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APRESENTACAO

Nesta obra, visamos por demonstrar alguns temas que sio importantes dentro da area da saude,
em alguns capitulos discutimos pesquisas que tratam de fungos, bactérias, virus e doengas raras com o
intuito de colaborar com a disseminacao de informacao na area das ciéncias médicas, utilizando artigos
atuais e de grande relevancia académica.

Os temas retratam questdes sobre a resisténcia bacteriana, um perigo que assombra a comunidade
académica e hospitalar de um modo geral, ainda tratamos sobre a presenca de fungos patogénicos aos
seres humanos, que podem servir de “calo de tréia” para outros microrganismos e contemplamos através
de uma revisdo da literatura a importancia da biosseguran¢a em biotérios.

No Brasil, temos problemas de saude publica relacionado as mais diversas patologias, enfrentamos
doencas infecto contagiosas, doengas cronicas e também nao podemos esquecer das doengas raras de
causa genética, por este motivo neste exemplar vocé ird encontrar um rico capitulo sobre doencgas
metabolicas oriundas de problemas genéticos.

Em sintese, esperamos que este ebook possa promover a disseminacio de conhecimentos,
estimular aos discentes e pesquisadores a lerem a obra e que ele possa contribuir com a sociedade num
geral.

Cordialmente,

A organizadora.
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CAPITULO I1

DIAGNOSTICO CLINICO E LABORATORIAL DE
ACANTHAMOEBA CASTELLANII

Larissa Maria Batista de Jesus

INTRODUCAO

A ameba ¢ um dos principais componentes dos eucariotos, abrangendo taxons de importancia
biomédica e evolutiva, mas sua diversidade genémica ainda nao foi totalmente estudada e datada. A
Acanthamoeba castellanii é o primeiro representante da espécie a ser isolado e classificado como amebas de
vida livre (Clarke et al, 2013). Além da sua diversidade de espécies, as amebas sao encontradas em diversos
meios e superficies, sendo elas aquaticas ou terrestres (Neves, 2005).

Nos meados do século XVIII foram descobertos e catalogados os primeiros individuos
classificados como amebas e desde entdo elas tém sido o alvo de varios estudos ao redor do mundo,
principalmente por suas espécies que causam patologias ao ser humano, o que proporciona uma vasta
quantidade de estudos sobre as amebas e as suas subclassificaces (Alves, 2001).

Ao passar dos anos, foram reveladas inumeras espécies de protozoarios que foram classificados
como parasitas, com definicdo descrita pelo dicionario como “organismo que vive em outro organismo,
dele obtendo alimento e, nao raro, causando-lhe dano”, ou seja, aqueles que irdo causar doengas na
populacdo humana, e os de vida livre, que até entdo nio eram capazes de causar doengas ao ser humano.
No entanto, obtiveram-se os primeiros casos de infec¢do por amebas de vida livre (AVL) em seres
humanos no Brasil relatados em 1971 (Foronlda, 1971) e a primeira morte confirmada pela AVL em 1983
(Carvalho et al, 1983).

Quando olhamos para a etimologia da palavra oportunista obtemos o seu significado em
imunologia, “capaz de infectar quando a resisténcia do hospedeiro se encontra diminuida (diz-se de
microrganismo); oportunistico”.

Acanthamoebas spp sio ameboides de vida livre que podem se tornar parasitas em humanos,
decorrente da sua evolugdo e elas sdo classificadas como amebas parasitas facultativas (Neves, 2005), ou
seja, podem estar presentes no meio externo, como exemplo no ar, na agua ou até mesmo no solo e podem

ser encontradas em estado de parasitose dentro de um ser vivo, como os seres humanos (Neves, 2005).

| 20|
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No decorrer do tempo, foram desenvolvidas algumas pesquisas sobre as doengas causadas por
invertebrados, ja que antes nao se sabia da possibilidade desses seres causarem patogénias em humanos.
E a partir dessas pesquisas, pode-se perceber a evolugao das situagdes que levam os organismos a se
modificarem para a sua sobrevivéncia. Essa evolucdo se da pela modificagao genética, podendo ser por
um fator externo ou interno (Morales et al, 2015).

No Brasil, essas patologias oportunistas ganharam notoriedade pela falta de informagoes da
maioria da populagao brasileira, despreparo dos agentes de saude, pela sua forma evolutiva e pela
capacidade de sobrevivéncia desses seres em diversos ambientes (Santos et al, 2018).

Durante muitos anos foi pensado que os seres vivos de vida livre eram capazes de viver em paralelo
com os seres humanos, sem ter interferéncia entre as espécies. Ao longo de varios estudos, foi observado
que alguns protozoarios ameboides, que antes eram considerados de vida livre, sao na verdade amebas
parasitarias facultativas, ou seja, amebas oportunistas. Se tratando de amebas patogénicas aos seres
humanos, se faz necessario uma revisao atualizada e detalhada sobre os aspectos clinicos e laboratoriais de
diagnostico de A. castellanii, para auxiliar os profissionais da area da sadde na identificagdo e conduta
terapcutica da doenga.

O diagnostico precoce da doenga por AVL ¢ um dos mais importantes quando falamos de ceratite
amebiana por Acanthamoeba castellaniz, pois quanto maior for a demora no diagnoéstico definitivo da doenga,
maior sera o tempo para o tratamento e para o corpo voltar ao seu estado de homeostase. Assim o presente

estudo sera uma atualizagao bibliografica sobre a importancia do diagnéstico de Acanthamoeba castellanii.

METODOLOGIA

O presente estudo é uma revisao da literatura, onde foram pesquisados aspectos sobre a vida,
sintomatologia e diagnéstico laboratorial da patologia proveniente de infec¢des por A. castellanii.

Foram utilizados artigos e livros, selecionados através de bancos de dados como: Scielo e Google
Académico, utilizando os idiomas portugues, inglés e espanhol, e sendo utilizadas como descritores para
a busca as palavras: Acanthamoebas spp, Acanthamoeba castellanii, ciclos bioldgicos de Acanthamoeba, ceratite
amebiana por Acanthamoeba castellanii, testes de diagnosticos, testes especificos para ceratite amebiana por
A. castellanii formas de diagndstico e tratamento para a ceratite.

O seu periodo de busca e desenvolvimento do estudo foi de junho de 2020 a outubro de 2020. A
partir das variaveis selecionadas foram identificados quinze estudos, utilizados para elaboragiao desta

revisio.
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RESULTADOS
Acantamoeba spp.

As Acantanoebas spp. sio amebas de vida livre, seres unicelulares anfizoico, caracterizados pela sua
morfologia corporal e metabdlica, que permite ao protozoario invadir e parasitar o seu hospedeiro, e
podem ser encontradas em diversos habitats, sao protozoarios que assumem duas formas corporais, forma
de cisto ou trofozoito (Alves, 2001).

Por serem microrganismos de vida livre e sendo encontrados em diversas superficies podemos
considerar esses ameboides como seres vivos oportunistas, ou seja, além de estarem vivendo no ambiente
20 nosso redor, 20 entrarem em contato com o interior de um individuo encontrando um ambiente
propicio ao se desenvolverem eles acabam por se instalarem e se reproduzirem, causando patologias e em
seu estagio mais avanc¢ado, provocando o ébito do seu hospedeiro (Siddqui, 2012).

Acanthamoeba castellanii ¢ uma das varias espécies de amebas que fazem parte do grupo de patégenos
dos seres humanos, podemos citar outras espécies como as .A. Naegleria, A. Balamubia e A. Sappina. As
Acantamoebas sao o género causador de encefalite amebiana granulomatosa, lesdes na pele e ceratite na
regido ocular. Acomete principalmente em individuos imunocomprometido (Ferreira et al, 2019).

Dentre as espécies de Acantamoebas spp que sao associadas a infeccdes humanas temos as: A.
castellanii, A. culbertsoni, A. griffini, A. hatchetti, A. healyi, A. lugdunensis, A. pohyphaga, A.quina e a A. rhysodes
(Santos et al, 2017).

Acanthamoeba castellanii

Sua primeira classificagao foi datada no ano de 1930 descrito pelo patologista e bacteriologista
Aldo Castellanii, durante a observagdao de uma cultura de bactérias do género Cryptococcus pararoseus, onde
foi encontrada a entdo ameba, e sendo classificada como uma Acanthamoeba. Desde entido, a classificacio
desses individuos esta em constante revisao.

Foram encontrados na A. castellanii duas formas corporais, apresentadas na figura 1, o cisto que
possui um tamanho de 10-25 pm e parede dupla (ectocisto e endocisto), que representa a forma de
resisténcia a ambientes extremos, como a falta de alimento, diferencas de temperaturas e pH, dissecacio,
uso de desinfetantes, a a¢ao de antibiéticos, e pode sobreviver por varios anos em temperaturas abaixo de
20 C°. Quando a A. castellanii se encontra em um ambiente favoravel ela se transforma em trofozoitos e
da continuidade com o seu desenvolvimento e reproducao (Santos et al, 2018).

Os trofozoitos sio a forma ativa e infectante da espécie, que mede entre 15-45 um, apresenta
projecoes citoplasmaticas (acantopddios) na sua superficie que auxilia na locomogao, sio protozoarios

monomucleados, representa a forma contraria do cisto e tem a fun¢iao de desenvolvimento e reprodug¢ao
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da espécie que ocorre por difusao binaria. Sua alimentagao se baseia na ingestao de particulas organicas

ambientais e ceratdcitos na coérnea, pseudopodes de bactérias, algas e leveduras (Santos et al, 2018).

Figura 1. Acanthamoeba castellanii. Legenda. Trofozofito (a) e cistos (b): (n), nucleo; (cv), vaciolo contratil.
Fonte: Visvesvara et al (2007).

Classificagdo taxondémica

Com relagio a classificagdo taxonémica, percebemos que existem algumas caracteristicas
compartilhadas e algumas que sdo unicas que passam desde as primeiras espécies do grupo até os
individuos atuais. Nessa classificagdo que engloba os protozoarios podemos observar algumas
caracteristicas especificas como forma corporal, tipo de locomogao, entre outros (Merino et al, 2019)

Dessa forma, classificamos a taxonomia desse protozoario, principalmente como o resultado de
observacoes corporais de seus individuos comparando com seus ancestrais. L.ogo, a classificacdo definitiva

mostrada na tabela 1, a 4. castellanii se apresenta:

Tabela 1. Classificacao taxonémica da A. castellanii. Fonte: Merino et al, 2019.

Tabela taxonémica da Acanthamoeba

Reino Protozoa

Subreino Sarcomastigota

Filo Amoebozoa

Subfilo Lobosea (LC): Amoebaea
Ordem Centramoebidae

Familia Acanthamoebidae

Género Acanthamoeba

Espécie Acanthamoeba castellanii

Ciclo biologico da A. castellanii

O ciclo de vida da ameba possui a forma infectante e a forma de resisténcia, distribuidas pelos

meios. Suas caracteristicas morfologicas apresentam adaptagdes para o seu desenvolvimento e sua
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multiplicagao, que envolve mecanismo de metamorfose quando for propicio para a A. castellanii (CDC,
2019).

Os trofozoitos, que definimos como forma ativa da AVL, em condi¢des favoraveis de meio como
fartura de nutrientes, disponibilidade hidrica, boas condi¢oes de osmolaridade, pH e temperatura faz com
que essas amebas consigam se alimentar e multiplicar no ambiente onde estejam. No caso dos cistos, para
eles ¢ necessario um meio com condi¢des desfavoraveis, ou seja, com a falta ou deficiéncia dos fatores
citados acima faz com que os trofozoitos alterem sua forma corporal para a sua forma de resisténcia,

podendo ser observado na Figura 2 (Kahan, 2003; Finco, 2012).

Trofozoito Cisto

Condicoes
desfavoraveis

—’
«

Condicoes
favoraveis

5um

5um

Figura 2. O ciclo de vida de Acanthamoeba. Legenda: Cistos e trozofoitos quando em condi¢oes adversas
como a falta de alimentos, extremos de temperatura, pH e osmolaridade, ou dessecacdo, se diferenciam
em cistos de parede dupla, como indicado pela seta. Barra = 5 micréometros. Fonte: Kahan, 2003.

Infecgoes de hospedeiros humanos:

As infecgdes em seres humanos ocorrem de forma variada, como observamos na figura 3, onde a
cada local que se aloja comega o seu desenvolvimento e multiplicag¢do celular, e entdao, como consequéncia
o hospedeiro desenvolvera uma doenca, que foi provocada pela presenca da AVL em seu corpo (CDC,
2019).

Segundo MORALES et al (2013 e 2015), a infeccao por Acathamoeba em humanos ocorre com
sucesso por conta de trés fatores principais: a adesdo, a secre¢ao de proteases extracelulares e a fagocitose
e/ou a apoptose da célula hospedeira.

A adesdo ocorre com a aproximac¢ao da ameba fazendo a comunicagao com a membrana celular
do hospedeiro, isso ocorre com a a¢gio da manose na membrana dando a possibilidade de adesao a essas
células. Essa comunicagao permite que a AVL se aproxime da célula e se ligue a membrana do hospedeiro,
fazendo assim, o primeiro passo para a infec¢ao. Com a secregio de proteases, como a manose € a laminina,
os trofozoitas conseguem degradar a membrana, camada por camada liberando essas proteases como um

sinal quimico para invadir a célula-alvo e poder se instalar no local, sendo essa a segunda etapa da infecgao
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ao hospedeiro. A ultima etapa seria a fagocitose e apoptose celular, que se da pela morte celular, podendo

gerar necrose na regiao, causada pela ameba.

Acanthamoeba spp.

Através dos olhosq

das vias
respiratori
e As ameéhas (cistos e elou pela
trofozoitas) podem entrar

no ser humano de varias

maneiras \_—/ |
b .’.. / —0 \ | 'ﬂ,
‘J{‘ F o Trofozoitos ulceradaon ) [*
1' rachada "3 | |
A
Cistos e trofozoitos nos tecidos
1 Ceratite severa
2 Encefalite amebiana granulosa
]\.]_m]s es elou doencas dissemonadas em pessoas
imunocomprometidas
A Forma infectante 3 Encefalite amebiana granulosa, lesdes na pele
A Forma diasnéstica diszeminada em individuos
gno: imunocomprometido.

Figura 3. Infeccdo por Acanthamoeba em humanos. Legenda: (1) Cistos, (2) Trozofoitos, (3) Mitose, (4)
Ingresso de cistos e trofozoitos nos humanos, (5) Através dos olhos, (6) Vias respiratorias (7) Lesoes na
pele. Fonte: Adaptado- Centers for disease control and prevention (CDC) - Imagem do ciclo de vida e informagies cortesia
de DPDx, 2019.

Patologia

Uma das patologias mais comuns relacionadas a Acanthamoeba em humanos é a ceratite amebiana,
e as principais amebas que estdo relacionadas com a doenca sao as Acanthamoeba castellanii e Acanthamoeba
polyphaga.

A doenga de ceratite amebiana por .A.castellanii foi descrita pela primeira vez na Inglaterra em 1973,
sendo seguidos posteriormente por casos pelos Estados Unidos da América (USA) e Brasil, e vem
aumentando os numeros de casos da doenca pela expansao do uso de lentes de contatos usados de forma
incorreta pelos seus usuarios.

A ceratite amebiana ocorre quando a ameba consegue ultrapassar a camada membranosa da cornea,
Figura 4, provocando respostas inflamatérias severas e, em seu estagio final, causando a necrose tecidual
local. A A. castellanii nao possui a capacidade de invadir a cérnea humana ou causar a patogenicidade se a

mesma nao estiver com trauma no tecido (Santos et al, 2018).
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Figura 4. Patofisiologia da ceratite amebiana. L.egenda: (1) Adesao celular; (2) Produgao de proteinase; (3)
Rompimento da membrana e invasio do estroma; (4) Producdo de proteases; (5) Ataque aos nervos
corneos; (6) Raramente evolui para endoftalmites. Fonte: Adaptado de Clarke e Niederkorn 2006.

Com uma sequéncia de fatores quimicos e fisicos a Acathamoeba spp consegue romper a barreira
epitelial, através de lesoes, invadir o estroma e se fixar no tecido, induzir respostas inflamatérias com
grande intensidade, com a¢oes de proteinas como a manose e a laminina, se reproduzir por meio da mitose
e, por fim, necrosar o estroma, como mostra a Figura 4.

Um dos fatores predisponentes da doenca ¢ o trauma ocular com contaminacio por Acanthamoeba
castellanii, e podendo ocorrer em diversos meios e lugares, como acidentes em ambientes onde existam
cistos e/ou trofozoitos do protozoitio.

Atualmente podemos dizer que o principal motivo de uma contamina¢iao por ceratite amebiana
por A. castellanii é o crescente uso de lente de contato (LLC), sendo a mais frequente a de origem gelatinosa,
mas nao de forma exclusiva. O uso generalizado ou o seu manuseio de forma errada e a sua ma
armazenagao, vem gerando o aumento de casos de ceratite por Acanthamoeba nas lentes de uso diario e o
de uso prolongado, quando comparamos com as lentes de contato de carater rigidas e as rigidas gas-
permeaveis, pois elas podem causar o rompimento da membrana ocular facilitando o acesso da AVL a
coérnea (Santos, 2017).

Esse aumento, no principio, foi associado ao uso de lentes de contatos com o contato com aguas
contaminadas de origem duvidosas, como lagoas, lagos e dgua de rede doméstica, mais tarde esse aumento

foi associado ao uso de solugdes caseiras diluidas para a sua assepsia e armazenamento (Contarine, 2018).
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Diagnostico

De acordo com o dicionario online de portugués (Dicio), o diagndstico para a medicina é o
procedimento através do qual o médico faz e analisa exames, durante a consulta e na leitura de resultados,
buscando encontrar a razao e a natureza de uma anormalidade, de uma doenga. Assim podemos afirmar

que existe dois tipos de diagnostico, o clinico e o laboratorial.

Diagnostico clinico

O diagnéstico clinico de ceratine por A. castellanii ocorre quando o paciente a0 comparecer a uma
consulta com o médico relata os sintomas que esta sentindo ¢/ou que foi observado em seu corpo durante
um periodo de tempo. No caso de ceratite amebiana os sintomas mais frequentes relatados pelos pacientes
estao relacionados com a fotofobia, lacrimejamento e dor na regiao ocular, nao existem predominancia de
sexo ou idade, porém ha mais casos entre jovens adultos, por sua maioria serem usudrios de lentes de
contato (Morales et al, 2015).

Na fase inicial da infeccdo, podem se apresentar como pequenas erosoes epiteliais, edema
microcistico, lesdes na forma de um dendrito (pseudodendrito), ceratite ponteada ou defeito epitelial
verdadeiro, um achado comum nessa fase da infec¢io ¢ a limbite (Santos et al, 2018).

Na fase tardia, apresenta o defeito epitelial e a opacidade do estroma, Figura 5, os de pouca
frequéncia sio as neovascularizagdes e cataratas, quando apresentada no individuo ¢ decorrente de fatores
quimicos ou agentes associados como bactérias e/ou o uso corticoides proveniente de inflamagdes ou
medicamentos pré e/ou pds-cirurgicos. Em casos mais raros temos a presenca de hipopio, por toxicidade
de medicamentos e em casos graves e mais avancados, o acometimento do segmento superior, pelo

processo de inflamacoes com cistos e/ou trofozoitos (Santos et al, 2018).
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Figura 5. Patofisiologia da ceratite amebiana. Legenda: Lesao caracteristica em forma de halo. Fonte:
Figura reproduzida de Srinivasan et al (2008).

Geralmente os usudrios de lentes de contato demoram a procurar ajuda médica por nao saberem
dos tiscos e/ou nio terem conhecimento de patologias geradas pelas amebas e suas consequéncias para o
ser humano, sendo facilmente confundidas com pequenas irritagbes na regidao ocular ocorridas
ocasionalmente. Esse diagndstico muitas das vezes consegue ser realizado por microscopia convocal i

vivo IVCM), pois os cistos sao, geralmente, bem definidos e hiper-reflexivos (Morales et al, 2015).

Diagndstico laboratorial

Os diagnésticos de A. castellanii sio baseados em achado clinico laboratoriais, estudos
imunolégicos e diagndsticos pés-morte. A cada etapa de diagndstico possui seu tempo e importancia para
a conclusio do diagnéstico final. Devem-se investigar os sinais nos casos de ulceragdes da cornea
infecciosas, ulceragcdes em pele e ulceragdes no trato respiratorio, em particular nos casos de usuarios de
lentes de contatos, pacientes imunocomprometidos e aqueles com sintomas semelhantes aos gerados pela
AVL. Investigar se ha sintomas preexistentes da ceratite por Acanthamoeba, pois os mesmos podem nio
ser relatados durante a consulta com o paciente e serem retratados em resultados de exames ou observados
durante a consulta com o paciente (Morales et al, 2015).

Os microrganismos geralmente encontrados em bidpsias sio coletados e levados para serem
realizados testes quimicos e bioquimicos como coloracdo, culturas celulares, entre outros para o
reconhecimento e diferenciagao da AVL (Kahan, 2003). A detec¢ao direta do agente causador em uma
amostra de raspagem da cérnea para cultura celular é a mais confiavel para o diagnéstico laboratorial de

ceratite amebiana, chegando a ser considerado como o padrao ouro de diagnéstico (Morales et al, 2015).
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Hoje em dia temos o uso de testes e ensaios imunoldgicos com grandes avangos tecnologicos,
baseados em Reagao em Cadeira da Polimerase em tempo real (QPCR), o que sio bem fundamentadas e podem
aumentar a sensibilidade e a detecgao desses testes. Esses se utilizam da parte bioquimica dessas AVL’s
para a diferenciacdo e diagndstico da patologia. Em fases graves da infecgao ¢ possivel o diagndstico em
microscopia direta sem o enriquecimento, pois hd um aumento significativo de cistos e trofozoitos da
ameba na amostra clinica (Morales et al, 2015; Szentmary et al, 2018).

Os testes com a maior porcentagem de sensibilidade garantem um melhor diagnéstico, e com isso
o tratamento também sera bem eficaz e diminuto, entretanto, esses testes possuem limitagdes e ¢
necessario serem feitos no momento certo e oportuno, temos teste que sao eficazes para o diagnostico
precoce, como a microscopia confocal que conseguem identificar os cistos da ameba, por conta da sua
alta definicdo e refracio no teste, e o de diagnostico de fase grave e avancgados, que sao utilizados os testes
qPCR, que buscam bioquimicamente o material genético ou restos metabdlicos dos cistos e trofozoitos, e
temos também os testes de imunofluorescéncias direto, que buscam os anticorpos contra os protozoarios,

esses ultimos sendo mais especificos e diretos.

Tabela 2. Diagnéstico in vitro reagao em cadeia da polimerase (PCR), exame histopatolégico ou cultura
microbiolégica em ceratite por acanthamoeba. Fonte: Szentmary et al (2018).

Método de diagnostico Material analisado Sensibilidade
Microscopia confocal in Exame corneano in vivo Acima de 90% com
VIVO examinador experiente
Reagdo em cadeia da Raspagem da cornea (epitélio) ou bidpsia da 84-100%
polimerase (PCR) coérnea + estojo de lente de contato e solugao
de limpeza

Cultura in vitro Raspagem da cornea (epitélio) ou bidpsia da 0-77%
coérnea + estojo de lente de contato e solugdo
de limpeza

Analise histopatoldgica Raspagem da cérnea ou excisao ou tecido 31-65%
explantado de ceratoplastia

Primeiramente é necessario reconhecer os sinais clinicos da A. castellanii e detectar em qual fase
clinica que esteja para escolha apropriada de método de diagnostico, como apresentada na tabela 2, para a
AVL, em resumo, em maos experientes e habilidosas, a microscopia confocal possui uma sensibilidade de
90%, porém so6 é possivel para diagnosticar os cistos no estrato corneo. Ja as qPCR’s de raspagem tem
uma variavel de 84-100% de sensibilidade, entretanto podem dar um resultado falso positivo com o
genoma nao vivo da Acanthamoeba, que pode se encontrar no meio da amostra coletada. Por ultimo temos

os métodos de cultura in vitro e a analise histopatolégica, que tem uma variavel de até 77% de sensibilidade,
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contudo esses podem ter uma duragao de semanas para apresentar um resultado por precisarem colonizar

uma placa de cultura (Szentmary et al, 2018).

Testes laboratoriais especificos

A obtencdo de materiais para a realizacio dos testes de laboratério é realizada através de
fluorocromos, raspagem ou coleta tecidual da regidao em que se procura pelo protozoario de vida livre.
Para ser um teste especifico de A. castellanii é necessario o uso de testes laboratoriais especificos e com
pesquisa direta para a Acantamoeba castellanii. Essas pesquisas devem ser solicitadas pelo médico responsavel
quando o mesmo possui um grau de suspeita ou gostaria de descartar hipoteses sobre o causador da doenga

ao paciente ser uma AVL.

Teste de coloragio por H&E

O primeiro teste € a coloragao por H&E (Hematoxilina e Eosina) tem como objetivo pesquisar e
analisar a presenca ou auséncia de trofozoitas ou cistos da ameba presentes no tecido ou amostra retirada
do paciente que foi coletado, preparado e colorido anteriormente, como na figura 6. E um método
bastante comum para pesquisas de varias espécies causadoras de doengas, como bactérias, virus e outros
tipos de protozoarios, ou seja, ¢ um teste abrangente e pouco especifico (Lopes, 2016).

Podem-se visualizar varios componentes celulares, nomeadamente o nucleo, citoplasma e tecido
conjuntivo. A hematoxilina é responsavel pela parte basal celular, ou seja, tinge os nucleos das células de
azul, que sio consideradas como a parte basofila, e a eosina ¢é responsavel pela parte acida da célula, que
tinge o tecido conjuntivo e o citoplasma de vermelho, também chamadas como a parte acidofila celular,
podendo apresentar diferentes tons de rosa ou laranja (Lopes, 2010).

A vantagem desse teste ocorre pela rapidez e eficacia na coloragao da amostra celular, permitindo
uma boa visualizagdo do corte histolégico, entretanto sua desvantagem se da pela ineficicia na
diferenciagdo entre espécies e precisa de um complemento para concluir um diagnéstico patolédgico. E um

teste de grande amplitude e de baixa especificidade (Lopes, 2016).
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Figura 6. Acanthamoeba castellanii em bidpsia cerebral. Legenda: coloragao por hematoxilina e eosina de
biépsia cerebral. Fonte: Emicrobes digital (2002).

Teste de Imunofluorescéncia direta

O proximo teste a ser apresentado também esta relacionado com coloragio, entretanto, esse utiliza
a fluorescéncia direta, esse teste ¢ chamado de imunofluorescéncia, pois permite a visualizacio em um
comprimento de onda, com coloragao fluorescente, para a pesquisa anticorpos presentes no paciente que
reagem ao protozoario causador da doenga, Figura 7. Para detecta-lo, ele deve ter grandes quantidades de
microrganismos da A. castellanii no tecido. Os fluocromos usados com frequéncia nesses testes de
imunofluorescéncias sio os FITC (fluoresceina isocianetada) e as rodaminas.

Para esse teste nao precisa realizar uma raspagem ou retirada de tecido do paciente, como
obrigatério, podem-se realizados direto no corpo do paciente. Possui como alternativa as suspensoes
celulares, que sdo culturas de células e sao utilizadas para o mesmo fim de pesquisa. As vantagens desse
teste ¢ a rapidez em que ele ¢é realizado, no periodo de 2-3 horas, e podem ser realizados em pacientes
internados. E um método direto e preciso, pois marcara os anticorpos contra o parasita produzido pelo
corpo, entretanto as suas desvantagens estao nos altos precos de realizagdio do exame e na demora em

liberagao de resultados para o paciente ou solicitante (CITOLAB, 2020).

| 31 ]



Ciéncias biolégicas - Thiely Rodrigues Ott (organizadora)

3
www.|d|magesarg
© 2002 IDSA

Figura 7. Acanthamoeba castellanii mostrado por coloragao imunofluorescente. Legenda: Anticorpos
mostrado por coloracao imunofluorescente no cérebro. Fonte: Emicrobes digital, 2002

Teste de PCR e LAMP

O ultimo teste apresentado neste artigo relata a utilizacao da reag¢ao em cadeia da polimerase em
tempo real (qQPCR) e a amplificagio isotérmica mediada por loop (LAMP), em real time e em microscopia
eletronica, Figura 8, com o intuito de se pesquisar a presenga ou nao de restos metabodlicos do protozoario
de Acanthamoeba, esses testes consistem na amplificagdo do DNA em busca de acidos nucleicos (material
genético) para pesquisas genéticas e/ou testes bioquimicos. Como falamos de Parasitose, nesse caso em
particular é usado para a detec¢ao de Acanthamoeba spp. e de suas espécies.

A gPCR ¢é uma técnica de biologia molecular usada para amplificar um ou varios fragmentos de
DNA com base no processo de replicagio do DNA que ocorre no corpo. Durante a PCR, a alta
temperatura divide a molécula de DNA em duas fitas simples, de forma que os primers também sio
combinados em uma fita simples, geralmente composta de 15 a 30 nucleotideos, e esses primers sao
obtidos por sintese quimica. Em seguida, dois pares de primers sio adicionados a reagdao. Se uma
determinada sequéncia estiver presente na amostra, sera dezenas de milhares de vezes, o que pode
constituir uma reagao positiva relatada pelo teste (Jornal UFG, 2014).

O LAMP ¢ uma variante da PCR convencional, a enzima utilizada pode realizar uma amplificagao
isotérmica, tem alta especificidade, sensibilidade, velocidade e custo reduzido, e pode ser usada para a
deteccao de uma variedade de patdgenos. Essa tecnologia utiliza de 4 a 6 primers e DNA polimerase Bst.
Além da atividade de sintese, também atua abrindo as fitas duplas de DNA. O resultado ampliado pode
ser visto no proéprio tubo de ensaio a olho nu (Nunes, 2013).

Como vantagens desses testes, a qPCR que pode detectar a infecgao da doenga atual, para que a
equipe médica possa determinar o que ou quem estd infectado e o nio infectado. LAMP é uma técnica

rapida que pode produzir resultados de 2 a 3 horas. E os seus resultados podem ser visto a olho nu. Esse
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¢ um método simples e barato que pode ser realizado em um laboratério hospitalar, diminuindo o intervalo
de tempo entre a coleta da amostra e o diagnéstico. Ja como desvantagens, a qPCR possui um alto custo
de equipamentos, em contrapartida os testes feito no equipamento nio sio caros, e precisa ser feito em
fase aguda da doenga, ou seja, no estagio mais grave. A LAMP é uma tecnologia mais recente do que qPCR
e nao ha muito historico de pesquisa por tras dela. A ciéncia de estabelecer esses testes ¢ mais complicada

do que a qPCR (Nunes, 2013; Jornal UFG, 2014).

Turbidity
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Figura 8. Deteccao de Acanthamoeba em amostras clinicas. Legenda: Eletroforese de produtos de ensaio
PCR (A) e LAMP (B) amplificados a partir de amostras clinicas oculares tratadas com calor de um paciente
com suspeita de ceratite (C) Ensaio LAMP de turbidez em tempo real da amostra em (B), (D) Fotografias
de trofozoitos de Acanthamoeba sp. detectado por culturas de raspagem de cornea e uma solugio de lente
de contato das mesmas amostras mencionadas em (B). Fonte: Visvesvara et al (2007).

Tratamentos de ceratite

O tratamento de ceratite amebiana é necessario ter o seu inicio quando diagnosticado com o
intuido de retardar ou inibir a acio amebiana. Se diagnosticado precocemente apresenta grandes chances
de se ter bons resultados e seu tratamento e ser de curta duragdo, se comparados com pacientes
diagnosticados em fase tardia, o local e a presenca de cistos do protozoario, pode deixar o seu tratamento
mais longo e complicado.

Hoje em dia o tratamento para a ceratite amebiana prescreve o uso de antisséptico catidnico topico
que consiste na agdo contra os cistos amebianos sendo em altas concentragdoes para afeta-los
quantitativamente, degradando a Acanthamoeba castellanii e metabolicamente, inibindo a sua proliferacao no
hospedeiro.

O PHMB (Polihexametileno biguanida) pode ser usado como desinfetante e como um antisséptico

em ag¢ao contra microrganismos e por isso se tornou a primeira op¢ao de tratamento de ceratite amebiana
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pot A. castellanii, seguidas pelo antisséptico gluconato de clorexidina e o antibitico sulfato de neomicina,
fora o uso complementar de outros farmacos (Clarke et al. 2013; Morales et al. 2015).

O uso de farmacos para mediacao da dor ¢é disponibilizado através de colirios, como o cicloplégico,
e o uso medicamentoso de nao esteroides orais (anti-flamatérios). A ceratoplastia também ¢é uma forma
de tratamento, um processo cirurgico que consiste em um enxerto da cérnea inconsistente por uma de um
individuo da mesma semelhanca génica (Morales et al. 2015).

A prevencao dessas patologias por ameboides facultativas esta relacionada com cuidados que
devemos ter com 0 nosso corpo, evitando lesoes, ingestao de agua de origem duvidosa ou contaminada,
o banho em rios e lagos que tenham suspeitas da presenca do protozoario e o uso correto de lentes de

contato, com os seus cuidados necessarios.

DISCUSSAO

Os resultados coletados nesse estudo tém como proposta atualizar contextos e conceitos
existentes, e novos conhecimentos sobre a 4. castellanii, resultantes de trabalhos realizados recentemente.
Voltando-se para os seus testes e diagndstico que auxiliam ao profissional da saide na hora de concluir
um diagnostico e, ajudar aos pacientes a conseguirem um bom tratamento e recuperagao da doenca.

Os estudos apontam testes e métodos de diagnodsticos que sao usados em fases especificas da
doenga que melhor auxiliam e caracterizam a AVL para o reconhecimento e diagnéstico promovendo um
melhor tratamento recuperacao do paciente.

Em analise podemos descrever que a A. castellanii é um microrganismo diversificado, pois se
apresenta em formas corporais e ambientes variados, o que facilita o seu desenvolvimento e permite
observar a sua evolugdo desde que foi catalogada. Para muitos autores a 4. castellanii é um protozoario que
esta em constante evolugdo, pois consegue se manter estavel e saudavel em ambientes indspitos até
conseguirem uma oportunidade de contato e assim se desenvolverem como parasitas ou serem levadas a
outros ambientes.

A sintomatologia da ceratite amebiana possui uma variavel quando se trata de organismos
humanos, relatos mais frequentes de pacientes apontam sintomas como coceira, fotofobia, lacrimejamento
e dor na regido ocular, que quando procuram por orientagio médica a doenga ja se encontra em grande
avango na sua infec¢do, o que dificulta o tratamento da patologia e aumenta a duragdo do mesmo. No
diagnostico para a cerartite, se faz necessario, para uma boa recuperagao, o diagnostico precoce. Em cada
fase ou estagio da infeccio podemos utilizar métodos diferentes ou correlaciona-los para uma melhor
decisdo de tratamento mostrada ao paciente.

Quando ¢ abordada a fun¢ao médica, o profissional sera responsavel por buscar e direcionar o

melhor caminho para tratar e orientar os pacientes acometidos pela doenga, o seu conhecimento e a sua
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experiéncia sera levada em conta e é de comum acordo que esses profissionais devem ser orientados e
treinados para entender, através dos historicos clinicos e laboratoriais, as possiveis causas e tratamentos
que sa0 necessarios.

Em discussao com os autores como Alves (2001) e Clartke et al (2013) podemos observar
biologicamente e geneticamente a ac¢ao de AVL’s como a A. castellanii, com o demonstrativo de
sobrevivéncia no meio ambiente externo e em um meio parasitario, assim podendo saber como evoluiram
e até que ponto chegou essa evolugao, como obtém sucessos ao adentrar no hospedeiro e quais reagoes
elas provocam como respostas no individuo parasitado.

Segundo Morales et al (2015) e Szentmary et al (2018) a melhor utilizacio de cada um dos testes
envolvidos no processo de diagnostico da patologia, possui relagao ao tempo da infecgao pelo protozoario
no homem e os sinais das primeiras sintomatologias até o seu diagnéstico, corroborando com os achados
da literatura de Contarine (2018) e Santos (2018) que apontam, que para cada fase ou etapa que a AVL
conseguiu se parasitar existe um teste de deteccao que podem estar sendo utilizados por esses profissionais.

Desse modo, Lopes (2016) e NUNES (2013) fizeram o primeiro teste que demostramos ¢ o de
coloracao de HE que visa analisar a presenca ou nao de trofozofoitas ou cistos do protozoario utilizando
como material o tecido coletado do paciente, como vantagem da coloracao eu tenho por meio desse teste
uma boa visualizagao da ameba disposto no tecido coletado e como desvantagem pode ocorrer a auséncia
do mesmo no tecido coletado, causando o negativo-positivo.

Ja o teste de imunofluorescéncia permite a observacido de anticorpos produzidos no corpo do
hospedeiro pela fluorescéncia direta no paciente como uma das vantagens, uma das desvantagens é o seu
alto custo para a realizacao.

E por dltimo temos os testes PCR e LAMP, por microscopia eletronica e em tempo real, é
considerado como padrido ouro, pois pesquisa e detecta o material genético de uma pequena amostra,
conseguindo assim ser muito preciso de qual patologia é proveniente, entretanto para realiza-lo se faz
necessario esta na fase aguda da doenga.

Ao notar a utilizagio de alguns testes podemos perceber que todos possuem os seus pontos
positivos e negativos, mas a importancia evidente entre eles sao a eficacia de resultados especificos para
cada uma vertente de fonte de pesquisa, e por isso devem ser usadas como a plena certeza que ¢ o caminho
correto a seguir em busca de resolugoes e tratamentos da doenca.

Autores como Szentmary et al (2018) e Morales et al (2015) apontam fatores importantes
relacionados aos métodos e/ou testes necessarios para o diagndstico e tratamento desses pacientes
adoecidos com o patdégeno oportunista e mostram que ¢é indispensavel o conhecimento prévio de
microrganismos que podem ser patologico quando ha a possibilidade, seus trabalhos colaboram com

atualizacGes de conceitos e novos conhecimentos sobre as AVL’s e possuem carater informativo, que
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podemos utilizar no dia a dia de profissionais de saude que lidam com doengas causadas pelo protozoario.
Além disso, podem ser utilizados para a formagao educacional de novos profissionais e assim podem
trabalhar com informagbes baseadas em fatos comprovados e com os resultados e tratamentos que estiao
voltados para as a¢Oes de precisio e rapidez nos diagnosticos da infecg¢ao pelo microrganismo e suas

consequeéncias para o paciente com a doenga.

CONCLUSAO

A Acanthamoeba castellanii apresenta-se, entre individuos a quem entraram em contato, seja por meio
educacional, como estudos e aprofundamentos, ou por parasitose, como sendo uma AVL altamente
diversificada e oportunista, que esta presente em varios ambientes e superficies.

A A. castellanii é um protozoario de vida livre e estd sempre ao nosso redor e, eles sao espécies
nativas de diversos ambientes e seres vivos de vida livre, ndo possuem a inten¢ao de causar danos ou
doencas ao ser humano, originalmente. Nao devemos ter medo desse protozoario, apenas cuidados
corretos sA0 necessarios para evitar o contagio e a obtencao da doenga, como exemplo uma boa higiene
pessoal e evitar lugares insalubres, caso tenha entrado em contato com essa ameba, ndo procrastinar a ida
ao servico de saude mais proximo.

O diagnoéstico pode ser complicado e incerto, principalmente pela falta de atualizagdes dos
profissionais da satde que estao em servigo, mas existem diregoes e mecanismos que devem ser seguidas
corretamente para a obtenc¢ao desse diagnostico. A existéncia de testes especificos nao garante ao paciente
a prescricao desses recursos, pois alguns deles possuem alto valor monetario no mercado e de dificil acesso
aos individuos com uma baixa fonte de renda ou local sem esses recursos, tornado o diagnodstico mais
demorado e de fase tardia, assim podendo ser mais complexo no tratamento da doenga e na recuperagao

do paciente.
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