldgicos, levando a teoria dualista a ganhar adeptos (Tanyuskel & Petri 2003).

Diamond & Clark (1993), considerando evidéncias bioquimicas, imunolégicas e
genéticas que distinguiam amebas isoladas de individuos sintométicos e assintomaticos,
confirmaram a existéncia de duas espécies morfologicamente idénticas, como proposto
por Brumpt em 1925, denominaram entdo a espécie ndo patogénica de Entamoeba
dispar (Pinilla et al 2008).

Finalmente em 1997, em seminario sobre amebiase realizado pela Organizacdo
Mundial de Saude (OMS) no Meéxico, 0s pesquisadores passaram a apoiar a teoria
dualista, no entanto, concluiram que o diagnostico executado com microscopia optica
deve ser registrado como E. histolytica/Entamoeba dispar, pois a caracteristica tamanho
usado na taxonomia da E. histolytica, ndo seria eficaz na sua diferenciacdo da
Entamoeba dispar (Ackers 2002).

A teoria dualista é aceita até os dias atuais, segundo Talamés-Lara (2014) é

inequivoca a existéncia das duas espécies de Entamoeba, morfologicamente



semelhantes e estreitamente relacionadas, e esta cada vez mais evidenciada por estudos

imunologicos, genéticos e moleculares.

1.2. O Parasito: Morfologia e Biologia.

Existem varias espécies de ameba que podem ser encontradas no intestino
grosso, tais como, Entamoeba hartmanni, Entamoeba coli, Endolimax nana, lodamoeba
butschlii, E. histolytica e Entamoeba dispar. A E. histolytica é a Unica considerada
potencialmente patogénica para seres humanos (Silva; Gomes 2011).

Na classificagdo taxonémica, de acordo com Rey (2010), a espécie E. histolytica
pertence ao Reino Protista, Sub-reino Protozoa, Filo Sarcomastigophora, Subfilo
Sarcodina, Superclasse Rhizopoda, Classe Lobosea, Subclasse Gymnamoebia, Ordem
Amoebida, Subordem Tubulina, Familia Entamoebidae e Género Entamoeba, segundo o
Comité de Sistemética e Evolugdo da Sociedade de Protozoologia, 1980.

Existem duas situacfes que podem ocorrer no ciclo de vida da E. histolytica no
organismo: o ciclo biolégico mais usual em que o parasito se limita a luz intestinal e um
ciclo patogénico, consequéncia da invasao tecidual do parasito, que culmina na amebiase

invasiva.

1.2.1.Ciclo Biolégico

No ciclo bioldgico da E. histolytica ¢ monoxénico e apresenta quatro estagios
evolutivos: trofozoito, pré-cisto, cisto e metacisto. Enquanto o pré-cisto e metacisto séo
apenas fases intermediarias, os cistos e trofozoitos constituem fases bem definidas do
parasito.

A infeccdo amebiana se inicia com a ingestéo de residuos fecais contendo cistos
do parasito, através de agua e alimentos contaminados, forma mais frequente, ou relacéo
sexual oral-anal (Moran et al, 2005).

Os cistos sdo esféricos, apresentando cerca de 10 a 16 um de diametro, possuem
de 1 a 4 ndcleos revestidos com granulos de cromatina, cariossoma pequeno e central,
sua parede celular € composta de polimeros de N-acetil-d-glicosamina. O citoplasma do
cisto possui vacuolo contendo glicogénio, membrana nuclear pouco visivel e corpos
cromatoides compostos de acido ribonucleico (Stanley 2003, Ravdin 1995, Diamond &

Clark 1993). Estes cistos sdo resistentes a acdo do suco gastrico chegando ao intestino
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delgado, na porcéo terminal do ileo onde ocorre o desencistamento com a liberacéo do
metacisto, através de uma pequena fenda na parede cistica.

Metacisto trata-se de uma forma multinucleada da E. histolytica que sofre vérias
divisbes nucleares e citoplasmaticas originando oito trofozoitos metacistico (Silva;
Gomes 2011). Os trofozoitos migram para o intestino grosso, onde ficam aderidos na
parede da mucosa do célon transverso e sdo nutridos, por pinocitose e fagocitose, de
bactérias e restos celulares. Sdo organismos anaerobios, entretanto, sdo capazes de
crescer em atmosfera com até 5% de oxigénio (Tanyuskel; Petri 2003).

A E. histolytica apresenta trofozoitos méveis com diametro que varia de 20 a 40
pum, podendo chegar a 60 pum em lesdes teciduais. O parasito apresenta um Unico
nacleo, bem nitido quando corado, medindo 4 a 7 um, com cariossoma central,
membrana nuclear delgada e cromatina uniforme. Nas preparacbes a fresco o0s
trofozoitos sdo pleomorficos, com rapida emissdo de pseuddpodes responsaveis pela sua
locomocdo e seu nucleo se torna pouco visivel (Silva; Gomes 2011). O citoplasma do
trofozoito apresenta vactolos distintos: ectoplasma, claro e hialino e endoplasma,
granuloso (Diamond & Clark 1993, Ravdin 1995, Neves 2011, Perdomo 2015). A

multiplicacdo do parasito se da através da divisdo binaria dos trofozoitos.
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Figura 1: Trofozoitos (A) Visdo geral de E. histolytica, com a membrana plasmatica
(P) delineada. Dentro do citoplasma muitos vacltolos de tamanhos diferentes estdo

presentes (exemplos marcados por asteriscos)(Perdomo 2015).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1874391914003959#gr1

No ambiente externo sdo pouco resistentes, sendo destruidos em poucos minutos
(Tanyuskel; Petri 2003). No intestino, porém, os trofozoitos podem se desprender da
mucosa do intestino grosso, sofrer desidratagdo e transformar-se em pré-cistos.

O pré-cisto é ligeiramente arredondado, com tamanho menor que o trofozoito,
seu citoplasma contem corpo cromatoide em forma de bastonetes. Apds produzir uma
membrana cistica o pre-cisto se transforma em um cisto mononucleado, que sofre
sucessivas divisdes nucleares até ser liberado nas fezes como cisto tetranucleado, podem
entdo ser observado em fezes sélidas ou pastosas do hospedeiro, completando o ciclo de
vida do parasito (Ravdin 1995).

Os cistos correspondem a um estagio evolutivo com metabolismo reduzido,
desta forma, podem sobreviver varias semanas ou meses em ambiente externo com alta
umidade, sendo resistentes a cloracdo e acidificacdo, entretanto, podem ser destruidos
rapidamente em temperaturas abaixo de 5°C e acima de 40°C (Huston et al 1999;
Tanyuskel & Petri 2003; Samie et al 2012)

1.2.2.Ciclo Patogénico

A E. histolytica é a ameba responsavel pelos casos de amebiase, enquanto a
Entamoeba dispar, ndo se relaciona a doenca e apesar de poder produzir danos na
mucosa intestinal ndo a invade, assim é considerada de baixa viruléncia.

Apenas o0 estagio de trofozoito da E. histolytica participa do ciclo patogénico.
Neste ciclo, ha invasdo tecidual que se inicia com a ameba colonizando a parede
intestinal: mucosa e submucosa do ceco, reto, sigmoide e outras por¢bes do intestino
grosso. Neste local, o parasito forma pequenas Ulceras expostas para a luz intestinal, que
se multiplicam, produzindo ao final uma extensa area ulcerada (Rey 2010).

Os trofozoitos presentes nas Ulceras podem atingir um vaso sanguineo e através
da circulacdo porta, migrar para outros 6rgaos como o figado, formando uma necrose de
liguefacdo e coagulacdo; o tecido entdo fica totalmente lisado. Em caso de nao
intervengdo, bactérias do intestino podem migrar para a ulceracdo complicando
significativamente o prognéstico do paciente. Orgdos como pulmao, rim, cérebro ou
pele podem ser posteriormente ou simultaneamente infectados, culminando na amebiase
extra intestinal. Este trofozoito presente nas Ulceras € denominado forma invasiva ou

virulenta, ndo formando cistos no tecido (Silva; Gomes 2011).



Nas formas invasivas, o trofozoito € maior que o encontrado no intestino
podendo chegar a 60um, devido a intensa atividade fagocitaria e abundancia de
vacuolos digestivos em seu citoplasma, contendo hemacias, leucocitos e bactérias. Sua

multiplicacdo ocorre por divisdo binaria (Rey 2010).

1.3.A Doenca: Patogenia e Viruléncia

A amebiase é definida como a infeccdo causada pelo protozoario parasito E.
histolytica podendo ocorrer manifestacGes clinicas ou ndo (OMS 1997).

O potencial patogénico das cepas de E. histolytica, a resposta imune do
hospedeiro e a relagéo entre parasito-hospedeiro sdo determinantes para o surgimento e
evolucdo ou ndo da doenca, 0s mecanismos envolvidos na patogenia da amebiase sdo
definidos pela expressdo de ambos (parasito e hospedeiro) no processo (Petri 2002,
Huston 2004).

A genética do parasito € um fator importante na resposta a infec¢do. Foi
observado que trofozoitos de infeccdo intestinal e abscesso hepatico, de um mesmo
paciente, sdo geneticamente distintos. Portanto, subpopulacdes de E. histolytica de uma
mesma infecgcdo apresentam diferentes tropismos ou que eventos de reorganizagdo do
DNA acontecam antes ou durante a metastase do intestino para o figado (Ali et al 2007,
Ali et al 2008).

A iniciacdo, evolucdo e resposta do processo patoldgico foram investigadas em
varios estudos e diferentes moléculas amebianas foram relatadas como agentes
indutores do processo patogénico, tais como: adesinas, amebaporos, colagenases,
cisteilproteinases (CPs), serinoproteinases e fosfatases (Leippe et al 1993, Lopez-
Vancell et al 2000, Que & Reed 2000, Tavares et al 2005).

A invasao intestinal se inicia com a adesdo das lectinas (Gal/GalNAC), presentes
na superficie do trofozoito, aos receptores existentes nas mucinas (residuos de galactose
e N-acetil-galactosamina) das células epiteliais do intestino humano (Stauffer & Ravdin
2003, Moonah et al 2013). Essas lectinas encontradas no parasito estdo envolvidas com
citotoxicidade, resisténcia ao sistema complemento, inducdo de encistamento e

formacéo da parede celular do cisto (Frederick & Petri 2005).
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Figura 2: A. Resposta imune do hospedeiro para amebiase intestinal. B. Mecanismo

imunoldgico do hospedeiro na invaséo tecidual (Moonah et al. 2013).

Com a ocorréncia dessa interacdo molecular, a ameba produz um peptideo
denominado de amebaporo, localizado no citoplasma do trofozoito (Stanley 2003). O
amebaporo é capaz de formar canais de ions ou poros em membranas lipidicas, de
despolarizar as células do hospedeiro (Leippe 1997), de induzir a apoptose (Boettner &
Petri  2005), provocar necrose em células eucaridticas e apresentar atividade
antibacteriana (Leippe, Muller-Eberhard 1994).

Durante a invasao tecidual as amebas secretam cisteilproteinases (CPs), enzimas
proteoliticas que provocam a lise de MUC2 (apoproteina mucina 2), o maior
componente do muco, e mediam a protedlise das células caliciformes (Huston 2004).
Estas enzimas hidrolisam colageno, elastina, fibrinogénio e laminina, com o objetivo de
eliminar obstaculos mecanicos para que os trofozoitos possam invadir os tecidos. As
cisteilproteinases sdo bastante associadas a patogenicidade, respondendo por efeitos
como a aderéncia celular, hemolise, citotoxicidade, degradacdo de componentes da
matriz extracelular, evasdo da resposta imune e aquisicdo de nutrientes (Ocadiz et al
2005, Moncada et al 2006, Lejeune et al 2009).

E. histolytica é o agente causador de amebiase intestinal e no figado em
humanos. De acordo com Talaméas-Lara (2014) a atividade fagocitaria do trofozoito €
um dos principais mecanismos de viruléncia responsavel pela sua capacidade invasiva.
Estudos de MacFarlane & Singh (2006) demonstraram que cepas de E. histolytica com
diferentes graus de viruléncia apresentam diferentes niveis de expressdo entre

cisteilproteinases.



Outra molécula liberada pelo parasito sdo os complexos lipofosfoglicano (LPG)
presentes na sua superficie, esta apresenta a funcdo de protecdo da ameba contra seus
fatores de viruléncia e os mecanismos de defesa do hospedeiro (Ackes & Mirelman
2006, Frederick & Petri 2005).

A Ultima etapa na patogénese da amebiase invasiva envolve a resposta imune do
hospedeiro, segundo Maldonado-Bernal et al (2005) o sistema imune apresenta uma
resposta inflamatéria quando os receptores toll-like (TLR) 2 e 4 dos leucocitos
reconhecem uma molécula na superficie da E. histolytica chamada
lipopeptidiofosfoglicano (LPPG).

Ha migracdo de neutrofilos, macréfagos e linfocitos, estimulados por
mediadores quimicos tanto em tecidos normais quanto necrosados, ocorrendo Seu
acumulo na lesdo e dando inicio a uma sequéncia de eventos, que culminam na
destruicdo e morte de células do hospedeiro (Huston 2004, Ackers & Mirelman 2006).
Na amebiase hepética, h4 formacdo de um abscesso, que se estende ao longo do
hipocondrio direito, apresentando uma extensdo que varia de 1,4 a 28cm de diametro,
com um ou varios abscessos (Cernichiaro-Espinosa, 2014).

A resposta imune humoral, produzida a partir da invasdo dos tecidos pelos
trofozoitos, pode persistir varios anos, apresentando baixos titulos de anticorpos mesmo
depois da cura da doenca. Possivelmente, a imunidade humoral ndo confere protecéo
contra infeccdo por E. histolytica, pois ndo ha correlacdo entre os titulos de anticorpos e
a protecdo do hospedeiro (Manrique et al 2002).

A viruléncia da E. histolytica apresenta uma variada expressao génica, bem
como uma diversidade de manifestagdes clinicas. Assim a amebiase humana pode
ocorrer desde uma forma assintomatica até a situacdo de invasdo tecidual, podendo
levar o paciente ao Obito. Nos pacientes sintomaticos, pode-se observar amebiase
intestinal (colite disentérica, ameboma, apendicite por ameba, colite ndo-disentérica) e
extra intestinal (hepatica, cutanea, pulmonar e cerebral) (Cunha 1977).

Vaérios fatores podem contribuir para o desenvolvimento ou ndo da doenca,
fatores intrinsecos ao hospedeiro, tais como a microbiota intestinal, dieta alimentar,
status imune, sexo, idade e fatores relacionados ao parasito como o grau de viruléncia
de cepas de E. histolytica (Gomes et al, 2000; Stanley 2003).

De acordo com Loftus e colaboradores (2005), possivelmente a invasao tecidual
ocorra por vias multiplas e complexas e a totalidade dos genes envolvido nos

mecanismos de viruléncia ainda sdo desconhecidos.



1.4.A Doenca: Diagnostico e Tratamento

A amebiase pode ocorrer de forma assintomatica ou sintomética. O trofozoito
pode permanecer comensal no intestino ou invadir os tecidos da parede intestinal, se
alojando no mesmo ou migrando para outros érgédos através da circulacdo, originando a
amebiase extra intestinal.

Na amebiase intestinal, forma mais frequente, o individuo infectado apresenta
colite ndo disentérica, com cdlicas abdominais, e periodos de diarreia (fase aguda)
alternados por fases assintomaticas com funcionamento normal do intestino (fase
cronica). Em algumas situacdes ocorre colite disentérica, com sintomas dispépticos
exacerbados, distensdo abdominal, flatuléncia, colica, mais de dez evacua¢Ges muco-
sanguinolentas por dia e sensacdo constante de vontade de evacuar. Surgem Ulceras na
submucosa intestinal, podendo causar alteracbes hidroeletroliticas e desnutricdo
energeético-proteica (Melo et al 2004).

Os sintomas da amebiase intestinal em sua fase aguda podem ser confundidos
com os de infec¢Bes associadas a outros parasitos intestinais como a Shigella dysenterie
e Shigella flexeneri, ou disenterias bacterianas provocadas por Salmonella,
Campylobacter ou Escherichia coli (Tanyuskel & Petri 2003), portanto, a confirmagéo
do diagnostico devera incluir investigacéo laboratorial.

De acordo com Rey (2010) na amebiase invasiva intestinal, quando o parasito se
aloja no tecido, as evacuacOes apresentam trofozoitos hematofagos, na endoscopia
observa-se alteracdes nas caracteristicas da mucosa intestinal e no soro ha presenca de
anticorpos especificos.

Nessa situacdo, o parasito costuma se alojar principalmente no figado onde
provoca inflamagdo, degeneragdo celular e necrose liquefativa, gerando um “abscesso
amebiano hepatico (ALA)”, no lobo direito. Sintomas como febre, dor intensa no
hipocondrio direito com irradiacdo tipica de célica biliar, hepatomegalia dolorosa a
palpacdo, geralmente ndo-ictérica, sdo comuns aos pacientes com ALA (Cernichiaro-
Espinosa 2014)

O abscesso hepéatico amebiano pode ser agravado por infec¢des secundarias
provocadas por bactérias, levando a ruptura do abscesso para a cavidade abdominal,
para o pulméo, pleura ou pericardio com a disseminacédo do trofozoito para esses 0rgaos

e formacéo de lesbes (Stanley 2003).



Como ndo ha especificidade dos sintomas a confirmacdo do diagnostico clinico
da amebiase se d& somente a partir dos dados obtidos no diagndstico laboratorial, tais
como: analises microscépica, bioquimica, soroldgica e de biologia molecular.

O exame de parasitos nas fezes por microscopia Otica € o mais utilizado para
identificacdo de cistos e trofozoitos, no entanto, exige um analista experiente devido a
dificuldade em se diferenciar trofozoitos ndo-moveis de leucécitos polimorfonucleares,
macrofagos e células de tecidos (Tanyuskel; Petri 2003). As amostras deverdo ser
coletadas em dias alternados, sendo trés amostras durante um periodo de dez dias,
devido a caracteristica intermitente do microrganismo. Em material fecal diarreico ou
pastoso pode-se encontrar trofozoitos, enquanto os cistos sdo mais frequentes em fezes
consistentes (Pritt & Clark 2008).

No diagnodstico de amebiase, a microscopia Otica apresenta sensibilidade
limitada (60%) e altas taxas de falso-positivo (Zlobl 2001), outros métodos sao
sugeridos para a confirmagdo da doenca, principalmente em casos de suspeita de
amebiase invasiva.

Véarios metodos tem sido utilizados para diagnéstico da infeccdo amebiana
através da deteccdo de anticorpos, sdo exemplos o ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), hemaglutinacdo indireta, imunodifuséo, teste de difusdo em gel,
imunofluorescéncia indireta (RIFI), imunoeletroforese e fixagdo do complemento
(Samie et al 2012).

Quando comparadas entre si, essas técnicas apresentam sensibilidade e
especificidade diferentes, a técnica ELISA apresenta maior sensibilidade em relagdo a
RIFI (Pévoa et al 2000). Individuos sintométicos apresentam altos titulos de anticorpos
na sorologia, enquanto assintomaticos e oligossintoméaticos sdo negativos, estes
anticorpos, no entanto, nao distinguem infec¢bes pregressas de atuais (OMS 1997).

Antigenos especificos da E. histolytica podem ser identificados em amostras
fecais ou fluidos de abscessos hepéticos através de testes, que utilizam anticorpos
monoclonais ou policlonais especificos. Estes testes para pesquisa de coproantigenos
sdo considerados rapidos e sensiveis, porem apresentam custo elevado, o que inviabiliza
seu uso na rotina laboratorial (Stanley 2003, Pritt & Clark 2008, Mohanty 2014).

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) é considerada o método de maior
especificidade (100%) para a identificacdo de infeccdes por E. histolytica (Silva; Gomes
2011; Herbinger et al 2011). Vianna e colaboradores (2009) avaliaram a PCR como

método diagnostico de infeccbes amebianas mistas em amostras fecais e concluiram que
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esta apresenta maior sensibilidade e especificidade, quando comparada a técnica ELISA
e a microscopia Otica, sendo 0 método de escolha para o diagnostico diferencial entre E.
histolytica e Entamoeba dispar (Cordeiro & De Macedo 2007), apesar do tempo e custo
para sua execucdo (Koneman et al 2008).

No diagnostico clinico do abscesso hepatico amebiano, técnicas de imagem nao-
invasivas, como ultrassonografia, tomografia computadorizada e ressonancia magnética,
sdo utilizados para confirmar a suspeita, quando associados a pesquisa de anticorpos
positiva para E. histolytica (Zlobl 2001, Tanyuskel & Petri 2003, Ximénez et al 2009,
Wiser 2010, Raza 2013).

O tratamento da amebiase utiliza duas classes de farmacos: os que atuam no
l[imen intestinal e os com agdo sobre os tecidos, no caso de amebiase invasiva. Aos
individuos assintomaticos, infectados por E. histolytica, sdo administrados amebicidas
luminais (paramomicina, etofamida, teclosan, furoato de diloxanida ou iodoquinol).
Estes medicamentos previnem a invasao de tecidos e propagacdo de cistos, eliminando
as amebas presentes na luz intestinal (Stanley 2003).

Na confirmacdo diagnostica de invasao tecidual e/ou amebiase extra-intestinal o
tratamento se da com amebicidas teciduais (metronidazol, tinidazol, secnidazol, dentre
outros) associados a um agente luminal, com o objetivo de eliminar possiveis amebas
intestinais (Pritt & Clark 2008, Wiser 2010).

O farmaco de escolha para o tratamento da amebiase mais prescrito em todo o
mundo € o metronidazol, apesar dos efeitos colaterais indesejados, tais como, nauseas,
vOmitos, dor de cabega, dentre outros. Em caso de abscesso hepatico amebiano (ALA),
poderd ser indicado metronidazol por via intravenosa. Em algumas situacbes, 0
individuo, além do tratamento, deve ser submetido a drenagem percutanea para prevenir

infeccdo secundaria (Cernichiaro-Espinosa et al 2014).

1.5.Epidemiologia

A amebiase ¢ uma doenca endémica causada pelo protozoario E. histolytica,
sendo considerada a segunda infeccdo parasitaria mais letal do mundo, depois da
maléria. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a incidéncia de amebiase
invasiva € estimada em 50 milhGes de casos/ano, com aproximadamente 100.000

mortes/ano em todo o mundo. Em &reas de clima tropical, como Africa, Brasil, India e
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México, é considerada endémica (Salles et al 2003, Salles et al 2007, Raza et al 2013,
Redaelli et al 2013).

Figura 3: Zonas endémicas de amebiase no mundo.

Fonte: http://www.muskadia.com/sante/cartes/amibiases_map.htm# Acesso em: 18/02/2014.

A incidéncia da amebiase é influenciada por aspectos socioeconémicos,
ambientais e culturais (Benetton 2003; Rocha et al, 2011). Em locais sem saneamento
basico, a E. histolytica tem ampla distribuicdo, apresentando risco substancial onde o
contato de fezes humanas com alimentos e fontes de agua sdo comuns (Raza et al,
2013).

A amebiase constitui sério problema de satde publica no México, india,
Blangadesh, leste e sul da Africa, Vietn4 e em toda a América do Sul. Em alguns paises,
a infeccdo amebiana é mais frequente, podendo chegar a 50% da populacdo (Zlobl
2001).

Estudo realizado no Meéxico encontrou uma prevaléncia de 11,4% para E.
histolytica em uma comunidade rural (Ramos et al, 2005), sendo considerada uma das
vinte maiores causas de morbidade no pais (Ximenez et al, 2011).

De acordo com Cernichiaro-Espinosa e colaboradores (2014) atualmente a
incidéncia e a prevaléncia da amebiase hepética estdo aumentando em todo o mundo,
ndo se restringindo apenas aos paises em desenvolvimento, explicado pelo numero
crescente de viagens internacionais, migrag0es e a imunossupressdo de diferentes

etiologias.
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A Asia é o continente com maior nimero de pessoas infectadas, apresentando
300 milhdes de infectados e até 50 mil mortes anuais (OMS 2010). Por razdes ainda nédo
esclarecidas, as taxas de incidéncia de abscesso hepatico amebiano no Vietnd sdo
extremamente elevadas, com valores relatados de aproximadamente 21 casos por
100.000 habitantes (Ximenez et al 2009).

Em paises que apresentam baixa prevaléncia de amebiase, a literatura aponta
ocorréncia de infeccbes amebianas em homens homossexuais sexualmente ativos,
turistas recém-chegados de areas endémicas, imigrantes, pessoas institucionalizadas
como idosos, criancas, deficientes mentais e pessoas portadoras do virus HIV
(Tanyuskel & Petri 2003, Moran et al 2005).

Na Alemanha, foi relatado um caso amebiase invasiva em um paciente do sexo
masculino de 68 anos de idade, proveniente da Turquia, que vivia ha mais de 30 anos no
pais. Laparoscopia de emergéncia foi executada, devido a complicacédo de perfuracao de
cdlon (Redaélli et al, 2013).

Na era da globalizagdo, h& necessidade dos profissionais envolvidos no sistema
de salde conhecerem as patologias atipicas para 0s paises em que trabalham, a fim de
reduzir as taxas de morbidade e mortalidade a elas relacionadas.

No Brasil, a incidéncia da amebiase € bastante variavel entre as regides do pais,
assim como a patogenicidade e viruléncia das cepas (Cunha et al, 1991).

No Nordeste, o parasito é endémico apesar de geralmente ndo ocorrer a doenca.
Braga et al (2001), utilizando coproantigeno, demostraram uma prevaléncia de 14, 9%
para E. histolytica e de 25,4% para o complexo E. histolytica/E. dispar, em uma
comunidade da periferia de Fortaleza; apesar dos achados, ndo associaram sintomas a
nenhum dos casos identificados.

Em Pernambuco, Pinheiro e colaboradores (2004), usando testes imunoldgicos
ndo detectaram casos de E. histolytica. Em Maceio-AL, um estudo demostrou a
prevaléncia de infeccdo pelo complexo E. histolytica / E. dispar de 3,8% no exame
parasitologico de fezes utilizando microscépio éptico, sendo que destes apenas 1% da
seria da espécie E. histolytica segundo teste de coproantigeno (Duarte et al 2013).

Altas frequéncias para parasitoses intestinais foram encontradas em llheus-BA,
para o complexo E. histolytica/E. dispar, com 25% de positividade no EPF. Destes,
somente 8,3% foram positivos para E. histolytica usando coproantigenos (Santos et al
2014).
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Os trabalhos publicados sobre amebiase na regido Norte ocorrem em menor
namero, porem os valores sao significativos em relacdo ao restante do pais.

No Amazonas, Benneton (2003) encontrou uma prevaléncia do complexo E.
histolytica/E. dispar em 21,5% da populacéo e na grande Belem-PA foi encontrada uma
prevaléncia de 29,35% para E. histolytica, utilizando-se testes imunoenzimaticos (Silva
et al 2005).

Pereira e colaboradores (2014), utilizando kit de ELISA (TechLab®) especifico
para E. histolytica, detectaram positividade em 3,1% das amostras avaliadas em
Divinopolis- MG.

Estudo realizado com pacientes de um hospital de Niterdi-RJ apresentou uma
prevaléncia enteroparasitoses de 14,1% , sendo Blastocystis hominis o mais frequente
(6,7%), seguido por Entamoeba coli (3,4%), Giardia lamblia (2,9%) e E. histolytica/E.
dispar (2,0%). Os autores destacaram a necessidade de investigacdo sobre a associa¢do
entre Blastocystis hominis e o complexo E. histolytica/E. Dispar (Macedo et al 2010).
Em Belo Horizonte, Gil e colaboradores (2013) estudando comunidades da periferia da
cidade, encontraram 34,6% de positivos para enteroparasitoses. Destes, 3,5% foram
parasitados por E. histolytica/E. dispar.

A prevaléncia de E. histolytica no pais deve ser reavaliada, pois a maioria dos
dados epidemiolégicos existentes sdo baseados em exame microscépico de fezes, que

ndo fornece resultados precisos.

1.6.Amebiase Invasiva

N&o ha investigacdes especificas sobre amebiase invasiva e extraintestinal no
Brasil. Sdo documentados somente casos isolados de amebiase hepatica, apesar de se
observar diversos relatos na regido norte, estes geralmente sdo subnotificadas nos
estabelecimentos de saude, portanto, ndo se tem dados reais sobre a mortalidade por
amebiase no pais. Nos Estados Unidos, entre 1990-2007, foram registrados 134 mortes
por amebiase, sendo que 60% dos casos eram individuos nascidos em outros paises
(Gunther et al 2011).

Segundo Nagata et al (2012) no Japdo, o numero de casos de colite amebiana
tende a aumentar seja em imunodeprimidos ou ndo. Pacientes HIV-positivos, que tem

relagdes homossexuais e status imunodeprimidos ou ndo, apresentam fator de risco para
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a colite amebiana. Ainda concluiram que homens mais jovens, com sifilis e infecgdes
por HIV, tém maior predisposic¢do para a colite amebiana.

Os principais fatores de risco para amebiase invasiva estdo relacionados ao
hospedeiro, ao parasito, a relacdo entre ambos ou a fatores ambientais. Melhorias nas
condicdes sanitarias da populacdo reduzem significativamente a prevaléncia do parasito.

Em relagdo as condigBes ambientais, como dito anteriormente, paises onde o
subdesenvolvimento vigora, haverd maior risco de contaminacdo. Contudo, ndo é
condicdo sine qua non. Um exemplo é o Brasil onde, apesar das condic¢des favoraveis
para a E. histolytica, predomina a E. dispar na maioria dos estados.

Em estudo realizado por Oliveira (2011) sobre a prevaléncia de
enteroparasitoses em Fortaleza em dois periodos: anterior (1992-1996) e posterior
(2010) a implementacdo de intervencGes sanitarias. Foi encontrada reducdo na
prevaléncia de 9,3 % para 3% do complexo E. histolytica/E. dispar, apds ado¢do de
medidas sanitarias pelo municipio. O autor concluiu que as melhorias nas condi¢des
sanitarias da éarea refletiram-se em uma nitida modificacdo na prevaléncia de

enteroparasitoses na comunidade avaliada.

1.7.Ancestralidade Gendmica e Marcadores de Ancestralidade

Para melhor compreender os grupos humanos, estudos de associacdo tem sido
explorados, nos quais a determinacdo da ancestralidade individual € utilizada como
inferéncia para ancestralidade genética de uma populacdo. Estudos de mapeamento
genético e associagdo com doengas tém sido realizados para descrever a diversidade
genética populacional e reconstruir a historia de povoamentos e migracGes (Shiver et al
2003).

As primeiras andlises sobre a diversidade biolégica humana foram feitas
utilizando-se caracteristicas morfoldgicas (Coon 1965); em seguida utilizando-se
variantes proteicos (Harris; Hopkinson, 1972) e atualmente sdo utilizados
preferencialmente variantes de DNA. Os avangos na area da biologia molecular
permitiram o acesso ao nivel hierarquico priméario da informacdo genética e revelaram
uma grande diversidade molecular na nossa espécie.

Cavalli-Sforza e Bodmer (1971) demonstraram que a frequéncia de algumas
variantes genéticas é diferente entre populacbes e/ou regides geograficas distintas.

Alguns loci de marcadores de DNA tem demonstrado ser populacdo-especifico por
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apresentarem grandes diferenciais de frequéncia entre populacdes geografica ou
etnicamente definidas.

Aquelas variantes cujo diferencial de frequéncia alélica entre populagdes
distintas étnica ou geograficamente é maior que 30% foram denominados alelos
especificos de populacdo (PSAS) (Shriver 1997).

Para se determinar diferencas entre grupos populacionais, utilizam-se pequenas
variagcdes no DNA ou polimorfismos que se caracterizam por representar uma sequéncia
de DNA localizada em um determinado locus cromossémico, que difere de individuo
para individuo, e cujo alelo menos comum possui frequéncia de pelo menos 1%
(Bamshad 2003, Pereira 2010).

Um polimorfismo genético refere-se a variagdo em um gene, Cromossomo ou
proteina, resultando em duas ou mais formas, cada qual com frequéncia maior do que a
mantida apenas por mutacdo. Estes polimorfismos sdo atualmente conhecidos como
Marcadores Informativos de Ancestralidade (AIMs) (Chakraborty et al 1992, Shriver et
al 1997, Parra et al 1998, Parra et al 2003).

Marcadores moleculares sdo ferramentas usadas para estimar a miscigenacao
individual e populacional. Ele podem ser classificados quanto (A) a sua localizacdo em
cromossomos autossdmicos (biparentais), DNA mitocondrial e cromossomo Y
(uniparentais); ou quanto (B) as caracteristicas moleculares (diferentes variantes
genéticas polimdrficas) em SNP (Single Nucleotide Polymorphisms - polimorfismo de
um dnico nucleotideo), STRs (variacdes no comprimento de repeticdes em tandem) e
Indels (insercdes ou delecdes de sequéncias de DNA), como as inser¢des Alu (Debortoli
2013).

Marcadores uniparentais sao utilizados para estimativa da contribuicdo parental
(materna ou paterna) isolada, e assim detectar diferencas de contribuices, masculina e
feminina, na formacdo de uma populacdo. Os marcadores autossdmicos biparentais,
fornecem informagfes mais completas sobre ancestralidade individual (Royal et al
2010), os mais usados sdo 0s SNPs, STRs e InDels (Pfaff et al 2004, Santos et al 2010).

A andlise destes marcadores é importante para descri¢do da diversidade genética
populacional, reconstrucdo historica dos povoamentos (Callegari-Jacques & Salzano
1999; Yanagihara et al, 1995), estimativa de contribui¢cdo das populagdes ancestrais na
formacéo de populagfes miscigenadas (Shriver et al., 1997; Shriver et al, 2003; Parra et
al, 1998; Parra et al, 2003), estudos de mapeamento genético e associagcdo com doencas
(Shriver 1997).
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A variabilidade de marcadores polimdrficos de DNA é bem maior do que a
encontrada em seus produtos e esta distribuida por todo genoma, sendo utilizada tanto
para estudos populacionais, quanto na identificagdo individual (Cavalli-Sforza 1994).

A analise de ancestralidade populacional, utilizando estes marcadores, permite a
avaliacdo da contribuicdo de grupos parentais na formagdo de uma populacao a partir de
um ancestral comum. Uma popula¢do miscigenada através de migracfes ou evolucao da
espécie confere um perfil genético individual e populacional diferente do original
(Resende 2014).

Indels sdo excelentes marcadores étnicos e podem ser utilizados para estimar a
composi¢do étnica de populagdes hibridas como a populacdo brasileira (Mendes &
Simdes 2001). Estes polimorfismos sdo altamente informativos em estudos de genética
de populacbes, permitindo sua utilizacdo como instrumento de investigacdo para
caracterizar a composicdo genética de diferentes povos, uma vez que possui frequéncias
diferenciadas para cada etnia (Ray et al 2005).

Séo exemplos de marcadores Indels pequenos fragmentos do DNA conhecidos
como polimorfismos de insercdo Alu, amplamente utilizados (Batzer & Deininger
2002). Esses polimorfismos fazem parte da familia de DNA repetitivo, SINE (short
interspersed nuclear elements) e sdo origindrias de um retrotransposon.
Ocasionalmente, as sequéncias Alu replicam-se e as copias resultantes se dispersam
aleatoriamente para novas posicdes no cromossomo de origem ou em outro
cromossomo (Batzer, Deininger, 2002).

A mesma sequéncia Alu entre duas pessoas, no mesmo local de seu genoma,
sugere a descendéncia de um ancestral comum. E improvavel que o evento de inserco
ocorra duas vezes em um mesmo locus (Batzer, Deininger, 1994). Na ancestralidade
genémica autossémica, marcadores Indels sdo utilizados para avaliar a influéncia das
variacfes étnicas no desenvolvimento de doencas, auxiliando na investigacdo da
influencia genética ou ambiental sobre um fenétipo (Mckeigue 2005), podendo tambem
ser usada para populacBes miscigenadas com o objetivo de evidenciar a estratificacdo

populacional em estudos de associacdo genética (Enoch et al 2006).

1.7.1.A Populagéo Brasileira

O continente americano foi um dos ultimos locais a ser povoado pela espécie

humana e a hipdtese mais aceita entre os cientistas é de que o homem veio da Sibéria
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para a América, durante a ultima glaciacdo, atraves do estreito de Bering. Analises do
DNA mitocondrial, cromossomo Y e outras regides polimorficas apoiam mais de uma
hipotese e ainda hoje ndo h&d um consenso sobre a data da primeira migracdo, nimero de
migracdes e rotas utilizadas (Santos 2008).

Os resultados obtidos através do sequenciamento do genoma mitocondrial
humano, em nativos americanos, sugerem que 0 povoamento do continente ocorreu por
uma Unica onda migratéria originada provavelmente no nordeste asiatico ha cerca de 20
mil anos. Antes da entrada na América, ocorreu um confinamento por cerca de cinco
mil anos na Beringia, evidenciado por um pequeno efeito gargalo. A entrada no
continente americano ocorreu ha aproximadamente 18 a 19 mil anos, quando houve um
grande aumento populacional (Fagundes, Kanitz e Bonatto, 2008; Fagundes et al,
2008).

Apds a entrada no continente americano, as migraces ocorreram do norte em
direcdo ao sul, mas ndo ha consenso a respeito das rotas utilizadas. Evidéncias genéticas
e de morfologia craniofacial indicam a existéncia de duas rotas costeiras, uma pelo
oceano Pacifico e outra pelo oceano Atlantico (Santos 2008, Pucciarelli et al, 2008).

Antes de 1500, a populacdo brasileira era composta principalmente por varios
povos indigenas que se distribuiam ao longo da costa. Com a chegada dos europeus e
africanos houve a miscigenacdo desses povos, dando origem a populacdo brasileira
atual, caracterizada por grande diversidade genética e miscigenacdo intensa, composta
por individuos de ascendéncia europeia, africana subsaariana, amerindia e oriental, em
diferentes propor¢des dependendo da regido estudada (Callegari-Jacques & Salzano
1999).

A autoclassificacdo dos individuos em brancos, pretos e pardos, segundo
critérios do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE 2010), ndo corresponde
as mesmas proporcdes de ancestralidade europeia e africana em diferentes regiGes do
pais, mostrando que a cor da pele é um marcador pouco informativo da ancestralidade
genbmica de individuos (Parra et al, 2003; Pimenta et al, 2006). O uso exclusivo dessa
caracteristica para classificacdo racial é fonte de varios vieses, ndo apenas culturais, mas
também aqueles decorrentes da exposi¢cdo aos raios solares. Entretanto, a maioria dos
estudos na area de saude que utilizam classificacdo racial, o fazem com base em
caracteristicas fenotipicas como, por exemplo, a cor da pele ou autodenominacao (Telo,
2010).
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A populacdo brasileira € bastante heterogénea e possui grande diversidade
gendbmica (Cardena, 2013), apresentando tanto caracteristicas genotipicas, quanto
fenotipicas resultantes do cruzamento de colonizadores europeus (principalmente
portugueses), escravos africanos e amerindios brasileiros (Alves-Silva et al 2000,
Salzano e Bortolini 2002, Lopes et al 2011). No entanto, a distribuicdo ao longo do
territorio brasileiro é diferenciada como consequencia do processo de colonizagdo do
pais, associado as imigracdes e migragdes internas.

A classificacdo da ancestralidade dos brancos brasileiros a partir das
caracteristicas moleculares do DNA mitocondrial mostrou que no Brasil como um todo,
33%, 28% e 39% das linhagens eram de origem amerindia, africana e europeia,
respectivamente (Alves-Silva et al 2000). A maioria das linhagens mitrocondriais na
regido Norte sdo de origem ameridia (54%), na regido Nordeste predomina a
ancestralidade africana (44%) e no Sul, a européia (66%) ( Alves-Silva et al 2000). A
ancestralidade amerindia predominante na regido Norte pode ser explicada pela menor
miscigenacdo na regido, tendo em vista que africanos imigraram principalmente para os
estados de Pernambuco, Bahia e Rio de Janeiro, enquanto imigrantes asiaticos e
europeus para as regides sudeste e sul do Brasil.

Os dados genéticos geralmente corroboram os achados histéricos. Por exemplo,
estudos que analisam a mistura genética, utilizando marcadores cléassicos de
polimorfismo, apresentam a contribuicdo amerindia estimada em populacdes
miscigenadas com variacao de 55% na Populacdo de Alenquer, no norte do pais, a 5%
em Santa Catarina na regido sul (Santos et al 1995, Dornelles et al 1999)

Apesar da contribuicdo amerindia ser maior na regido norte e menor no sul, a
contribuicdo europeia varia pouco e a africana é similar nas demais regides. Estudo
realizado na regido centro-oeste brasileira, com 1037 individuos utilizando 12
microssatélites autossémicos, relata situacdo similar nos diversos estados com maior
presenca de ancestralidade europeia, seguida da africana e amerindia (Callegari-Jacques
et al 2003)

Estudos que analisaram apenas o cromossomo Y em individuos das cinco
regides brasileiras apontam para uma patrilinhagem essencialmente europeia, enquanto
que as matrilinhagens foram principalmente africanas e amerindias (Alves-Silva et al
2000, Carvalho-Silva et al 2001, Abe-Sandes et al 2004).
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Na andlise da diversidade genética intrapopulacional utilizando-se marcadores
de DNA, observa-se que hd maior diversidade em africanos e menor em amerindios
(Zago et al 1996, Bowcock et al 1994).

Em uma populacdo tri-hibrida como a brasileira, que apresenta grande
diversidade étnica e intensa miscigenacdo, a caracterizacdo das bases genéticas €
essencial para compreensdao do comportamento individual no desenvolvimento e
evolucdo de doengas. A resposta a infecgbes parasitarias, bem como, a composicao
genética dos individuos sdo importantes fatores a serem considerados na relagédo

parasito-hospedeiro.
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2.0.Justificativa

Varios inquéritos epidemioldgicos tém sido realizados para estimar a incidéncia
e a prevaléncia da amebiase no Brasil. A regido Norte desponta com os maiores indices,
sendo que Belém-PA apresenta a maior prevaléncia para E. histolytica com 29,5% da
populagéo residente na regido metropolitana infectada (Silva et al, 2005).

Uma importante pergunta, ainda sem resposta na pesquisa de amebiase, é porque
apenas uma proporcao (cerca de 20%) de individuos expostos a E. histolytica
desenvolvem a doencga? A variacdo na composicao genética do hospedeiro pode ser a
chave para explicar as diferencas interindividuais na susceptibilidade a amebiase
(Moonah et al 2015). Neste contexto, a subestruturacdo gendmica da populagdo
brasileira poderia subsidiar o fenémeno.

Quando se avalia a populacdo em relacdo a ancestralidade nas diversas regides
brasileiras, conclui-se que, no Norte, as linhagens mitocondriais de 54% da populacdo
apresenta origem amerindia, enquanto a propor¢do do DNA mitocondrial africano é
maior no Nordeste (44%) e a europeia no Sul (66%) (Alves-Silva et al 2000).

Tendo em vista a endemicidade da infeccdo amebiana na regido Norte em
relagdo a outras regides do Brasil, com semelhantes caracteristicas: auséncia de
infraestrutura de saneamento e exposi¢do a precérias condi¢Bes socioecondmicas, seria
a ancestralidade do individuo um fator de risco para o desenvolvimento da doenca? Em
busca da resposta avaliaremos a associacdo entre a amebiase sintomatica (invasiva) e

ancestralidade.
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3.0.0Dbjetivos

3.1.0bjetivo Geral

Correlacionar o perfil de ancestralidade genémica com a sorologia para a

amebiase, em individuos residentes na grande Belém, PA.

3.2.0Dbjetivos Especificos

Avaliar a prevaléncia de soropositivos para amebiase na populacdo estudada;

Caracterizar a ancestralidade gendmica dos participantes da pesquisa;

Avaliar a relacdo entre ancestralidade genémica a sorologia positiva e negativa
para amebiase;

Relacionar fatores higiénico-sanitarios e nutricionais a soropositividade para

amebiase invasiva.
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4.0.Material e Métodos

Populacéo:

Compbs o estudo 318 pacientes atendidos no Setor de Atendimento Médico
Unificado (SOAMU) do Instituto Evandro Chagas/MS (IEC) e Hospital Universitario
Jodo de Barros Barreto/UFPA (HUJBB), aleatoriamente convidados a participarem da
pesquisa. Os pacientes eram residentes em Belém-PA e/ou regido metropolitana,
composta por Belém, Ananindeua, Marituba, Benevides, Santa Barbara e Santa Izabel
(Assembleia Legislativa do Pard 1995 e 2010) observada na figura 4. O material foi

coletado nos meses de marco, abril e julho de 2013, nos dois locais.
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Figura 4: Regido Metropolitana de Belém-PA

Disponivel em: www.belem.pa.gov.br/planodiretor/paginas/brasao.php, acesso
em 07/01/2015.

Esta investigacdo foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da
UFMG com Parecer n® ETIC 0081.0.203.000-10 (Anexo I).

Antes da coleta, foi feita entrevista em que era apresentado ao individuo o

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo II) e a explicacéo
detalhada sobre o objetivo da pesquisa.
Foi aplicado questionario sobre o perfil higiénico — sanitario e alimentar (Anexo

I11) e coletados sangue, células da mucosa oral e solicitado fezes dos participantes.
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Os resultados dos exames parasitologicos e sorologicos foram encaminhados aos
participantes cerca de 30 dias ap6s a coleta, 0s casos positivos orientados para

atendimento médico na instituicdo colaboradora.

4.1.Tamanho da amostra

Os dados atuais da prevaléncia da E. histolytica/E.dispar no Brasil mostram que
a mesma varia de 4 a 40% em vérias regides do pais, com uma média de 8%, que foi
utilizada como referéncia para o calculo amostral. Assim, considerando-se uma precisdo
absoluta de 4% e um nivel de significancia de 5%, o tamanho da amostra estimado foi
de 144 individuos, entretanto, devido & eficacia do recrutamento, um total de 318
individuos foi incluido no estudo e destes, 178 foram aleatoriamente incluidos e

genotipados para ancestralidade.

Anélise estatistica

Na andlise da normalidade das varidveis continuas, foi utilizado o teste de
Kolmogorov-Smirnoff, sendo encontrado que a variavel percentual de ancestralidade
ndo teve distribuicdo normal.

As varidveis categdricas foram descritas como proporgdo e porcentagens, € as
variaveis continuas como média = DP, ou a mediana com intervalo interquartil (25-
75%). Na comparacdo entre 0s grupos utilizou-se, para as variaveis continuas
paramétricas o teste t-Student, e para as ndo paramétricas o teste U-Mann-Whitney. Na
comparacao entre as variaveis categoricas, utilizou-se o teste do qui-quadrado ou o teste
exato de Fisher. Utilizou-se também a ANOVA n&o-paramétrica de Kruskal-Wallis, na
comparacdo entre maultiplos grupos, seguido do teste de Dunn. Diferencas com um
p<0,05 foram consideradas estatisticamente significativas, com um intervalo de
confianca de 95%.

Os dados foram armazenados em planilhas do programa Microsoft Excel®:
respostas das entrevistas, resultados do exame parasitologico de fezes, resultados da
sorologia e resultados da ancestralidade, e uma planilha constando todos os dados. Foi
calculada Frequéncia absoluta individualmente para os resultados do questionario, do
Exame Parasitoldgico de Fezes (EPF) e da sorologia, para uma visualizagcdo mais clara e
independente dos dados. Em seguida, foi utilizado o Programa SPSS (Statistical
Package for the Social Science - versdo 22.0) para associacdo entre os resultados

obtidos em cada secéo.
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O delineamento experimental da pesquisa esta demonstrado na figura 5.

Figura 5: Delineamento Experimental da pesquisa.

STRUCTURE

N= n° de amostras analisadas
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4.2.Inquérito Sanitario-Alimentar

Foi aplicado um questionario semi estruturado com o objetivo avaliar possivel
relacdo entre fatores higiénico-sanitarios e alimentares e a soropositividade para
amebiase invasiva nos individuos participantes do estudo.

O Inquérito Sanitario-Alimentar apresenta abordagens sobre o perfil do
individuo em relagdo as condi¢bes de moradia, habitos de higiene e de alimentacédo, que
possam fornecer informacdes relacionadas aos fatores de risco para incidéncia de
doencas infecciosas com rota de contaminacao oral-fecal.

Com o Inquérito Sanitario-Alimentar foram obtidas informacdes das seguintes
variaveis: fatores demogréaficos (sexo), habitos alimentares (tipo de dieta, ingesta de
alcool, higiene alimentar), fatores relacionados a moradia (tipo de construcdo, qualidade
da agua, acesso ao saneamento, destino do lixo), fatores relacionados a distribui¢do da
agua e tratamento de esgoto.

Ap0s a coleta, os participantes foram orientados sobre medidas profilaticas para

evitar infecgdes por parasitos intestinais.

4.3.Exame Parasitologico de Fezes

O material fecal foi coletado uma Unica, vez em potes disponibilizados pela
Instituicdo e congelados a -20°C apds recebimento, sem adi¢do de conservantes. Em
seguida, as amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de Amebiase e Parasitoses
Intestinais (LAPI) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG.

No momento da analise, a amostra foi descongelada e concentrada por
centrifugacdo em formol-éter para observacdo microscopica do pellet, corado com
lugol, para pesquisa de parasitos intestinais.

Para o diagnostico da infeccdo por E. histolytica/E. dispar, historicamente tem
sido escolhida a microscopia 6tica, apesar de sua incapacidade de diferenciar as duas

formas.

4.4.Coproantigeno

Para a deteccdo de coproantigenos foram utilizados kits comerciais E. histolytica

Il test® (Techlab Inc., Blacksburgh, VA). Este teste imunoenzimatico consiste na
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deteccdo rapida da adesina (Gal/GalNac) de E. histolytica em amostras de fezes
humanas. O kit, contendo todos os regentes e tampdes, foi utilizado de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

4.5.Sorologia

Nas Ultimas décadas, testes imunoenzimaticos sdo utilizados na quantificacdo de
antigenos ou anticorpos, demonstrando alta sensibilidade (De Carli 2001). Neste estudo
foi utilizada a técnica ELISA, de acordo com protocolo definido por Okazaki et al
(1988) modificado e utilizado como método de rotina para sorologia de amebiase no
Laboratorio de Amebiase e Parasitoses Intestinais (LAPI/ICB/UFMG).

Foram coletados de cada individuo 5ml de sangue venoso em tubos a vacuo, sem
anticoagulante. Apos a formacdo do coagulo, o soro foi separado, aliquotado em tubos
de pléstico e armazenado em freezer a -20°C.

O material foi transportado, envolvido em gelo artificial, dentro de caixas de
isopor vedadas, para o Laboratério de Amebiase e Parasitoses Intestinais do Instituto de
ICB da UFMG onde a técnica foi executada.

A presenca de anticorpos anti-E. histolytica foi detectada nos soros dos
participantes através da reacao de ELISA.

As placas foram sensibilizadas com os antigenos obtidos de cepas axénicas e foi
determinado ponto de corte para a comunidade em estudo, usando soros negativos como
controles.

A confirmacdo da ocorréncia de infeccdo por E. histolytica é indicadora de
amebiase invasiva intestinal e/ou de amebiase extra intestinal, sendo o abscesso

hepético, a mais frequente entre as formas extra-intestinais (Benetton 2003).

4.6.ELISA

As placas sensibilizadas com o antigeno foram lavadas 1 vez com PBS-Tween
20 (0,05%). Em seguida, 100ul dos soros, previamente diluidos em PBS-Caseina a 2%
na diluicdo unica de 1:100, definida por titulacdo prévia, foram distribuidos em cada
orificio da placa. Os soros foram testados em duplicata. Apds incubar por uma hora a

temperatura ambiente, as placas foram lavadas 5 vezes com PBS-Tween 20.
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Ap0s o periodo de incubagéo e lavagem das placas, foi adicionado a cada poco
100ul de conjugado anti-lgG humana marcado com peroxidase (Sigma), na diluigéo de
1:1000 em PBS-Caseina, conforme o titulo previamente estabelecido e seguido de uma
nova incubacéo por 1 hora a temperatura ambiente.

Ap0s a incubacdo de 1 hora, as placas foram lavadas 5 vezes com PBS-Tween
20, seguida da adicdo de 100ul do substrato (2 pg de orto-fenilenoldiamino-OPD em
10ml de solucéo tampado citrato-fosfato (acido citrico) e 30ul de H202-30vol).

Apos adicdo do substrato, as placas foram incubadas durante 45 minutos a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apos este periodo, a reacdo foi interrompida
com a adicdo de 30ul de &cido sulfurico 4N (H2SO4) em cada orificio.

As leituras das reacdes foram feitas em espectrofotdmetro com filtro de 490nm.
Os resultados foram expressos em valores de densidade Optica (absorbancia). Para
determinacdo do ponto de corte utilizou-se 10 soros negativos para E. histolytica/ E.
dispar, testados na dilui¢do 1:100. O ponto de corte foi definido como a soma da média

das absorbancias dos 10 soros negativos mais dois desvios padréo (x + 2DP).

4.7.Ancestralidade Genbmica

4.7.1.0btengdo dos Dados da Ancestralidade Gendmica

As células da mucosa oral foram coletadas com swabs especificos (Omni swabs®
Whatman®) colocados em eppendorf com 600pl de soluc&o de lise e congelados.

Todo o material foi transportado para o Laboratério de Amebiase e Protozoarios
Intestinais do Departamento de Parasitologia (ICB/UFMG) e congelado até o0 momento
da analise.

Para andlise da ancestralidade foram selecionados um total de 178 swabs de

pacientes positivos e negativos no exame sorolégico.

4.7.2..Extracdo do DNA

A extracdo do DNA foi realizada no Laboratdrio de Genética Bioquimica (LGB)
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG.

Protocolo de Extracdo do DNA

12 Etapa:
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Os eppendorfs com os swabs foram submetidos ao vortex durante 20 segundos,
em seguida foi dado spin. Foi adicionado 15ul de solugéo de proteinase K, a amostra foi
entdo submetida ao vortex e spin e colocada em banho-maria a 55°C overnight.

22 Etapa

A amostra foi submetida a vortex e spin. Retirou-se o swab (pressionando-se
contra a parede do tubo), com pinga. Adicionou-se 200 ul de solucdo de precipitagdo
(Protein Precipitation Solution- Gentra®) e levou-se ao vortex por 20 segundos.
Centrifugou-se por 3 minutos na velocidade 13.000-14.000 RPM. Transferiu-se o
sobrenadante para novo tubo com isopropanol (600ul). Homogeneizou-se
delicadamente e levou-se ao freezer a -20°C overnight.

3% Etapa

Centrifugou-se a amostra por 30 minutos em velocidade de 14.000RPM,
descartou-se cuidadosamente o sobrenadante e virou-se o0 tubo sobre um papel
absorvente limpo. Adicionou-se 1000 ul de etanol 70% gelado, inverteu-se gentilmente
os tubos e centrifugou-se por 5 minutos em velocidade méxima. Descartou-se
cuidadosamente o sobrenadante e virou-se o tubo sobre um papel absorvente limpo.
Adicionou-se 1000 pl de etanol 95% gelado, inverteu-se gentilmente os tubos e
centrifugou-se por 5 minutos também a 14.000 RPM. Descartou-se cuidadosamente o
sobrenadante e virou-se o tubo sobre papel absorvente limpo. Deixou-se o etanol
evaporar.

42 Etapa

Adicionou-se 60 pl de TE (tris +EDTA) pH 8.0, colocou-se no banho maria por
15 minutos, deu-se spin, colocou-se 10 pl da amostra em eppendorf de 0,2 pl.

4.7.3.Quantificacdo do DNA

Todas as amostras de DNA gendmico foram quantificadas utilizando-se o kit
Quantifiler™ (Applied Biosystems). Uma curva-padrdo foi ajustada, usando-se
concentracgdes crescentes de DNA (inclusas no kit) nas quantidades: 0,023; 0,068; 0,21;
0,62; 1,85; 5,56; 16,7 e 50 nanogramas. Com base nessa curva padrdo as concentragoes
de DNA das amostras foram determinadas.

As reacgOes de PCR foram feitas em um volume final de 12,5 puL. Destes 12,5
uL; 5,25 pL eram do reagente Quantifiler™ primer mix; 6,25 pL eram do Quantifiler™

mix de reagdo para PCR e 1 uL era de DNA. As reagdes para obtengdo da curva-padrao
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foram feitas nessa mesma proporcéao, usando-se os padrées como material genético. As
reacOes foram conduzidas em placas de 384 wells, os parametros de ciclagem utilizados
foram: 10 min a 95 °C e 50 ciclos de 15 segundos a 95 °C (desnaturac¢do) e 1 min a 60
°C (anelamento e extensao), utilizando o aparelho 7900HT Fast Real-Time PCR System

(Applied Biosystems).

4.7.4.Determinagéo da Ancestralidade

Bastos-Rodrigues et al (2006) e Pena et al (2009) estudaram um grupo de 40
marcadores indels bialélicos, estes foram eficientes na caracterizagdo da estrutura da
populacdo humana a nivel mundial. Pena et al (2009) mostraram que esse grupo de 40
marcadores indels apresentou alta sensibilidade na discriminacdo entre Amerindios,
Europeus e Africanos subsaarianos, as trés raizes ancestrais brasileiras.

Conforme descrito por Bastos-Rodrigues et al (2006), foi usado um sistema de
quatro reacGes multiplex, cada uma consistindo de uma mistura de 9-12 pares de
iniciadores, seguido da eletroforese capilar dos produtos de PCR obtidos no
sequenciador de DNA ABI 3130xI Genetic Analyzer contendo 96 capilares. Adaptacéo,
descrita por Durso (2014), em relagdo ao protocolo inicialmente descrito, foi executada
nesse trabalho, de forma que cada reacdo multiplex foi marcada com apenas um
fluoréforo, sendo assim possivel em apenas uma eletroforese capilar visualizar os
produtos das amplificacdes dos 40 indels.

Apos as eletroforeses seguiu-se a determinacdo dos alelos presentes nas reaces
dos multiplexes, com o auxilio do programa Gene Mapper ID v 3.2. Foi utilizado um
controle positivo denominado escala alélica, constituida por uma mistura de DNA de

203 individuos, que apresenta todos os alelos.

4.7.5.Estimativa de Ancestralidade Biogeografica

Para estimar a propor¢do relativa de amerindios, europeus e africano com
ascendéncia subsaariana, foi utilizada para cada amostra genotipada o seguinte painel de
indels: MID-1 (rs3917), MID-15 (rs4181), MID-17 (rs4183), MID-51 (rs16343), MID-
89 (rs16381), MID-107 (rs16394), MID-131 (rs16415), MID-132 (rs16416), MID-150
(rs16430), MID-159 (rs16438), MID-170 (rs16448), MID-258 (rs16695), MID-278
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(rs16715), MID-420 (rs140709), MID-444 (rs140733), MID-468 (rs140757), MID-470
(rs140759), MID-663 (rs1305047), MID-788 (rs1610874), MID-857 (rs1610942), MID-
914 (rs1610997), MID-918 (rs1611001), MID-1002 (rs1611084), MID-1092
(rs2067180), MID-1100 (rs2067188), MID-1129 (rs2067217), MID-1291 (rs2067373),
MID-1352 (rs2307548), MID-1428 (rs2307624), MID-1537 (rs2307733), MID-1549
(rs2307745), MID-1586 (rs2307782), MID-1642 (rs2307838), MID-1654 (rs2307850),
MID-1759 (rs2307955), MID-1763 (rs2307959), MID-1847 (rs2308043), MID-1861
(rs2308057), MID-1943 (rs2308135) e MID- 1952 (rs2308144) . Nesta lista 0 nimero
MID diz respeito a nomenclatura de Weber et al (2002).

4.7.5.Analise dos Dados da Ancestralidade Gendmica

A determinacdo da ancestralidade de cada individuo brasileiro deste estudo foi
obtida usando o programa Structure v 2.3.3 (Pritchard et al, 2000). A andlise foi feita
utilizando o algoritmo MCMC (Markov Chain Monte Carlo) com burn-in 200.000 e
1.000.000 de interac0es.

4.8.Associagdo da Estimativa de Ancestralidade com a Sorologia Positiva para
Amebiase

Os dados referentes a ancestralidade foram tabulados e submetidos a anélises
uni- bi- e multivariadas com o auxilio do software SPSS (Statistical Package for the
Social Science - versdo 22.0). Inicialmente foram utilizados média, mediana, quartis,
minimo, maximo e desvio padrdo para a identificacdo das principais caracteristicas dos
participantes cuja ancestralidade foi determinada. Para comparacgéo entre 0s grupos com
sorologia positiva e negativa e o grau de ancestralidade, utilizou-se o teste de
comparacéo de dois grupos independentes t-Student.

Na analise da normalidade, foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnoff, sendo
encontrado que a variavel “percentual de ancestralidade” nédo teve distribuicdo normal.
Assim, na comparacdo entre 0s grupos, as varidveis continuas foram comparadas
utilizando-se o teste de U-Mann-Whitney, e a ANOVA ndo paramétrica de Kruskal-
Wallis.

A regressdo logistica multipla foi utilizada para avaliar as relagfes multiplas
existentes entre, a sorologia e os graus de ancestralidade europeia, amerindia e africana,

de forma conjunta. Foram realizados também testes de correlagdo entre os valores das
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ancestralidades, para avaliar o padrdo de dominancia entre os tipos de ancestralidade.
Para determinar se as diferengas encontradas foram estatisticamente significativas, foi

considerado valores de p-valor menor ou igual a 0,05.
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5.0.Resultados

5.1.Exame Parasitolégico de Fezes

Foram executadas analises nas fezes de 195 individuos, que forneceram
material. O parasito que apresentou maior frequéncia foi o Blastocystis sp (25,6%),
seqguido de E. histolytica / E. dispar (9,7%) e Endolimax nana (8,2%). Nas tabelas
abaixo a distribuicdo dos parasitos nos exames (Tabela 1) e sua relacdo com servicos de

abastecimento de agua por rede (Tabela 2) e esgotamento sanitario por rede (Tabela 3).

Tabela 1: Distribuicdo de parasitos nos 195 exames realizados.

Parasitos N %
Blastocistys sp 50 25,6
E histolytica E dispar 19 9,7
E coli 18 9,2
Endolimax nana 16 8,2
Trichura trichiura 14 7,2
Giardia lamblia 5 2,6
Ancilostomideos 3 1,5
Ascaris lumbricoides 2 1,0
Hymenolepis nana 1 0,5

Tabela 2: Associacdo dos diferentes parasitos com o servico de abastecimento de agua
por rede.

Sem rede agua Com rede agua

Parasitos N % N % p

Blastocistys sp 22 24,4 28 26,7 0,723
E coli 8 8,9 10 9,5 0,879
E histolytica E dispar 6 6,7 13 12,4 0,180
Trichura trichiura 6 6,7 8 7,6 0,797
Endolimax nana 5 5,6 11 10,5 0,212
Giardia lamblia 2 2,2 3 2,9 0,780
Ancilostomideos 1 1,1 2 1,9 0,654
Ascaris lumbricoides 0 0,0 2 19 0,188
Hymenolepis nana 0 0,0 1 1,0 0,353

33



Tabela 3: Prevaléncia das espécies de parasitos e auséncia de rede de esgotamento
geral.

Sem rede agua Com rede agua

Parasitos N % N % p

Blastocistys sp 42 26,8 8 21,1 0,470
E histolytica E dispar 17 10,8 2 5,3 0,299
Endolimax nana 14 8,9 2 53 0,461
E coli 13 8,3 5 13,2 0,351
Trichura trichiura 12 7,6 2 5,3 0,610
Giardia lamblia 5 3,2 0 0,0 0,265
Ancilostomideos 3 1,9 0 0,0 0,390
Ascaris lumbricoides 2 1,3 0 0,0 0,484
Hymenolepis nana 0 0,0 1 2,6 0,042

5.2.Sorologia

Na sorologia, observou-se um alto indice de positividade no teste ELISA, com
uma diluicdo de 1:100 nas amostras de soro e 2 desvios padres. Dos 318 participantes
do estudo, 140 individuos (44,03%) apresentaram resultados positivos para anticorpos
anti E. histolytica, ou seja, apresentaram ou apresentam infec¢cdo amebiana, ja que a
deteccdo de anticorpos IgG pode significar infec¢cdo regressa ou atual.

Quadro 1: Sorologia

Positivo Negativo
140 | 44,03% | 178 | 55,97%

A associacéo entre sorologia positiva e negativa com os resultados do exame

parasitoldgico de fezes sdo observados na tabela 4.

Tabela 4: Prevaléncia das espécies de parasitos e sorologia para E. histolytica.

Sorologia negativa Sorologia positiva
Parasitos N % N % p
Blastocistys sp 26 25,7 24 25,5 0,973
E histolytica E dispar 12 11,9 7 7,4 0,297
Trichura trichiura 11 10,9 3 3,2 0,037
Endolimax nana 11 10,9 5 5,3 0,157
E coli 9 8,9 9 9,6 0,873

34



Ancilostomideos 2 2,0 1 1,1 0,603
Giardia lamblia 2 2,0 3 3,2 0,593
Ascaris lumbricoides 1 1,0 1 1,1 0,959
Hymenolepis nana 1 1,0 0 0,0 0,333

5.3.Inquérito Epidemiologico

O objetivo deste questionario foi identificar a partir dos dados coletados, fatores
ambientais, sanitarios e habitos alimentares que pudessem contribuir para a incidéncia e
agravamento de doengas infecciosas com rota de contaminagéao oral-fecal.

O inquérito abrangeu os seguintes temas: sexo, qualidade da agua consumida,
exposicdo a fatores de riscos ambientais, habitos de higiene pessoal, qualidade da
alimentacdo, consumo de alcool.

Foram entrevistados 318 participantes neste estudo, no Instituto Evandro
Chagas/MS e Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto/UFPA.

As entrevistas para preenchimento do questiondrio foram feitas pela

pesquisadora apds apresentacdo e assinatura do TCLE.

Sexo
Participaram da pesquisa 43,7% de individuos do sexo masculinos e 56,3% do
sexo feminino.

Quadro 2: Sexo

Masculino Feminino
139 43,7% 179 56,3%

Qualidade da agua consumida

Em relacdo ao abastecimento de dgua disponivel para as residéncias, a maioria
tem acesso a rede geral (55,7%). Dos participantes 44,7% consumiam agua de poco e
0,9% relataram que utilizavam agua de outras fontes, como rio, igarapés, etc.

Quadro 3: Abastecimento de agua nas residéncias

Rede Geral Poco Outros
177 55,7% 142 44, 7% 3 0,9%
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Considerando a grande percentagem de utilitarios de agua ndo canalizada, os
participantes foram questionados quanto aos cuidados com a &gua a ser ingerida no
domicilio. Dentre os respondedores, 29,9% filtram a &gua antes do consumo, 0,9%
fazem cloracdo na prépria residéncia, nenhum dos entrevistados afirmou utilizar o
processo de fervura (0%) e a maioria (69,5%) relatou consumir a agua da forma que
chega ao domicilio, sem tratamento adicional.

Quadro 4: Tratamento da agua de beber

Néao faz tratamento
69,5%

Fervura
0,0% 221

Filtracdo
95 29,9% 3

Cloracao
0,9% 0

Dentre os individuos que afirmaram “ndo fazer tratamento algum” na agua
consumida em seu domicilio, houve muitos relatos de uso de agua mineral, no entanto,
na auséncia de recursos para aquisi¢ao desta, consumiam a dgua disponivel no domicilio

independente da origem.

Exposicdo a fatores de riscos ambientais

O Esgotamento sanitario teve como destino a Rede geral em 54 domicilios,
enguanto a fossa séptica esteve presente na residéncia de 236 entrevistados (74,2%), a
resposta “outros” foi informada por um participante, € em 6,9% dos domicilios néo
havia esgotamento sanitario algum.

Quadro 5: Esgotamento sanitario nos domicilios

Rede geral Fossa séptica Outros N&o tem

54 17,0% 236 74,2% 1 0,3% 22 6,9%

Destino do lixo

Foram avaliadas as condi¢cdes de destinacdo do lixo produzido nas residéncias.
Os dados relatados apontaram que em 94,7% dos domicilios o lixo € coletado com
frequéncia, em 12 residéncias o lixo é queimado/enterrado (3,8%) e em 6 os moradores
deixam-no a céu aberto (1,6%).

Quadro 6: Destino do lixo nos domicilios

Coletado

Queimado/enterrado

Céu aberto

Outros

301 94,7%

12 3,8%

5 1,6%

0 0,0%
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Tipo de construcdo da habitacéo

Foram avaliadas as condi¢bes da moradia dos participantes: tipo de construcao,
numero de comodos e nimero de residentes. Para as duas Ultimas questdes ndo havia
opcdes definidas para respostas, as categorias foram elaboradas a partir dos dados
obtidos. Desta forma, o numero de cdmodos citado variou entre 1 a 10 e a quantidade de
habitantes de 1 a 13 em cada residéncia.

A maioria dos entrevistados (78,9%) residia em casas de alvenaria. Dois
entrevistados afirmaram residirem em casas de pau-a-pique (0,2%), 48 pessoas disseram
morar em casas de madeira (15,1%) e 18 (5,7%) em palafitas.

Quadro 7: Tipo de construcdo da habitacao

Tipo Construcéo N %

Alvenaria 251 78,9
Pau a Pique 2 0,6
Madeira 48 15,1
Outro 18 57

Quanto aos cébmodos das moradias, as respostas variaram entre 1 e 10 cdmodos,
a maioria dos participantes residiam em habitagdes com 4 (23,6%) ou 5 (22,3%)
cdémodos (Figura 6). O nimero de residentes em cada habitacdo variou de 1 a 13, sendo
mais frequente 4 pessoas por domicilio (Figura 7).

Figura 6: Numero de cémodos por Residéncia.
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Figura 7: Numero de individuos por Residéncia.
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Qualidade da alimentacéo

Procurando determinar a rotina alimentar dos participantes, verificou-se que
arroz (83,6%), farinha (58,9%), carne (38,1%), frango (28,9%), feijdo (27,7%), peixe

(25,5%) e acai (23,0%) foram os mais citados.

Quadro 8: Alimentos mais consumidos

Alimento NC° de respostas | Frequéncia
Acai 73 23,0%
Farinha 187 58,8%
Frango 92 28,9%
Carne 121 38,1%
Peixe 81 25,5%
Camaréo 3 0,9%
Arroz 266 83,6%
Feijdo 88 27,7%

A frequéncia no consumo do alimento preferido, revelou que a grande maioria

(95,3%) dos participantes consumia sua “preferéncia” alimentar diariamente.
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Procurando definir a frequéncia de ingestdo de alimentos crus, verificou-se que
45,3% dos participantes ndo possuiam este habito alimentar. Dentre os individuos que
consomem alimento crus, a opcdo por verduras foi a mais frequente (51,9%). Com
relacdo a frequéncia de ingestdo, 17,3% dos entrevistados afirmaram consumir
alimentos crus diariamente

Quadro 9: Consumo de alimentos crus

Verduras Legumes Frutas Né&o consome

165 51,9% 101 31,8% 108 34,0% 144 45,3%

A maioria dos participantes do estudo (99,4%) ndo cultiva alimentos em sua
residéncia, apenas 2 entrevistados (0,6%) relataram o habito de produzir hortas ou
pomares. Estes afirmaram residir em comunidades ribeirinhas, em municipios da regido
metropolitana de Belém-PA.

Os participantes que faziam uso de alimentos crus foram questionados quanto a
forma de higienizacdo dos mesmos. A maioria (51,3%) apenas lava os alimentos em
agua de torneira.

Quadro 10: Higienizacédo de alimentos ingeridos crus

Agua da torneira Agua filtrada Vinagre Hipoclorito

163 51,3% 6 1,9% 46 14,5% 31 9,7%

Em relagéo a ingesta proteica de alto valor nutritivo considerou-se o consumo
de carne e leite. A maioria dos participantes respondeu ingerir carne diariamente
(33,6%).

Quadro 11: Consumo de carne

Consumo Carne Semanal N %
Consumo Carne Semanal 1Vez 25 7,9
Consumo Carne Semanal 2Vezes 50 15,7
Consumo Carne Semanal 3Vezes 89 28,0
Consumo Carne Semanal 4Vezes 16 5,0
Consumo Carne Semanal 5Vezes 15 4,7
Consumo Carne Semanal Todos os dias 107 33,6
Consumo Carne Semanal Raramente 3 0,9
Consumo Carne Semanal Nunca 15 4,7

39



Em relacdo ao consumo de leite 247 (77,7%) participantes afirmaram ingerir
todos os dias.
Quadro 12: Consumo de leite

Consumo Leite Semanal N %
Consumo Leite Semanal 1Vez 4 1,3
Consumo Leite Semanal 2Vezes 4 1,3
Consumo Leite Semanal 3Vezes 6 1,9
Consumo Leite Semanal Todos os dias 247 77,7
Consumo Leite Semanal Raramente 8 2,5
Consumo Leite Semanal Nunca 49 15,4

Consumo de alcool

Considerando que o consumo exagerado de &lcool predispde a infeccGes
intestinais, a frequéncia de seu consumo foi investigado. Dentre os participantes, 18,6%
afirmaram ser consumidores, sendo que a maioria (11,6%) ingeria em média uma vez
por semana.

Quadro 13: Consumo de alcool

Variavel (N total= 318) N %
Consume Alcool 59 18,6
Consome 1 Vez/semana 37 11,6
Consume 2 Vezes/semana 22 6,9

Associacao sorologia para E. histolytica, com as condi¢des de agua, saneamento
e de moradia, nUmero de cébmodos e residentes nas moradias (Tabelas 5, 6 e 7):

Tabela 5: Relacdo da sorologia para E. histolytica com as condicdes de agua,
saneamento e moradia

Variaveis Sorologia Sorologia p
negativa positiva
N % N %

Tratamento agua Filtracao 51 28,7 44 31,4 0,591
Tratamento agua Cloracéo 1 0,6 2 1,4 0,427
Tratamento agua Fervura 0 0,0 0 0,0 .
Tratamento agua Outro 125 70,2 96 68,6 0,751
Esgotamento Sanitario Rede Geral 36 20,2 18 12,9 0,082
Esgotamento Sanitario Fossa Séptica 129 72,5 107 76,4 0,423
Esgotamento Sanitario Outro 1 0,6 0 0,0 0,374
Esgotamento Sanitario N&o tem 10 5,6 12 8,6 0,303
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Destino Lixo Coletado 168 94,4 133 95,0 | 0,808
Destino Lixo Queimado enterrado 6 3,4 6 4,3 0,671
Destino Lixo Céu Aberto 4 2,2 1 0,7 0,275
Destino Lixo Outro 0 0,0 0 0,0 .

Tipo Construcdo Alvenaria 140 78,7 111 79,3 0,891
Tipo Construcdo Pau a Pique 1 0,6 1 0,7 0,864
Tipo Construcdo Madeira 30 16,9 18 12,9 0,323
Tipo Construgdo Outro 8 4,5 10 7,1 0,310

Tabela 6: Relacdo da sorologia para E. histolytica com o nimero de cémodos das

moradias

Variaveis Sorologia Sorologia p
negativa positiva
N % N %
Numero Cémodos na casa 1 1 0,6 2 1,4 0,427
Numero Comodos na casa 2 19 10,7 12 8,6 0,530
Numero Comodos na casa 3 34 19,1 18 12,9 0,135
Numero Comodos na casa 4 46 25,8 29 20,7 0,285
Numero Cémodos na casa 5 33 18,5 38 27,1 0,067
Numero Comodos na casa 6 25 14,0 24 17,1 0,447
Numero Comodos na casa 7 12 6,9 8 5,8 0,694
Numero Comodos na casa 8 8 4,5 6 4,3 0,928
Numero Comodos na casa 9 0 0,0 1 0,7 0,259
Numero Comodos na casa 10 1 0,6 3 2,1 0,209

Tabela 7: Relacdo da sorologia para E. histolytica com o nimero de moradores por

residéncia.
Variaveis Sorologia negativa Sorologia p
positiva
N % N %

Numero Pessoas na casa 1 12 6,7 8 57 0,708
Numero Pessoas na casa 2 33 18,5 25 17,9 0,876
Numero Pessoas na casa 3 29 16,3 23 16,4 0,974
NuUmero Pessoas na casa 4 42 23,6 45 32,1 0,090
NuUmero Pessoas na casa 5 40 22,5 21 15,0 0,093
NuUmero Pessoas na casa 6 6 3,4 8 57 0,312
Numero Pessoas na casa 7 11 6,4 3 2,2 0,084
NuUmero Pessoas na casa 8 2 11 1 0,7 0,708
Numero Pessoas na casa 9 3 1,7 2 14 0,851
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Numero Pessoas na casa 10 0 0,0 1 0,7 0,257
Numero Pessoas na casa 11 0 0,0 0 0,0 :

Numero Pessoas na casa 12 0 0,0 2 14 0,110
Numero Pessoas na casa 13 0 0,0 1 0,7 0,259

N&o houve associagdo de nenhum dos itens abrangendo prevaléncia de
enteroparasitoses com sexo, qualidade da d&gua consumida, exposicdo a fatores de riscos
ambientais, qualidade da alimentacéo e consumo de alcool, com a presenca de infeccdes

intestinais ou sorologia positiva para amebiase.

5.4.Ancestralidade GenO6mica

Foi avaliado o genoma de 178 individuos, a ancestralidade gendmica dos
individuos apresentou uma maior propor¢do de genes para ancestralidade Europeia
(75,8%), seguido da ancestralidade Amerindia (14,6%) e Africana (9,6%). Chamamos
esta maior propor¢do de genes para uma determinada ancestralidade de dominancia, ja
que todos possuem genes relacionados as trés ancestralidades avaliadas.

Avaliamos o padrdo de ocorréncia das ancestralidades amerindia, européia e
africana nas amostras elencadas, percebemos nitidamente que nossa amostra continha

uma maior proporc¢éo de europeus (Figuras 8, 9 e 10).

Figura 8: Distribuicdo percentual de Amerindios.
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Figura 9: Distribuicdo percentual de Africanos.
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Figura 10: Distribuicdo percentual de Europeus.
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Associagao entre estimativa de ancestralidade e sorologia

Dentre os individuos que tiveram sua estimativa de ancestralidade individual
determinada, 100 apresentaram sorologia negativa para amebiase e 78 positiva no teste
de ELISA com uma diluicdo de 1:100 com 2 desvios padrfes. Tendo em mdaos 0S

resultados da sorologia e ancestralidade destes individuos, investigamos a relagéo entre
ancestralidade e sorologia para amebiase.
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A andlise dos dados revelou que o grupo cuja sorologia € negativa possui
estimativa de ancestralidade europeia maior que o grupo cuja sorologia € positiva, sendo
a diferenca observada significativa. J& os grupos cuja sorologia para amebiase foi
positiva possui grau de ancestralidade africana e amerindia bem superior ao que
apresentou sorologia negativa. A diferenca observada foi significativa para ambos 0s

grupos, sendo a probabilidade de significAncia do teste menor que 0,05 (Tabela 8).

Tabela 8: Associacgdo entre grau de ancestralidade e sorologia para amebiase.

Sorologia Meédia Mediana Desvlo Minimo Maximo i
Padréo valor
Ancestralidade o otiva 0730 0854 0267 0026 0,986 0 501

Européia Positiva 0,569 0,613 0,290 0,037 0,967

Ancestralidade  Negativa 0,119 0038 0171 0,005 0893 0,001

Africana Positiva 0,188 0,111 0,200 0,009 0,890

Ancestralidade  Negativa 0,152 0,081 0,178 0,008 0,810 0,002
Amerindia  positiva 0,243 0,161 0221 0011 0,925

* Teste de Mann-Whitney

Figura 11: Associacdo entre grau de ancestralidade e sorologia para amebiase.

SOROLOGIA_AMEBIASE

WHEGATIVA
ErosTiva

100

Count

AMERINDIA AFRICANA EUROFEIA
DOMINANCIA

44



Avaliacdo da proporcdo de ancestralidade gendmica europeia, africana e
amerindia em cada grupo de ancestralidade.

O valor do percentual amerindio nos trés grupos de dominancias foi
significantemente diferente entre si, sendo, como esperado, maior no grupo amerindio,
mas na comparacao entre africano e europeu, 0 grupo de ancestralidade africano teve
maior percentual de amerindio. O valor do percentual africano foi maior no grupo
africano, mas na comparacdo entre amerindio e europeu, 0 grupo de dominéncia
amerindio teve maior percentual de africano. O valor do percentual europeu foi
significantemente diferente entre o grupo de dominancia europeu em relagdo aos outros
dois grupos, entretanto, ndo houve diferenca significativa do percentual de
ancestralidade europeia entre os grupos de dominancia amerindio e africano (Figura 12).

Figura 12: Percentual de amerindio, africano e europeu conforme grupos de

dominancia de cada ancestralidade.
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5.5.Impacto das ancestralidades na sorologia positiva

O impacto das trés ancestralidades na sorologia positiva foi avaliado. O
percentual da ancestralidade amerindio e africano foi significativamente maior nos
soropositivos apenas nos grupo com dominancia de ancestralidade europeia. Ndo houve
diferenca entre soropositivos e soronegativos nos outros dois grupos de dominancia.
A ancestralidade europeia foi significantemente menor nos soropositivos, no grupo de
dominéancia europeia, mas ndo nos grupos de dominancia amerindios e africanos, nédo

havendo diferenca significativa entre positivos e negativos nestes tltimos.

Figura 13: Impacto das ancestralidades na sorologia positiva.
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O impacto conjunto das trés ancestralidades na sorologia positiva demonstrou
que dentre todas as caracteristicas levantadas, somente a ancestralidade europeia
impactou de forma significativa na sorologia positiva, sendo que a chance de sorologia
positiva reduz 6,1% a cada aumento de 10% na ancestralidade europeia (Tabela 9)

Tabela 9: Associacgdo entre ancestralidade e sorologia positiva.

Variavel Categorias OR”" IC_: 95% OR - P-valor
Independente Inferior | Superior
Amerindia Nao 1,000 ) ) A
Sim 3,287 0,867 12,461 0,080
Africana Néo 1,000 ] ) A
Sim 2,520 0,561 11,320 0,228
Europeia N_éo 1,000 ) ) )
Sim 0,388 0,238 0,632 < 0,001

* OR: Odds Ratio
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Discussao

Enteroparasitoses constituem importante problema de salde publica em paises
em desenvolvimento. Muitos sdo 0s parasitos responsaveis por estas infeccdes. Alguns,
como E. histolytica, E. dispar, Giardia lamblia, Hymenolepis nana, Taenia solium,
Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Cryptosporidium parvum e Enterobius
vermicularis, sdo transmitidos pela dgua ou alimentos contaminados. Outros, como
Ancylostoma duodenale, Necator americanus e Strongyloides stercoralis, sao
transmitidos por larvas presentes no solo (Neves et al, 2011). As enteroparasitoses estao
fortemente associadas a falta de saneamento bésico, higiene e condi¢Bes de vida e
moradia, comprometendo ndo apenas a saude do individuo, mas também a forca de

trabalho impactando na geracdo de riquezas do pais.

Os relatos de prevaléncia das parasitoses intestinais no Brasil disponiveis na
literatura sdo escassos e muito circunstanciais, pois geralmente consideram populacdes
especificas (escolares, criancas, idosos ou pacientes imunossuprimidos) e refletem
apenas a realidade de pequenas localidades. Desse modo, ndo se conhece a prevaléncia
dessas parasitoses em nivel nacional (Braz et al 2014).

A amebiase € uma doenca infecciosa muito intrigante. Possui rota oral-fecal,
possuindo maior probabilidade de expansdo em paises em desenvolvimento, pela falta
de investimentos em engenharia sanitaria e educacdo, de uma maneira geral. Contudo as
informacdes referentes a distribuicdo da infec¢do no globo mostram que as condigcdes
sanitarias ndo sdo as Unicas determinantes da presenca da infeccéo.

Fatores como 0 nUmero crescente de viagens internacionais, migracfes e a
consequente imunossupressdo de diferentes etiologias tém contribuido para o aumento
do nmero de casos de amebiase em todo o mundo (Cernichiaro-Espinosa et al 2014).
Algumas regides, no entanto, por razdes ainda nédo esclarecidas apresentam taxas de
incidéncia de amebiase hepatica extremamente elevada, como o Vietnd, por exemplo,
com valores relatados de aproximadamente 21 casos por 100.000 habitantes (Ximenez
et al 2009).

O que se pode observar é que apesar das condi¢bes favoraveis para a
disseminacdo da infeccdo parasitaria em muitas regides do Brasil, os relatos de
amebiase invasiva parecem se restringir a regido Norte, onde, depoimentos dos

profissionais envolvidos na assisténcia da doencga, denunciam ocorréncia de amebiase
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invasiva, hepatica ou intestinal. Em Belém-PA ocorre a maior prevaléncia para E.
histolytica/E. dispar, com 29,5% da populacdo residente na regido metropolitana
infectada (Silva et al, 2005). Este confinamento pode relacionar-se tanto a fatores
ambientais, sanitarios e alimentares da populacdo, como também a genética dos
individuos que habitam esta area geografica (Fumagalli et al., 2011).

A cidade de Belém € entrecortada pelos rios Guama e Acara, que se encontram
na Baia de Guajard formando muitas ilhas, apresentando alto indice pluviométrico, o
que coloca a regido em uma situacdo diferenciada de risco ambiental e de saide. Um
dos principais meios de transporte é o fluvial e a floresta ainda esta muito presente na
paisagem da regiéo.

Na alimentacdo as frutas nativas como acai e pupunha, ficam mais escassas a
cada ano devido a baixa sustentabilidade da producéo e alto custo de comercializacao.
Como ainda ha disponibilidade de peixes devido a estrutura geografica do local, este
ainda é um alimento preferencialmente consumido com farinha de mandioca e/ou acai
(Santana et al 2014).

Diante do exposto, investigamos a possivel associacdo de fatores nutricionais,
ambientais, higiénico-sanitarios, e sociais na maior prevaléncia de enteroparasitoses e
também de sorologia positiva para amebiase na regido.

N&o encontramos associacdo entre nenhum dos fatores analisados com a
presenca de enteroparasitos ou sorologia positiva para amebiase. Resultados
semelhantes foram encontrados por Gil et al (2013), que verificaram alta prevaléncia de
enteroparasitoses em comunidades da periferia de Belo Horizonte, sem encontrar
associacao com fatores ambientais e de estrutura sanitaria. Estes resultados sugerem que
comportamentos individuais poderiam relacionar-se a maior transmissdo de
enteroparasitos nas duas regides.

Contudo gostariamos de ressaltar outra possibilidade de interpretacdo destes
resultados remetendo a capacidade de discernimento de cada entrevistado.

Houve uma procura voluntéria significativa de individuos para participar desta
pesquisa, denotando a caréncia da populacdo em relacdo a atencdo a saude. No entanto,
por falta de estrutura adequada, espaco fisico e colaboradores, varios foram
dispensados.

Nas respostas ao questionario colocadas durante a entrevista houve diversos
relatos espontaneos sobre a ocorréncia de infec¢Bes parasitarias em varios episodios ao

longo da vida dos individuos. Muitos conviveram em sua infancia nas comunidades
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ribeirinhas ou mesmo utilizaram as aguas dos rios e mananciais para consumo ou lazer,
e no relato usaram expressdes de dor para externar os episddios de colite e diarreia
vividos, descreviam como “um nd na tripa” sintoma de forte dor abdominal.

Na orientacdo sobre o0 objetivo da pesquisa, antes da assinatura do TCLE, alguns
participantes demonstraram dificuldade de compreensdo da informacdo repassada.
Perguntas curiosas surgiram, como: “o que é esse tal de DNA?” e “de onde vem o
verme?”, desafiando a capacidade de clareza e objetividade nas respostas aos
guestionamentos.

No entanto, vamos fazer algumas colocagdes que julgamos pertinentes para
contextualizar os leitores a realidade de Belém e aos riscos para aquisi¢do de infec¢des
por parasitos intestinais.

6.1.Enteroparasitoses

As precérias condi¢des socioecondmicas na regido estudada, bem como a falta
de saneamento basico na maioria das localidades, expde a populacdo a maior risco de
contrair infecces com rota oral-fecal. Na Regido Norte do Brasil a ocorréncia de
parasitoses intestinais é elevada, principalmente na populacdo ribeirinha, area com
maior deficiéncia de saneamento bésico. Os resultados de Silva et al (2014) revelaram
positividade em 94,5% no Exame Parasitologico de Fezes (EPF), sendo encontrado
entre 0s protozoarios, Entamoeba sp. (36,26%) como o mais frequentes.

Dentre os individuos arrolados, 195 forneceram material para o exame de fezes.
Em 40% das amostras avaliadas no EPF, foi encontrada alguma espécie de parasito. O
complexo E. histolytica/E. dispar apresentou 9,7% de positividade. NUmeros
excepcionais para o Brasil, contudo considerados baixos quando comparados aos
nameros encontrados na literatura para esta regido (Silva et al 2005). No entanto,
devemos salientar que estas amostras foram obtidas de uma sé coleta fecal. Os outros
trabalhos se referem a prevaléncia de enteroparasitos em amostras obtidas de trés
coletas formalizadas em dias alternados. Outro aspecto a salientar se refere a
conservacdo do material, que foi mantido congelamento em Belém para depois ser
encaminhado para Belo Horizonte onde o exame de fezes foi executado. Muitas das
amostras estavam apresentando corpos deteriorados, sem definicdo para diagndstico.
Assim, concluimos que o material poderia conter muito mais parasitos que o0s por nés

identificados, incluindo E. histolytica/E. dispar.
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Segundo Rey (2010) o tempo decorrido entre a evacuacdo das fezes e sua
conducdo ao laboratério pode influenciar no resultado, o ideal é que a investigacao
ocorra em trés amostras fecais, em periodos alternados de no méximo dez dias, assim
aumenta a seguranca do resultado na investigacdo de enteroparasitos, pois contempla a
intermiténcia no seu ciclo evolutivo.

No Brasil a distribuicdo geogréfica da amebiase é bem diversificada,
comunidades localizadas nas regibes Sudeste e Nordeste apresentam um reduzido
numero de individuos infectados por E. histolytica/dispar em relacdo a regido Norte.

Macedo et al (2010) encontrou E. histolytica/E. dispar em 34 amostras (2,0%)
em estudo no Rio de Janeiro.

Em investigagdo realizada em Alagoas em 68 (3,8%) amostras fecais analisadas
por microscopia optica foi detectada a presenca do complexo E. histolytica / E dispar
(Duarte 2013).

Gil et al. (2013), avaliando a prevaléncia de enteroparasitoses em comunidades
da periferia de Belo Horizonte, identificou 3,5% de infectados com o complexo.

O multiparasitismo € situacdo comum entre 0s pacientes desta pesquisa, neste
estudo outros parasitos também foram encontrados, os dados apontam para uma
prevaléncia de Blastocystis hominis (25,6%) e Endolimax nana (8,2%).

Cordeiro e Macedo (2007) demonstraram importante associacdo entre E.
histolytica/E. dispar e B. hominis, de 34 casos positivos para E. histolytica / E. dispar,
20 casos (58,8%) apresentavam também B. hominis, apontando uma possivel influéncia
de um sobre a patogenicidade do outro, como ocorre em relacdo as bactérias da flora

intestinal.

6.2.Sorologia

A sorologia para amebiase constituiu o cerne deste trabalho. A amebiase,
infeccdo por E. histolytica, pode acontecer em todo o globo, contudo infeccbes
sintomaticas sdo mais frequentes em determinadas regiGes. A amebiase assintomatica
ndo produz resposta de anticorpos detectdvel em imunodiagndsticos convencionais. O
oposto é observado para o0s casos sintomaticos, onde ocorre invasdo dos tecidos
intestinais ou extra-intestinais pelas amebas com sorologia positiva na quase totalidade
dos casos por tempo desconhecido, mesmo depois do tratamento (Haque et al., 2000;
Gandhi et al., 1987; Jacson et al., 1984; Juniper et al., 1972; Krupp e Powell, 1971;
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Yang e Kennedy, 1979). Considerando o exposto, podemos concluir que a sorologia
positiva € um marcador de gravidade e prevaléncia da infec¢do numa regido.

Em Minas Gerais, a principio, ndo ha relatos de amebiase grave, a maioria das
infeccdes é assintomatica. A quase totalidade dos exames soroldgicos realizados aqui é
negativo, mesmo aqueles com suspeita de invasdo hepatica e/ou intestinal. Assim
decidimos realizar a coleta de material no Norte, para maximizar a possibilidade de
encontrar pessoas com a doenca. No entanto, nesta regido o diagnéstico geralmente é
presuntivo. Individuos apresentando sintomas de hepatomegalia e colite disentérica
grave sdo tratados para amebiase. Assim foi dificil encontrar alguém com a doenca
atual. Muitos dos nossos entrevistados relataram terem sido tratados para amebiase (a
doenca é bem conhecida na regido). Neste embate, a sorologia tornou-se a ferramenta
para identificar amebiase invasiva, ativa ou regressa.

H& um numero reduzido de trabalhos na regido estudada utilizando o método
ELISA para sorologia na pesquisa de ameba, os dados documentados na literatura
apresentam valores obtidos apenas no EPF, coproantigeno e PCR. O método utilizado
em uma investigacdo pode subestimar ou superestimar a prevaléncia da doenca. A
técnica de ELISA apresenta alta sensibilidade e especificidade no diagnostico de
amebiase (Tan et al, 2013).

Métodos imunolégicos e moleculares apresentam melhor sensibilidade e
especificidade em relacdo a microscopia otica. A deteccdo de anticorpos pelo teste
ELISA é uma das ferramentas mais utilizadas no diagndstico de amebiase invasiva extra
intestinal, como o abscesso hepéatico amebiano, apresentando sensibilidade de 90%. Nas
formas invasivas intestinais a sensibilidade fica em torno de 70% para anticorpos anti E.
histolytica no soro (Sanchez-Guillén et al 2002, Tanyuskel & Petri 2003).

A sorologia positiva para amebiase pode indicar infeccdo anterior, tendo em
vista, que a IgG para E. histolytica, detectada pelo método, pode ser encontrada no
individuo anos apds ter sido infectado (Santos e Soares 2008). Porém, altos titulos de
IgG, sdo observados apenas no comec¢o da infeccdo, algumas semanas do inicio dos
sintomas de colite amebiana e abscesso hepatico amebiano (Weber et al. 2006, Sanchez-
Guillén et al. 2002).

Os resultados encontrados na sorologia dos 318 participantes desta pesquisa
apontaram para uma alta frequéncia (44,03%) de amebiase na comunidade estudada. No
entanto, este método é pouco utilizado como rotina no diagndstico devido ao seu custo,

associado a subnotificacdo da doenca na regido, culminando em auséncia de dados
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documentados que possam ser utilizados como parametro para manejo estratégico do
controle da amebiase.

Visando identificar E. histolytica nas amostras positivas para o complexo no
exame de fezes, realizamos o teste de coproantigenos especificos para E. histolytica.

Participantes que apresentaram sorologia positiva também tiveram o material
fecal processado para 0 ensaio imunoenzimatico especifico para identificacdo de E.
histolytica. Nenhuma das 174 amostras avaliadas foi positiva. Possivelmente devido aos
baixos valores de antigenos presente nas amostras. Segundo Acuna-Soto et al (1993),
altos niveis de antigenos de E. histolytica sdo necessarios para sua detecc¢éo, sugerindo a
inabilidade deste kit em detectar baixo nimero de parasitos nas amostras, especialmente
em individuos assintomaticos em areas de endemicidade, que podem estar infectados

com ambos os tipos de amebas.

6.3.Fatores ambientais, sanitarios e nutricionais.

Os entrevistados, em sua maioria consumiam agua da rede geral de
abastecimento (55,7%), no entanto, ha uma porcentagem significativa de individuos que
utilizam &gua de poco (44,7%), quando questionados sobre o fato, estes justificaram que
a qualidade da agua que chega as torneiras seria o principal motivo da escolha. Em
conversa informal com pesquisadores do IEC sobre a qualidade da &gua tratada
distribuida para a populacdo da grande Belém, estes colocaram que se observa que a
agua que sai da central de abastecimento é de boa qualidade, no entanto, ao longo da
trajetoria até chegar a torneira do domicilio poderia ser contaminada por tubulacGes
inadequadas (antigas, danificadas) e/ou no préprio reservatorio das casas.

As pessoas que afirmaram utilizar 4gua de rios e igarapés para beber sem
tratamento algum foram categorizadas como outros (0,9%), este valor é considerado
baixo se comparado ao total da amostragem, esse dado é atribuido ao fato que a maioria
dos entrevistados reside em areas urbanas, perfil diferente das comunidades ribeirinhas.

Durante a entrevista varias pessoas afirmaram utilizar agua mineral para beber,
no entanto, como os recursos financeiros muitas vezes sdo limitados, acabam alternando
com agua da torneira. Este depoimento foi bastante recorrente e observa-se nesta
afirmacédo a exposicdo ao fator de risco associado a baixa educacdo sanitaria, ja que o
entrevistado desconhece a importancia desta conduta para a aquisicdo de doencas. Estes
participantes foram entdo orientados, ao final da entrevista, a consumir agua filtrada, ja

que resolveria a questdo da qualidade da agua de beber e tornaria desnecessario o
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consumo de agua mineral, gerando economia para a familia, esse método de tratamento
da agua é utilizado por 29,9%, que afirmaram filtrar a &gua antes do consumo.

Os participantes que faziam cloracdo na prépria residéncia moravam em
comunidades ribeirinhas, sem acesso a rede de abastecimento e foram orientados a
utilizar este método por agentes de salde que visitam seus domicilio. Diziam fazer
cloragdo na “agua do pote” utilizada para beber ou na “caixa d’dgua”.

A ingestdo de 4gua ou alimentos contaminados com dejetos consiste em um
importante fator de risco para a ocorréncia de infecgcdes parasitarias (Cardoso 2014), a
maioria dos individuos participantes de nosso estudo (69,5%) nao fazia nenhum tipo de
tratamento na 4gua consumida em seus domicilios. Apesar disto, ndo encontramos
correlacdo entre o consumo de agua de uma maneira geral com maior risco de infec¢do
parasitaria. Talvez este resultado se relacione a indiferenca na qualidade da agua
proveniente da rede de abastecimento e dos pocos artesianos, que, alids, consistia de
quase metade dos entrevistados.

Sabemos que ndo sé o abastecimento de &gua, como também o esgotamento
sanitario por rede constituem base para melhorar a qualidade de vida das pessoas e
aumentar o indice de desenvolvimento humano em uma regido. Doencas infecciosas sdo
0s principais entraves para o desenvolvimento de regides que ndo contam com as
benesses da Engenharia Sanitéria (Rocha 2011). Em Belém a maioria dos entrevistados
(74,2%) afirmou utilizar fossa séptica em seu domicilio. Alguns entrevistados relataram
que apesar da fossa ou do banheiro, dejetos produzidos por moradores sdo distribuidos
no entorno de suas residéncias. Considerando os altos indices pluviométricos na regido,
a disseminacdo de dejetos infectados torna-se realidade. Este comportamento dos
entrevistados talvez possa se relacionar a indiferenca na prevaléncia de
enteroparasitoses entre os agraciados com 0 esgotamento sanitario por rede e aqueles
que utilizam a fossa, além de considerarmos que grande parte da populacdo em estudo
ndo contava com esgotamento sanitario.

O tipo de moradia foi avaliado para idealizarmos a condicdo financeira dos
entrevistados, ja que obtivemos material de individuos de toda grande Belém. O tipo de
habitacdo, 0 nimero de cdmodos e de pessoas em cada habitacdo nos levou a concluir
que trabalhavamos com uma populacdo em sua maioria de baixa renda.

Os padrdes de consumo de alimentos dependem de fatores como condigdes

socioeconbmicas e demograficas, aspectos culturais e histéricos da vida de cada
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individuo (Azevedo et al 2014). Assim, procuramos avaliar a possibilidade de
diferencas no cardapio da regido Norte se relacionar a maior prevaléncia de amebiase.

Houve uma grande variedade de pratos citados (31 tipos) sendo o mais frequente
arroz (83,6%), farinha (58,8%), carne (38,1%), frango (28,9%), peixe (25,5%), feijdo
(27,7%) e acai (23,0%). N&o identificamos nenhum alimento diferente dos consumidos
nas outras regibes que pudesse se relacionar a maior predisposicdo a amebiase.
Inclusive ndo verificamos diferencas quanto ao consumo de alimentos crus (cerca de
50% dos entrevistados os utilizam), que podem potencializar a disseminacdo de
enteroparasitoses, principalmente devido a precaria higienizacdo dos mesmos.

A maioria dos entrevistados (51,3%) usava somente agua de torneira para
higienizagdo, semelhante ao observado em outras regides (Nolla e Cantos, 2005. Gil et
al., 2013).

Os alimentos ingeridos crus mais citados foram tomate e alface, relatos de
legumes geralmente foram seguidos da frase “legumes eu como cozido”, se referindo a
cenoura, beterraba e outros. Relato de Silva et al (2014) mostra a presenga de parasitos
em todas as amostras de alfaces, avaliadas. Os mais frequentes foram Entamoeba coli
(67%), E. histolytica (20%), Giardia sp (13%) e Ascaris lumbricoides (7%).

A desnutricdo proteica pode constituir importante fator predisponente para
aquisicdo de infeccbes (Corware et al., 2014). Avaliamos a ingesta proteica de alto valor
nutritivo nos participantes através do consumo de leite e carne. Foram avaliadas
também a ingesta de alcool como fator predispositor para desnutricéo.

A maioria dos individuos afirmou consumir carnes e leite com grande
frequéncia. O consumo de &lcool se manteve no razoavel (18,6%) ndo havendo
exacerbacGes que culminassem em perigo para a saude. Assim nossa populacdo de
estudo ndo apresentou caréncias nutricionais.

Nossos resultados corroboram com estudo realizado por Azevedo (2014) que
encontrou, frequéncia reduzida de consumo de legumes, frutas e hortaligas e elevado

consumo de carnes, embutidos, leite e derivados em mais de 1/3 da popula¢éo estudada.

6.4.Ancestralidade e Sorologia para amebiase

Na regido Norte, como em todo Brasil, encontra-se grande miscigenacdo de
amerindios, europeus e africanos, nossas trés raizes étnicas. Esta regido foi colonizada

principalmente por europeus Portugueses e indios Tupinambas (Cardoso 2014). Isto

55



explica os achados deste estudo em que a maioria dos participantes apresentou
ancestralidade europeia (75,8%), seguida de amerindia (14,6%) e em menor percentual
de africanos (9,6%). O efeito da etnia na prevaléncia de doencas, assim como sob sua
forma clinica, € amplamente estudado, entretanto, ndo hé relatos de investigacdo sobre a
ancestralidade de individuos e sua susceptibilidade a infeccdes parasitarias.

Neste estudo, procuramos avaliar a maior ocorréncia de amebiase sintomatica no
Norte do Brasil, associando a sorologia para a doenga com a ancestralidade. A escolha
da sorologia como marcador neste estudo, se justifica pela apresentacdo da amebiase
nos individuos infectados. A amebiase € classificada como infec¢do sintomatica ou
assintomética do homem pelo parasito E. histolytica.

A infeccdo assintomaética é presumida por acontecer na luz intestinal sem haver
invasdo tecidual. Neste caso, o diagndstico sorolégico convencional é geralmente
negativo (Braga et al., 1996; Benetton, 2003). A amebiase sintomatica é presumida por
acontecer invasdo da submucosa intestinal e de outros 6rgdos. Neste caso a sorologia é
positiva quase na totalidade dos casos avaliados (Haque et al., 2000; Gandhi et al.,
1987; Jacson et al., 1984; Juniper et al., 1972; Krupp e Powell, 1971; Yang e Kennedy,
1979).

Considerando o exposto, podemos concluir que a sorologia positiva ¢ um
marcador de gravidade e maior prevaléncia da infeccdo numa regido. Utilizamos a
sorologia para identificar infecgbes ativas ou antigas, ja que neste estudo visamos
associar a predisposicdo para amebiase invasiva com ancestralidade. Assim, ndo
importava se o individuo estava ou esteve doente.

Varios estudos tém sido realizados na tentativa de estimar a contribuicdo das
populacdes parentais para a formacdo de populagdes, utilizando-se polimorfismos
genéticos classicos, polimorfismo de DNA nuclear, marcadores de DNA mitocondrial e
marcadores do cromossomo Y. Estes estudos demonstram que dependendo do marcador
genético utilizado, a contribuicdo de genes ancestrais pode variar bastante (Lopes
Maciel 2011).

A ancestralidade do povo brasileiro tem sido avaliada usando diferentes
marcadores genéticos. Utilizando marcadores uniparentais, foram avaliados
polimorfismos de DNA na porcdo ndo-recombinante do cromossomo Y e na regido
hipervaridvel do DNA mitocondrial (mtDNA). A grande maioria dos cromossomos Y,
independentemente da regido, mostraram ser de origem europeia (Carvalho-Silva et al.,

2001 e 2006). Estudos de mtDNA revelaram uma realidade diferente: para o Brasil
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como um todo, 33%, 39% e 28% das matrilinhagens eram de origem Amerindia,
Europeu e Africano, respectivamente (Alves-Silva et al., 2000).

Trabalhos recentes tem apresentado um grau de miscigenacdo diferente do
caracterizado, as disparidades regionais brasileira definida pela ascendéncia usando
mtDNA foram mantidas, no entanto, com o uso de marcadores biparentais foram
observados valores mais homogéneos nas diversas regides do Brasil (Pena 2011).

A ancestralidade do povo brasileiro foi avaliada usando marcadores genéticos
biparenterais, escolhidos dentro da base de dados de Weber et al. (2002). Com este
conjunto de 40 indels consegue-se reproduzir com alto valor discriminatério a
identificacdo dos principais grupos étnicos documentados no Brasil: amerindios,
europeus e africanos. Os marcadores autossomicos biparentais, fornecem informagdes
mais completas sobre estrutura populacional humana a nivel mundial (Royal et al 2010,
Bastos-Rodrigues 2006, Cann et al 2002)

Neste estudo, foram avaliados 178 individuos residentes na grande Belém.
Destes, 78 (43.8%), apresentaram sorologia positiva para amebiase. A maioria dos
participantes apresentou um padrdo de mistura interétnica similar a da populacdo de
Belém, com maior contribuicdo de genes europeus (Santos et al., 2009).

A comparagéo entre 0s grupos com sorologia positiva e negativa e a estimativa
de ancestralidade, revelou que a estratificagdo populacional, no caso da sorologia
positiva (amebiase invasiva) se associou significativamente a ancestralidade indigena e
africana.

Talvez estes resultados possam ser explicados pela grande frequéncia de
ascendéncias de mtDNA amerindia na regido amazénica (Pena et al., 2009), apesar da
homogeneidade das frequéncias nas ancestralidades no Brasil como um todo (Alves-
Silva et al., 2000), a maioria das matrilinhagens na regido Norte teve origem amerindia
(54%). Somado ao exposto, encontra-se 0s achados de maior ancestralidade amerindia
na regido mesmo usando marcadores biparenterais, como 0s nossos (Santos et al., 2009;
Pena et al., 2011). Assim para embasarmos nossa suspeita investigamos o percentual de
ancestralidade amerindio nos trés grupos de dominancia avaliados. O grupo africano
teve maior percentagem de ancestralidade amerindia e vice versa. O grupo com
dominancia europeu apresentou baixa proporcao de ancestralidade africana e amerindia,
ndo havendo diferenca significativa do percentual de ancestralidade europeia entre 0s

grupos de dominancia amerindio e africano.

57



Avaliamos ainda o impacto do conjunto das trés ancestralidades na sorologia
positiva. Somente a ancestralidade europeia impactou de forma significativa na
sorologia positiva, sendo que a cada 10% de aumento na ancestralidade europeia, reduz
em 6,1% a chance de ocorrer sorologia positiva. Resumindo, individuos com alto grau
de ancestralidade europeu tem menor probabilidade de desenvolver amebiase invasiva.
Estes resultados talvez possam explicar a baixa prevaléncia de amebiase sintomética em
outras regides do Brasil, onde predominam a mistura de africanos e europeus, com uma
maior proporcdo de ancestralidade europeia na mistura (Cardena et al., 2013, Pena et al.
2011). Estes resultados nos estimulam a hipotetizar que 0s europeus possam ter
conseguido modular a E. histolytica para um organismo menos agressivo, que em
resposta a presséo alterou seu gendtipo, passando a ser reconhecida como nova espécie,
a E. dispar.

Em conclusdo, nosso estudo revelou que quanto maior a contribuicdo de
ancestralidade européia em um individuo, menor a chance de desenvolver amebiase
invasiva. Considerando a grande mistura interetnica no Brasil, outras regides devem ser
estudadas para confirmacdo destes resultados dando prosseguimento aos estudos dos
mecanismos envolvidos na protecdo e predisposicdo de europeus, africanos e

amerindios a amebiase invasiva.
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7.0.Conclusoes

O ineditismo da proposta deste trabalho, ao identificar a infeccdo amebiana
sintomatica (ativa ou ndo) sob a luz da sorologia e associar sua prevaléncia com
ancestralidade genémica dos individuos, tem grande relevancia para a literatura médica
e cientifica, sinalizando para uma releitura da relacdo ameba-hospedeiro.

Foi observada grande prevaléncia de enteroparasitoses na populacéo estudada,

Foi observada grande prevaléncia de E. histolytica/E.dispar na populacéo
estudada, comparada a outras regides do Brasil

A amebiase invasiva, detectada pela sorologia, se mostrou muito prevalente na
populagéo estuda, corroborando com as descricdes dos entrevistados e a expectativa
para a regido.

Os fatores ambientais, nutricionais e sanitarios ndo se associaram a infeccGes
parasitarias e nem a sorologia para amebiase.

Observou-se subestruturacdo gendmica na populacdo estuda semelhante a
encontrada na cidade de Belém, tirando possiveis vieses relacionados a estratificacdo
social.

A ancestralidade africana e amerindia impactou de forma significativa para a
presenca da sorologia positiva,

A ancestralidade europeia impactou de forma significativa na sorologia positiva,
sendo que a cada 10% de aumento na ancestralidade europeia, reduziu em 6,1 a chance

de ocorrer sorologia positiva.
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Anexo |

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 0081.0.203.000-10

Interessado(a): Profa. Maria Aparecida Gomes
Departamento de Parasitologia
Instituto de Ciéncias Bioldgicas - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 20 de outubro de 2010, ap6s atendidas as solicitacées de diligéncia,
o0 projeto de pesquisa intitulado "Ancestralidade genémica como fator
predisponente para amebiase invasiva" bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatdrio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto.

ques Amar;(l

Profa. Maria Teresa Mar
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: cocp@prpg.ulmg.br
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Anexo |1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

TITULO DO PROJETO: Ancestralidade gendmica como fator predisponente para amebiase
invasiva

O(a) Senhor(a) esta sendo solicitado(a) a participar de uma pesquisa que vem sendo realizada no
Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da Universidade Federal de Minas
Gerais, com o objetivo de estudar o protozoario E. histolytica, com coordenacéao da profa. Mércia Aurélia
Goncalves Leite. Caso o Sr(a) decida participar, devera fornecer amostras de fezes para pesquisa de
enteroparasitos € 10 mL de sangue (em caso de dificuldades para obtencdo de sangue, serdo usadas
células da mucosa bucal, obtida por raspagem com swab) para estudarmos marcadores de viruléncia que
possam estar envolvidos com a gravidade da doenca. Informamos ainda, que ndo serdo realizadas
quaisquer intervencdes novas, sem comprovaces cientificas consistentes.

Antes de assinar este termo o(a) Senhor(a) deve ainda estar informado(a) que:

1- O Senhor(a) podera recusar-se a participar da pesquisa ou dela se afastar a qualquer
momento, sem prejuizo em relagdo a assisténcia a sua salde, e sem qualquer outro 6nus.

2- O material fornecido pelo Senhor(a) para exames no laboratério, ndo serd utilizado para
qualquer outra finalidade além das descritas neste termo.

3- Os investigadores se obrigam a manter em sigilo sua identidade em qualquer publicacdo
resultante deste estudo.

4- Os exames e procedimentos aplicados serdo gratuitos.

5- Vocé ainda tera o beneficio de ter o diagndstico e tratamento gratuitos de eventuais

patologias diagnosticadas no curso do estudo. Ou seja, caso constatada infecgdo por algum enteroparasito
com manifestagdo clinica ou ndo, o Senhor(a) serd submetido a exame clinico no Centro de Salde da
comunidade que o abriga e se necessario recebera tratamento.

6- Os riscos a que o Senhor(a) serd submetido serdo aqueles relacionados aos efeitos colaterais
dos tratamentos das enteroparasitoses, tratamentos estes ja consagrados.

7- Vocé serd submetido a um questionario a respeito de questdes como: idade, tipo de moradia,
tipo de &gua para consumo, tipo de esgoto na residéncia, tipo de alimentagdo e manuseio da mesma.

8- Lembre-se ainda que todas as duvidas poderdo ser esclarecidas pelos entrevistadores antes
de vocé decidir assinar este termo.

9- Para participantes menores de 18 anos, os pais serdo 0s responsaveis pelo consentimento e

pelas respostas do questionario, caso 0 menor seja incapaz de fazé-lo. Adolescentes (13-17 anos)
receberdo juntamente com os pais um TCLE para assinarem.

Declaro estar ciente do contetido deste Termo de Consentimento, decidindo-me a participar da
pesquisa proposta depois de ter feito perguntas e recebido respostas satisfatorias a todas elas, e ciente de
que poderei voltar a fazé-las a qualquer tempo. Declaro, pois, dar meu consentimento para participar
dessa pesquisa, recebendo uma copia do Termo, estando ciente de que outra copia permanecera registrada
nos arquivos do Departamento de Parasitologia.

Nome do voluntério:

Endereco do voluntario
Assinatura do voluntario ou responsavel:
Assinatura do investigador:

Nome da Testemunha:
Assinatura da Testemunha:
Local e Data:

Assinatura Pesquisador

Telefone pesquisador: (66)8138-7200, Mércia Aurélia Gongalves Leite. Endereco UFMG: Av. Ant.
Carlos, 6627, Unidade Administrativa I, 2° andar, sala 2005.Cep: 31270-901 — BH — Minas Gerais.
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Anexo 111

Inquérito Sanitario-Alimentar

Objetivo:
Identificar a partir dos dados coletados, procedimentos, habitos alimentares e higiénico-sanitarios que
possam contribuir para a incidéncia de doencas infecciosas com rota de contaminacéo oral-fecal.

1)Sexo:
()M ()F

2)Abastecimento de agua:
( ) Redegeral ( ) Poco ( ) outro

3)Vocé faz algum tratamento de agua no seu domicilio:
() Filtracdo

( ) Cloracdo

( ) Fervura

( ) Sem tratamento

)E

w

gotamento sanitario em uso:
Rede geral
Fossa séptica
outro
Né&o tem

4
(
(
(
(

— N N

5)Destino do lixo:

() Coletado

() Queimado/enterrado
( ) Céu aberto

( ) Outro

6)Qual o tipo de construcdo de sua habitacdo (alvenaria, pau-a-pique, madeira, palafitas), quantos
cdmodos e qual o nimero de pessoas que vivem [4?

T)Verificar o tamanho das unhas e aspecto das médos (Unhas grandes? Maos sujas?)
8)No local onde vocé trabalha ha fornecimento de refeicdo ou tiquete refeicao?
9)Qual refeicdo vocé ndo consome em casa e quem a prepara?

10)Qual seu prato preferido? Com que frequéncia vocé o consome? (Importante: descrever a comida do
dia a dia do individuo)

11)Qual(is) tipo(s) de alimento(s) cru(s) vocé gosta mais (verduras, legumes e frutas). Com que
frequéncia o consome? Cultiva algum em sua residéncia? Como eles sdo higienizados?

12)Com que frequéncia vocé consome carnes ?
13)Com que frequéncia vocé consome leite?

14) Vocé faz consumo de bebidas alcodlicas? Com que frequéncia?
(' )sim/1xsemana ( )sim/2xoumaisporsemana ( )ndo
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