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Histopatogenicidade de Blastocystis sp para camundongos Swiss

RESUMO

Blastocystis sp é um protozoario entérico com poucos estudos sobre o seu potencial
patogénico em modelos experimentais. Neste trabalho a patogenicidade de Blastocystis sp no
trato gastrointestinal de camundongos foi avaliada de acordo com o in6culo e tempo de
infeccdo. Camundongos Swiss machos foram infectados, via intragastrica, com 100, 500,
1.000, 5.000 e 10.000 formas cisticas de Blastocystis sp obtidas a partir de uma mistura de
oito isolados humanos cultivados em meio Jones. Apos 7, 14, 21, 28 e 60 dias de infeccdo os
animais foram sacrificados e fragmentos do intestino delgado (duodeno), grosso e ceco foram
retirados para analise histopatoldgica. Concomitantemente a infeccdo dos animais, as formas
cisticas dos isolados foram lavadas e purificadas para a extracdo de DNA. O gene de RNA
ribossomal (SSU-rRNA) foi amplificado e os produtos foram digeridos com a enzima de
restricdo Alul para a analise do polimorfismo do tamanho do fragmento de restricdo (RFLP).
Blastocystis sp desencadeou resposta inflamatoria nos diferentes tecidos analisados, com
predominéancia de infiltrado mononuclear. Foi observada uma predilecdo pelo ceco com
carater invasivo pelo encontro de cistos na tGnica muscular. In6culos maiores desencadearam
processos inflamatorios mais precocemente (7 dias) e in6culos menores mais tardiamente (a
partir de 21 dias). A analise molecular identificou os subtipos 1 e 3 que ndo puderam ser
relacionados com a patogenicidade, pois 0s indculos foram obtidos a partir de uma mistura de
isolados. Conclui-se que no modelo proposto a patogenicidade dos isolados de Blastocystis sp
aqui estudados tem relacdo com o indculo e tempo de infeccéo.

Palavras-chave: Blastocystis sp. Patogenicidade. Camundongos swiss. Subtipos moleculares.



Pathogenicity of Blastocystis sp to Swiss mice

ABSTRACT

Blastocystis sp is an enteric protozoan with few studies about its pathogenic potential in
experimental models. In this work the Blastocystis sp pathogenicity in gastrointestinal tract of
mice was evaluated according to the inoculum and duration of infection. Male Swiss mice
were infected intragastrically, with 100, 500, 1,000, 5,000 and 10,000 Blastocystis sp cystic
forms which were obtained from a mixture of eight isolated human who were cultured in
Jones medium. After 7, 14, 21, 28 and 60 days of infection, the animals were sacrificed and
fragments of the small, large and cecum intestine were taken for histopathological analysis.
Concomitantly to animals infection, the cystic forms of the isolated human were washed and
purified for DNA extraction. The gene of ribosomal RNA (SSU-rRNA) was amplified and the
products were digested with Alul restriction enzyme to analyze the restriction fragment length
polymorphism (RFLP). Blastocystis sp triggered inflammatory response in different tissues
that were analyzed, predominantly mononuclear infiltrate. A predilection by the cecum
intestine with invasive character was observed by finding cysts in the muscular layer. Greater
inocula triggered earlier inflammatory processes (7 days) and smaller inocula, later (from 21
days). Molecular analysis identified subtypes 1 and 3 that could not be related to
pathogenicity, because the inocula were obtained from a mixture of isolated. We conclude
that in the proposed model the pathogenicity of Blastocystis sp isolates studied, is related to
the inoculum and duration of infection.

Keywords: Blastocystis sp. Pathogenicity. Swiss mice. Molecular subtypes.
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CAPITULO |

INTRODUCAO

1) Taxonomia de Blastocystis sp: aspectos classicos e moleculares

Em 1912, Brumpt ao analisar amostras de fezes humanas identificou Blastocystis sp
como um novo micro-organismo e o relacionou a Blastomyces sp, forma cistica de uma
levedura pertencente ao género Schizosaccharomyces (BRUMPT, 1912). Esta classificagéo
ndo foi discutida por cerca de 50 anos, até que Zierdt sugeriu que Blastocystis sp fosse
reclassificado como um protozoério parasito, classificacdo esta aceita atualmente (ZIERDT et
al, 1967; ZIERDT, 1978).

Analises genéticas incluiram Blastocystis sp ao complexo grupo dos Stramenopiles
(STENZEL e BOREHAM, 1996), sendo o Unico nesse grupo capaz de causar doenca no
homem. Casos de blastocistose, infecgdo por Blastocystis sp, séo relatados na literatura desde
1916, tornando-se mais discutidos a partir da década de 90 (JONES et al, 2009).

A denominagdo Blastocystis hominis surgiu em fungdo de esse parasito ter sido
primeiramente encontrado no homem (MENOUNOS et al, 2008) e posteriormente, em outros
animais, como répteis, aves e demais mamiferos (STENSVOLD et al, 2008). Recentemente,
técnicas moleculares permitiram identificar diferentes linhagens desse parasito levando a um
consenso de que Blastocystis sp é a terminologia mais adequada (STENSVOLD, 2007).

Apesar desse consenso e dos avangos com o uso de metodologias moleculares ainda
existem dificuldades na classificacdo desse parasito (MACEDO et al, 2010). Dez diferentes
subtipos (ST1 a 10) foram descritos, sendo ST3 0 mais comumente encontrado em humanos
(STENSVOLD et al, 2008). Em estudo realizado na Amazonia Brasileira foram isolados 0s
subtipos ST1, 2 e 3 dos individuos de uma comunidade indigena (MALHEIROS et al., 2011).

2) Aspectos da morfologia, biologia e epidemiologia de Blastocystis sp

Blastocystis sp & um protozoario unicelular anaerdbio estrito frequentemente
encontrado no trato intestinal de humanos e de outros mamiferos, além de aves, répteis,
anfibios e com menor frequéncia em insetos (SOHAIL e FISHER, 2005; TANIZAKI et al,
2005; JANARTHANAN et al, 2011; ZHANG et al, 2011).
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Possui caracteristicas pleomorficas, com quatro principais formas descritas na
literatura: vacuolar, granular, amebdide e cistica. Ainda existem relatos sobre as formas
avacuolar e multivacuolar, fazendo com que variagdes apresentadas nas diferentes formas
evolutivas sejam um desafio para os estudos acerca da biologia celular deste intrigante
parasito (TAN, 2008).

A forma vacuolar, mais frequentemente encontrada nas fezes, € esférica, com um
vacuolo central e seu tamanho pode variar de 2 a 200 pum. A forma granular, semelhante a
anterior, é encontrada em culturas, apresenta granulos no interior do citoplasma ou do vactolo
central. J& a forma amebdide, raramente relatada, possui aspecto contorcido com um ou dois
grandes pseuddpodes, também encontrada em culturas. E a forma cistica, mais recentemente
descrita, ¢ bem pequena (2 a 5 um), de formato oval ou esférico, normalmente ndo €
visualizada em culturas e é considerada a forma de resisténcia do parasito (TAN, 2008;
STENSVOLD et al, 2008).

Discussdes também tém sido feitas a respeito do ciclo biolégico de Blastocystis sp,
acreditando-se que esse parasito possua diversas formas de reprodugdo (TAN, 2008). A mais
aceita atualmente € a reproducéo assexuada, por fusdo binéria (SOHAIL e FISHER, 2005). A
forma cistica € a responsével pela infeccdo dos diversos hospedeiros (TANIZAKI et al, 2005).
Quando esta forma é ingerida ocorre o seu rompimento durante a passagem pelo intestino
grosso, e desenvolve-se em forma vacuolar que é eliminada nas fezes. A ordem e a maneira
como estes fendbmenos ocorrem n&do estdo completamente estabelecidos, mas sabe-se que a
forma vacuolar, antes de ser eliminada, € responsével pelo surgimento das formas granular e
amebdide (TAN, 2008; IRIKOV et al, 2009). Como as formas avacuolar e multivacuolar
participam do ciclo bioldgico de Blastocystis sp ainda néo esta estabelecido (STENSVOLD et
al, 2008).

A infeccdo por esse parasito ocorre pela via fecal-oral direta e indireta, por meio de
alimentos e 4gua contaminados (YOSHIKAWA et al, 2004). De acordo com Thompson e
Smith (2011) Blastocystis sp circula entre animais e humanos apresentando um carater
zoonotico. Alguns fatores de risco para a infeccdo por esse parasito vém sendo relatados
como: consumo de &gua ndo tratada, manuseio de animais, transito intestinal diminuido,
diabetes, imunossupressdo, quimioterapia, infeccdo pelo HIV (Virus da Imunodeficiéncia
Adquirida) e Sindrome do Intestino Irritado (IBS) (SOHAIL e FISHER, 2005; TAN, 2008).

Blastocystis sp destaca-se por ser um dos protozoarios parasitos intestinais que
apresenta a maior taxa de prevaléncia (IGUCHI et al, 2007; HUSSEIN et al, 2008; MACEDO

et al, 2010). Sua distribuicdo é mundial, com prevaléncias mais elevadas nos paises em
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desenvolvimento, principalmente aqueles das regides tropicais e subtropicais (AMATO
NETO etal, 2003; TAN, 2008; ELWAKIL e HEWEDI, 2010).

De acordo com Vogelberg et al. (2010) em paises desenvolvidos a taxa de infeccgéo por
Blastocystis sp esta entre 5 e 20% e naqueles em desenvolvimento, esta taxa ultrapassa 50%.
Paises como Japdo e Singapura apresentam as menores taxas de prevaléncia, 0,5 a 1% e 3,3%,
respectivamente, sendo que na Argentina, Brasil, Cuba, Egito e Indonésia estdo as maiores
taxas de prevaléncia, chegando a 60% na Indonésia (TAN, 2008).

No Brasil ha registros desse parasito em diversos estados. Em diferentes municipios
do estado do Rio de Janeiro foram relatadas prevaléncias de Blastocystis sp que variaram de
6,7% a 70%, sejam elas observadas entre pacientes hospitalizados (MACEDO et al, 2010) ou
entre moradores de diversos bairros (SILVA, 2006; SILVA-NETO et al, 2010). No estado de
Séo Paulo, nos municipios de Araraquara e S&o Paulo, foi observada uma positividade de
4,6% e 38,3%, respectivamente, destacando que o estudo na capital foi constituido somente
por criancas (AMATO NETO et al, 2004; MINE e ROSA, 2008). Nos estados do Piaui e
Mato Grosso do Sul estudos apontam prevaléncia de 3,4% e 40,9%, respectivamente (ALVES
et al, 2003; AGUIAR et al, 2007). Inquéritos coproparasitolégicos no estado do Parana
mostraram que das amostras analisadas em Pitanga, Campo Mourdo e Cascavel a presenca de
Blastocystis sp foi detectada em 26,5%, 20,9% e 28,2%, respectivamente (NASCIMENTO e
MOITINHO, 2005; KULIK et al, 2008; TAKIZAWA et al, 2009).

3) Diagnostico de Blastocystis sp: aspectos classicos e moleculares

O diagnostico baseia-se principalmente nos métodos parasitoldgicos tradicionais:
exame & fresco, concentragdo por sedimentacdo em agua (HOFFMANN et al, 1934) e por
formol-éter com ou sem adicdo de solugdo de lugol, nos quais o parasito € visualizado
microscopicamente (PARKAR et al, 2007; MENOUNOS et al, 2008; STENSVOLD et al,
2008).

A deteccio da forma cistica € um desafio para muitos, jA que estes podem se
assemelhar a fungos ou detritos fecais. Outro fato que dificulta o diagndstico é que as formas
cisticas, vacuolar e granular de Blastocystis sp, podem ser rompidas na presenca de agua
destilada. Dessa forma, a utilizagdo da técnica formol-éter favorece o diagnostico, ja que 0s
liquidos conservantes preservam as diferentes formas do parasito (NASCIMENTO e
MOITINHO, 2005; STENSVOLD et al, 2008).
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O diagnostico pode ainda ser facilitado pela confeccdo de esfregacos permanentes
corados com tricromo, hematoxilina férrica, Giemsa, Gram e coloragdo de Wright
(NASCIMENTO e MOITINHO, 2005). Alarcon et al (2007) encontraram 19,8% de
positividade para Blastocystis sp com auxilio da coloragéo por hematoxilina férrica.

Uma estratégia amplamente utilizada é o cultivo do protozodrio em meio Jones
(JONES, 1946), o que aumenta a possibilidade de resultados positivos devido a proliferacéo
celular do parasito (STENSVOLD et al, 2008). Zerpa et al. (2000) desenvolveram um meio de
cultura para o crescimento de Blastocystis sp e compararam os resultados referentes ao
diagndstico em cultura e exame a fresco. Blastocystis sp foi encontrado em 70% das culturas,
enquanto que a positividade para o exame a fresco foi de 21%. Suresh e Smith (2004)
avaliaram 1000 amostras de fezes pelos métodos de concentracdo por formol-éter e cultivo em
meio especifico. Pelo cultivo 39 amostras foram positivas para Blastocystis sp, enquanto que
pelo método de formol-éter o parasito ndo pode ser detectado.

O método de diagndstico pode influenciar no desfecho clinico da blastocistose, na
avaliacdo da efic4cia terapéutica e na obtencdo de dados epidemioldgicos a respeito das
infecgdes causadas por Blastocystis sp (STENSVOLD et al, 2008). Em estudos realizados em
regibes proximas Horiki et al. (1997) e Yaicharoen et al. (2005) observaram prevaléncias
muito distintas para Blastocystis sp dependendo do método utilizado para detec¢do do
parasito. Pelo exame & fresco a prevaléncia foi de 0,5%, enquanto que pelo cultivo em meio
especifico a prevaléncia observada foi de 20,9%. Esses resultados indicam que para um
diagndstico preciso devem ser padronizadas técnicas que facilitem a busca e/ou visualiza¢éo
de Blastocystis sp (STENSVOLD et al, 2008).

Técnicas moleculares baseadas na anélise da subunidade menor do RNA ribossomal
(SSU rRNA), riboprinting e polimorfismo de DNA amplificado randomicamente (RAPD)
tém sido amplamente adotadas no diagnéstico de Blastocystis sp. Estas ferramentas,
consideradas padrdo ouro de detecgdo, permitem a identificagdo dos diferentes subtipos do
parasito, jA que estes sdo morfologicamente indistinguiveis (HUSSEIN et al, 2008;
MENOUNOS et al, 2008; RIVERA et al, 2008; STENSVOLD et al, 2009).

4) Manifestagdes clinicas e tratamento das infec¢des causadas por Blastocystis sp

A blastocistose, infecgdo causada por Blastocystis sp, pode acometer criangas e adultos
de todo o mundo (SOHAIL e FISHER, 2005; IGUCHI et al, 2007) que podem ou nédo
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apresentar sintomas (HUSSEIN et al, 2008; STENSVOLD et al, 2008; VOGELBERG et al,
2010).

Dentre os sintomas mais classicos pode-se citar: dor abdominal, prurido anal,
flatuléncia, inchaco, anorexia, fadiga, nausea, vomito e diarréia de intensidade variavel, sem
presenca de sangue ou leucdcitos nas fezes (SOHAIL e FISHER, 2005; ELWAKIL e
HEWEDI, 2010; VOGELBERG et al, 2010). Diarréia e colica abdominal constituem 0s
sintomas mais relatados pelos pacientes (TAN, 2008). Tais eventos podem durar de trés a dez
dias, ou persistir por semanas até anos se ndo tratados (AMATO NETO et al, 2003;
STENSVOLD et al, 2010). Também podem ocorrer manifestacdes extra-intestinais, como
artrite e desordens de pele, como urticaria (VOGELBERG et al, 2010). De acordo com Sohail
e Fisher (2005), pacientes portadores de cirrose hepatica alcodlica ou hepatite B cronica
apresentam maior risco de se infectar por Blastocystis sp, além de expressarem manifestacdes
clinicas de maior intensidade.

As drogas preconizadas para o tratamento do portador da blastocistose com alivio ou
erradicacdo dos sintomas sdo o metronidazol (250 a 750 mg trés vezes ao dia até 1,5 mg/dia
durante 10 dias), droga de primeira escolha, sulfametoxazol-trimetoprim, iodoquinol,
rifaximina, paromomicina e nitazoxanida (STENSVOLD et al, 2008; TAN, 2008;
STENSVOLD et al, 2009). Cimerman et al. (2003) obtiveram sucesso no tratamento da
blastocistose com nitazoxanida em pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS). Vogelberg et al. (2010) relataram que o tratamento com drogas isoladas
(metronidazol 800mg/dia/10 dias; sulfametoxazol-trimetoprim 960mg/dia/l semana e
paromomicina 3g/dia) ndo foi bem sucedido em paciente com urticéria persistente causada
pela infeccdo por Blastocystis sp. A resolutividade do caso s6 foi conseguida pela associacéo
de paromomicina 3g/dia com metronidazol 1,8g/dia durante 10 dias. Esses relatos juntamente
com os de Moghaddam et al. (2005) que obtiveram eficécia terapéutica em apenas 33% dos
pacientes tratados com metronidazol e 22% dos tratados com sulfametoxazol-trimetoprim
apontam para o desenvolvimento de resisténcia de Blastocystis sp as terapias

medicamentosas.

5) Potencial Patogénico de Blastocystis sp: aspectos classicos e moleculares

A patogenicidade de Blastocystis sp é controversa, como sugerida por Macedo et al.

(2010). Estudos clinicos e epidemioldgicos o classificam como patogénico (DOMINGUEZ-
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MARQUEZ et al, 2009) ou ndo patogénico (HUSSEIN et al, 2008), em funcio do surgimento
ou néo de sintomas (IGUCHI et al, 2007).

Hussein et al. (2008) estudaram o potencial patogénico de diferentes gendtipos de
Blastocystis sp, ao avaliar os subtipos 1, 2, 3 e 4. O ST1 demonstrou ser 0 mais patogénico,
induzindo mortalidade em 25% dos animais, ST2 ndo apresentou alteragdes patoldgicas
relevantes e ST3 e 4 foram observados em cepas patogénicas e ndo patogénicas. Esses autores
relataram que Blastocystis sp produz cistina protease, a qual rompe os anticorpos do tipo IgA
possibilitando a colonizagéo do parasito no intestino humano. Stensvold et al. (2008) também
defendem que a patogenicidade de Blastocystis sp varia de acordo com seu subtipo genético.

Além do subtipo, outros fatores podem influenciar na patogenicidade de Blastocystis
sp. Tan e Suresh (2006) sugerem que a forma amebdide desse parasito representa um estagio
patogénico. Stensvold et al. (2008) relataram que a patogenicidade de Blastocystis sp pode ser
influenciada: pela quantidade de formas parasitarias, uma vez que quanto maior o nimero de
parasitos maior a quantidade de mediadores inflamatorios liberados, exacerbando os efeitos
teciduais da resposta inflamatoria; pelas condi¢bes imunoldgicas do hospedeiro, j& que
individuos imunocomprometidos sdo quase que incapazes de exterminar o agente agressor,
permitindo a sua proliferacdo; pelas variagdes genéticas do parasito, pois sabe-se que existem
subtipos mais virulentos que outros; pelas terapia de intervencédo e infeccdo concomitante de
outros parasitos (ABBAS et al., 2010). Quando mais de um parasito estd envolvido em uma
infeccdo, as chances de surgirem manifestagdes intestinais crénicas, como retocolite
hemorrégica, sdo maiores (MAAMOURI et al., 2011).

JUSTIFICATIVA

Diversos autores (SOHAIL e FISHER, 2005; STENSVOLD et al, 2008; TAN, 2008;
VOGELBERG et al, 2010) relataram a escassez de investigacdes sobre muitas caracteristicas
de Blastocystis sp, especialmente acerca de sua taxonomia, diversidade genética e
patogenicidade.

Casos assintomaticos de blastocistose, infeccdo causada por Blastocystis sp,
conferiram carater ndo patogénico ao parasito, porém sabe-se que esta inocuidade ndo esta
totalmente elucidada. Vérios autores (IGUCHI et al, 2007; HUSSEIN et al, 2008) consideram
esse protozodrio como um oportunista ja que frequentemente é diagnosticado em pacientes
imunocomprometidos. Como pouca importancia tem sido dada aos estudos relacionados ao

potencial histopatoldgico deste intrigante protozoario, a investigagéo in vivo que comprove
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seu potencial patogénico é relevante para a saude publica, uma vez que portadores de
blastocistose podem néo estar sendo tratados e atendidos adequadamente pelos sistemas de

saude no Brasil.

OBJETIVOS

GERAL
Avaliar a histopatogenicidade de Blastocystis sp no intestino de camundongos Swiss

oralmente infectados

ESPECIFICOS
Verificar a presenca de formas parasitarias de Blastocystis sp e dos processos
inflamatorios decorrentes desse parasitismo no trato intestinal dos camundongos
oralmente infectados.
Relacionar a histopatogenicidade do parasito com os diferentes indculos utilizados e

com os periodos de infeccéo.
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RESUMO

Poucos estudos abordam o potencial patogénico de Blastocystis sp em modelos experimentais.
Neste trabalho a patogenicidade de Blastocystis sp no trato gastrointestinal de camundongos
foi avaliada de acordo com o indculo e tempo de infeccdo. Camundongos Swiss machos
foram infectados, via intragastrica, com 100, 500, 1.000, 5.000 e 10.000 cistos de Blastocystis
sp obtidos a partir de uma mistura de oito isolados humanos cultivados em meio Jones. Apos
7, 14, 21, 28 e 60 dias de infecgdo os animais foram sacrificados e fragmentos do intestino
delgado (duodeno), grosso e ceco foram retirados para analise histopatoldgica.
Concomitantemente a infeccdo dos animais, foi realizada a tipagem molecular pela anélise do
gene de RNA ribossomal (SSU-rRNA). Blastocystis sp desencadeou resposta inflamatdria nos
diferentes tecidos analisados, com predominancia de infiltrado mononuclear, principalmente
no ceco onde teve eem cardter invasivo pelo encontro de cistos na tunica muscular. Inéculos

maiores desencadearam processos inflamatérios mais precocemente (7 dias) e indculos
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menores mais tardiamente (a partir de 21 dias). A analise molecular identificou os subtipos 1
e 3 que ndo puderam ser relacionados com a patogenicidade. Conclui-se que no modelo
proposto a patogenicidade dos isolados de Blastocystis sp estudados tem relagdo com o
indculo e tempo de infeccgdo.

Palavras-chave: Blastocystis sp; Patogenicidade; Subtipos moleculares; Camundongos

Swiss.

SUMMARY

Few studies approaches the pathogenic potential of Blastocystis sp in experimental models. In
this work the Blastocystis sp pathogenicity in gastrointestinal tract of mice was evaluated
according to the inoculum and duration of infection. Male Swiss mice were infected
intragastrically, with 100, 500, 1,000, 5,000 and 10,000 Blastocystis sp cystic forms which
were obtained from a mixture of eight human isolates and were cultured in Jones medium.
After 7, 14, 21, 28 and 60 days of infection, the animals were sacrificed and fragments of the
small, large and cecum intestine were taken for histopathological analysis. Concomitantly to
animals infection, was performed molecular typing by analysis of the gene of ribosomal RNA
(SSU-rRNA). Blastocystis sp triggered inflammatory response in different tissues that were
analyzed, predominantly mononuclear infiltrate. A predilection by the cecum intestine with
invasive character was observed by finding of cysts in the muscular layer. Greater inocula
triggered earlier inflammatory processes (7 days) and smaller inocula, later (from 21 days).
Molecular analysis identified subtypes 1 and 3 that could not be related to pathogenicity. We
conclude that in the proposed model the pathogenicity of Blastocystis sp isolates studied, is
related to the inoculum and duration of infection.

Keywords: Blastocystis sp; Pathogenicity; Molecular subtypes; Swiss mice.
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INTRODUCAO

Blastocystis sp, agente causal da blastocistose, apresenta um dos maiores percentuais a
dentre 0s protozodrios parasitos intestinais que infectam os humanos %, Sua distribuicao é
mundial, com prevaléncias superiores & 50% nos paises em desenvolvimento, principalmente
aqueles das regides tropical e subtropical #®%. Este dado esté4 relacionado as condicdes de
higiene precérias, contato com animais domésticos, superlotacdo, consumo de &gua e

alimentos contaminados, falta de saneamento basico e de remocdo de residuos 1821

A blastocistose pode acometer tanto criancas como adultos e vérios autores 2181924

8

consideram Blastocystis sp como um real patdgeno, ao contrario de outros ®° que o

consideram ndo patogénico. O carater indcuo desse parasito lhe foi atribuido diante da
ocorréncia de muitos casos de blastocistose assintomatica °. Entretanto, sindromes
secundarias, como a urticaria, tém sido relatadas em decorréncia da presenca desse
protozoério .

Sabe-se que a patogenicidade de Blastocystis sp pode estar relacionada ao seu subtipo
(ST) genético. Até o momento, dez subtipos de Blastocystis sp ja foram identificados, sendo
que no Brasil foram descritos o ST1, 2 e 3 . Além dos subtipos, outros fatores podem
influenciar na patogenicidade desse parasito. TAN & SURESH (2006)% sugerem que a forma
ameboide de Blastocystis sp representa um estagio patogénico. Segundo STENSVOLD et al.
(2008)% s&o requisitos que influenciam na patogenicidade de Blastocystis sp: quantidade de
formas parasitarias, uma vez que quanto maior o nimero de micro-organismos maior a
quantidade de mediadores inflamatérios liberados, exacerbando os efeitos teciduais da
resposta inflamatdria; condi¢cfes imunoldgicas do hospedeiro, ja que individuos

imunocomprometidos sdo quase incapazes de exterminar o agente agressor, permitindo a sua

proliferacdo; terapia de intervencdo e infeccdo concomitante de outros parasitos *. Quando
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mais de um protozoario estd envolvido em uma infeccdo, as chances de surgirem
manifestacGes intestinais crénicas, como retocolite hemorragica, sdo maiores 15

Em diversos modelos animais, a infectividade das formas cisticas, alteracdes
histopatolégicas provocadas por Blastocystis sp e predilecdo tecidual foram investigadas
62326 No entanto, estudos que abordem a histopatogenicidade de Blastocystis sp frente a
diferentes indculos e periodos de infeccdo em modelo murino ndo tém sido relatados na
literatura. Diante de tal questdo, o objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento
histopatolégico de Blastocystis sp no trato intestinal de camundongos Swiss oralmente

infectados, bem como relaciona-lo a diferentes indculos e periodos de infeccao.

MATERIAL E METODOS

Obtengéo das amostras

Os cistos de Blastocystis sp utilizados neste estudo foram obtidos de amostras de fezes
de pacientes da regido noroeste do Parana triados no Laboratério de Parasitologia Ambiental e
de Alimentos da Universidade Estadual de Maringd (LPAA/UEM), utilizando a técnica de
Hoffman, Pons e Janer (HPJ) " modificada com solugéo salina 0,85%.

Oito amostras positivas para Blastocystis sp foram semeadas em meio Jones *° e as
culturas foram mantidas a 37°C em condigdes de anaerobiose, agitadas diariamente conforme
o trabalho de IRIKOV et al. (2009)*2. Apés 72h as culturas foram examinadas em objetiva de
40X para confirmacédo de crescimento e entdo foram utilizadas para confecgdo do indculo.

Para concentracdo das formas parasitérias as culturas foram centrifugadas & 2500 rpm
por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi resuspenso em tampéo fosfato
salina (PBS) pH 7,4. Para obtengdo de um grande nimero de cistos e padronizacdo dos

indculos dos diferentes grupos experimentais, as oito amostras foram misturadas, os cistos
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foram contados em Céamara de Neubauer e os in6culos de 10.000, 5.000, 1.000, 500 e 100

foram estabelecidos.

Manutencdo, infeccao e sacrificio dos animais

Este estudo, de carater exploratdrio, utilizou trinta camundongos Swiss machos de 21
dias de idade foram distribuidos em seis grupos (G1, G2, G3, G4, G5 e CN - Controle
Negativo) de experimentacdo contendo 5 animais cada um. Os animais foram mantidos no
biotério do Laboratério de Parasitologia/UEM em caixas de polipropileno (dimensdo
414x344x168mm) tampadas com grade zincada com depressdo central para deposi¢do da
racdo (comercial) e garrafa de &gua (clorada), as quais estavam a vontade dos animais. Tais
caixas permaneceram em ambiente climatizado (temperatura entre 21 e 23°C) com ciclo
claro/escuro de 12 horas.

Previamente a infeccéo dos animais o exame parasitologico de fezes foi realizado pela
técnica de HPJ " para confirmar a auséncia de parasitos entéricos.

Os animais dos grupos G1 ao G5 foram infectados com 10.000, 5.000, 1.000, 500 e
100 cistos, respectivamente. O grupo controle negativo (CN) recebeu somente solugéo salina
em volume correspondente ao dos grupos desafiados e foi mantido nas mesmas condigdes. Os
animais foram infectados por via intragastrica, com auxilio de uma cénula de gavage.

Dois dias ap0s as infecgdes, os animais foram avaliados parasitologicamente, por meio
da técnica de HPJ ', para confirmar a presenca do parasito. Os animais negativos foram
examinados a cada dois dias até que se confirmasse a infecgéo.

Durante 4 semanas, a contar da data da infeccdo, um animal de cada grupo foi
eutanaziado por semana perfazendo um total de 20 animais. Os cinco animais restantes foram
sacrificados no 60°. dia da infeccdo. No dia do sacrificio os exames parasitologicos de fezes

dos animais mostraram resultados positivos para Blastocystis sp e fragmentos do intestino
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delgado (duodeno), ceco e intestino grosso (colon proximal) foram coletados para a realizagdo

da anélise histopatoldgica de acordo com HUSSEIN et al. (2008)®.

Obtencéo dos cortes histoldgicos dos tecidos

Os fragmentos de tecidos foram cortados longitudinalmente e lavados em solugdo
salina 0,85%. Em seguida foram fixados, abertos, em solucdo de formalina 10% e
conservados em alcool 70%. Apoés fixacdo as pecas foram desidratadas, diafanizadas e
incluidas em parafina. Para estes processos as pecas foram imersas em solucdes alcodlicas de
percentuais crescentes (80%, 90% e 100%), em seguida em uma solugdo 1:1 de xilol e alcool
absoluto e por fim, em xilol (as pecas ficaram imersas por um periodo de 10 a 20 minutos).

Apos a inclusdo em parafina foram realizados cortes de 5 um de espessura, separados
por intervalos de 20 um (cortes semi-seriados). As laminas confeccionadas foram coradas por

hematoxilina-eosina e tiveram as laminulas fixadas com solucdo de Permount®.

Andlise histopatologica

As preparagdes microscopicas foram analisadas com a objetiva de 40X e quando
necessario com a objetiva de 100X. A leitura foi realizada em duplicata (cortes A e B) e cada
corte se distanciava do proximo 40um. Toda a circunferéncia intestinal foi examinada e a
presenca do parasito e/ou de reacOes inflamatorias foi determinada, sendo esta Ultima
considerada quando da visualizagdo de infiltrado inflamatério.

A intensidade dos processos inflamatérios foi classificada em discreta, moderada e
intensa, de acordo com a ISO 10993-3 (1992)': Discreto — pequena quantidade de
polimorfonucleares ou mononucleares, e as caracteristicas histoldgicas do tecido estavam

ainda identificaveis; Moderado - quantidade intermediaria de células inflamatorias (sem
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ocupar todo o campo de visualizagdo), mas sem tecido necrdtico, podendo haver desarranjo

das caracteristicas histologicas do tecido.

Extracdo de DNA

O sedimento obtido apds centrifugacdo das culturas de Blastocystis sp foi lavado duas
vezes em PBS pela centrifugagdo a 2500 rpm durante 10 minutos. Posteriormente, o DNA foi
extraido com o kit PuriLink™ PCR Purification (Invitrogen — USA) de acordo com as

instrucdes do fabricante.

Amplificagdo da subunidade menor do gene RNA ribossomal (SSU-rRNA)

Para a amplificacdo da subunidade menor dos genes de RNA ribossomal (SSU-rRNA)
foram utilizados os iniciadores RD3 (GGGATCCTGATCCTTCCGCAGGTTCACCTAC) e
RD5 (GGAAGCTTATCTGGTTGATCCTGCCAGTA) que geram um fragmento de 2.500
pares de bases *°.

O volume final da reagdo foi de 11ul contendo 200uM de DNTP’s, 50 picomoles de
cada iniciador (RD3 e RD5), 2,5mM de MgCl;, 0,5 U de Taq Platinum (Invitrogen), 1ul de
tampéo da enzima 10X (200 mM Tris-HCI pH 8,4 e 500 mM KClI), agua miliQ e 2pul de DNA
total.

As condicOes da reagdo foram: desnaturagdo inicial a 94°C por 4 min, 30 ciclos de
amplificacdo de 1 min a 93°C, 1,5 min a 65°C e 2 min a 72°C. Extenséo final (72°C) por 10

min .

Deteccéo dos produtos amplificados
Os produtos amplificados foram visualizados em gel de poliacrilamida a 5% pela

revelagdo com sais de prata e digitalmente documentados.
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Andlise do polimorfismo do tamanho do fragmento de restricdo (RFLP)

Os produtos previamente amplificados foram digeridos com a enzima de restricdo
Alul, a qual proporciona o surgimento de fragmentos com tamanhos relativos entre 38 e 850
pares de base (pb).

Para realizacdo do corte enzimatico uma solucdo aquosa de 12 pl foi preparada
contendo 10 pl do produto amplificado, 1 pl da enzima de restrigdo (Alul) e 1 ul de tampao
TBE 10X. A solucdo foi incubada a 37°C por 16 horas. Os produtos digeridos foram
analisados em gel de poliacrilamida a 5%, revelados com sais de prata e digitalmente
documentados. Os perfis obtidos das amostras isoladas foram comparados entre si e com

amostras padrdes descritas na literatura * a fim de se analisar os subtipos de Blastocystis sp.

Andlise Estatistica

A comparacdo dos resultados obtidos foi realizada pelo Teste Z utilizando o software
Statistica versdo 8.0 e para amostras independentes foi realizado o teste T de Student
utilizando o software Microsoft Excel 2007. Para a apresentacdo dos principais achados
histopatolégicos foi realizada uma andlise estatistica descritiva utilizando o software

Microsoft Excel 2007.

Aspectos Eticos
Este projeto foi aprovado pelo Comité de Conduta Etica no uso de Animais em
Experimentacdo (CEAE) da Universidade Estadual de Maring4 sob o parecer n° 081/2011

(Anexo I).

RESULTADOS
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Infectividade dos cistos de Blastocystis sp para camundongos Swiss

Os diferentes in6culos propostos (100 a 10.000) foram suficientes para desenvolver a
infecgdo nos animais. A partir do segundo dia de infecgdo em 60% (15/25) dos animais foram
observadas formas vacuolares do parasito, diferentes daquelas administradas por via
intragastrica, indicando desenvolvimento do parasito na mucosa do hospedeiro. Em 40%
(10/25) dos animais que ainda apresentavam exames parasitoldgicos negativos e que foram
monitorados a cada dois dias, a infeccdo foi confirmada até o sétimo dia ap6s a administracdo

das formas cisticas.

Predilecéo tecidual de Blastocystis sp

A Tabela 1 mostra a distribuicdo das formas vacuolares de Blastocystis sp
encontradas no intestino delgado (duodeno), ceco e intestino grosso (colon proximal) dos
camundongos oralmente infectados. Quando a proporcdo de parasitos observada em cada
porcdo do trato gastrointestinal foi comparada (Teste Z), nenhuma diferenga significativa
(p=0,0608 e p=0,1889) foi observada, porém pode-se notar uma nitida predilecdo do parasito
pelo ceco. No que se refere ao estado de fixagdo do parasito no intestino, este foi encontrado
na mucosa, submucosa e invadindo a tunica muscular do intestino grosso (Figura 1). Nessa
figura pode ser observada parte de um agregado linféide hiperplasico, uma forma vacuolar de

Blastocystis sp na tunica muscular, com granulos periféricos e um vactolo central.

Relacédo da histopatogenicidade com indculo e periodo de infec¢do
A Tabela 2 mostra que a quantidade de formas vacuolares implantadas no trato
intestinal dos camundongos oralmente infectados ndo sofre influéncia do in6culo, mas sim do

periodo de infecgdo. O teste T de Student mostrou que a comparagdo de médias entre a
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quantidade de formas vacuolares encontradas no 7° dia de infecgdo (10) e no 60° dia de
infeccdo (zero) foi estatisticamente diferente (p<0,05). No periodo entre 14 e 28 dias o
numero de formas encontradas variou de 3 a 8, sem diferencas significativas.

Os grupos infectados com 10.000 (G1) e 100 (G5) cistos apresentaram processos
inflamatdrios teciduais em todos os periodos de infeccdo, mas no grupo G1 esses processos
foram em maior nimero (10) do que em G5(7) (Tabela 3). A diferenga entre esses dois grupos
ndo foi significativa (p=0,1954), mas os resultados indicam que o indculo interferiu na
resposta inflamatdria e no curso da infeccdo. Nos grupos infectados com os demais indculos
(G2 a G4), os processos inflamatorios variaram de 4 a 8 e foram mais pronunciados
tardiamente (entre 21 e 60 dias ap6s a infeccdo). O periodo da infeccdo mostrou néo
influenciar na resposta inflamatoria.

Quanto ao tipo de processo inflamatdrio observado, apenas no 60° dia de infeccéo
estes foram do tipo focal. A Figura 2 mostra migragdo leucocitiria com predominio de
leucéeitos mononucleados e a presenca de neutréfilos e eosindfilos dentre o0s
polimorfonucleares. Ainda foram observados vasos com hiperemia e tecidos linfoides
hiperplésicos, alteracdes responsivas a infeccdo parasitaria. Os sinais de processo inflamatério
somente foram visualizados nos cortes onde as formas vacuolares de Blastocystis sp estavam
implantadas e as principais alteragdes foram encontradas nos cortes de intestino grosso e ceco,
locais de predominéncia de formas vacuolares desse parasito.

A andlise isolada dos diferentes 6rgdos mostrou que no duodeno 0S processos
inflamatorios apenas foram observados aos 21 dias de infeccdo. No colon proximal do
intestino grosso os sinais discretos a moderados da inflamag&o foram registrados em todos 0s
periodos da infeccdo, destacando que somente neste 6rgdo foi encontrada forma vacuolar de
Blastocystis sp implantada na tdnica muscular. No ceco processos inflamatorios foram

observados a partir de 21 dias da infeccéo.
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A Tabela 4 mostra que a quantidade de tecidos linféides hiperplasicos sofreu
influéncia tanto do in6culo quanto do tempo de infec¢do. Nos grupos G1 e G2 (indculos
maiores) 100% dos agregados linfoides estavam hiperplésicos e os processos inflamatorios
ocorreram mais precocemente (7 e 14 dias). Nos grupos G3, G4 e G5 (in6culos menores) 33,3
a 100% dos tecidos linfoides estavam hiperpléasicos com os processos inflamatorios ocorrendo
mais tardiamente (a partir do 14° dia de infecgdo), tendo uma maior frequéncia entre 21 e 28
dias. Destaca-se que no periodo de 14° dia somente um animal apresentou 100% dos tecidos

linféides hiperplasicos e no 60° dia poucos sinais da inflamagéo foram encontrados.

Subtipos moleculares de Blastocystis sp inoculados em camundongos Swiss

A anélise do gene SSU-rRNA pela técnica do PCR-RFLP mostrou a presenca de
fragmentos de 38, 120, 164, 222, 267, 352, 370, 391, 450 e 850 pb. A comparagdo desses
perfis com aqueles observados na literatura * mostrou serem esses padrées pertencentes aos

subtipos 1 e 3 de Blastocystis sp.

DISCUSSAO

Nesse trabalho foi observado que a patogenicidade de Blastocystis sp para
camundongos Swiss tem relacdo com in6culo e periodo de infeccdo. A quantidade de
processos inflamatorios foi maior em animais infectados com o maior indculo (10.000)
ocorrendo em todos os periodos de infeccdo. Para inGculos menores 0S processos
inflamatdrios ocorreram em menor nimero e mais tardiamente. Além disso, os periodos de
infeccdo avaliados interferiram na quantidade de formas vacuolares implantadas no tecido e
no percentual de tecidos linfoides hiperplasicos. Este € o primeiro relato que mostra a relacdo

entre indculo e tempo de infeccdo e a patogenicidade de Blastocystis sp em camundongos.
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Diversos autores que induziram blastocistose em outros modelos animais se restringiram a
descrever as alteracGes histopatoldgicas, locais de predilecdo tecidual e as reacdes
inflamatorias sem relacionar os seus achados com as duas variaveis avaliadas neste estudo
6,8,9,23,25,27.

A quantidade de formas parasitérias inoculadas no animal interfere no grau da reacéo
inflamatéria gerada, pois a quantidade de mediadores inflamatérios liberados é diretamente
proporcional & quantidade de micro-organismos presentes no hospedeiro. Tais mediadores da
inflamacgdo sdo responsdveis por alguns dos efeitos observados nos tecidos avaliados:
hiperemia, que visa aumentar o fluxo sanguineo para o tecido lesionado para que os leucocitos
cheguem ao local da lesdo a fim de realizar a fagocitose; infiltrado inflamatério, presenca de
leucécitos no local da lesdo, estes se deslocaram até |4 por agdo dos mediadores
quimiotaticos; e os agregados linfoides hiperplasicos se encontram aumentados, pois 0s
mediadores da inflamagdo estimulam a sintese dos linfocitos (que serdo armazenados nos
agregados linféides ap6s a maturacdo) para que estes possam ‘“‘combater” o agente
infeccioso’.

No presente estudo foi possivel infectar camundongos Swiss com Blastocystis sp com
todos os inéculos (100 a 10.000 cistos), enquanto que em outro trabalho semelhante a
infeccdo s6 foi possivel com inéculos maiores que 40.000.000 formas parasitarias®. Outros
autores ° observaram relagdo entre infectividade de diferentes genétipos de Blastocystis sp e
indculo quando frangos e ratos foram desafiados com indculos que variaram de 100 a
1.000.000. Com esses mesmos indculos TANIZAKI et al. (2005)* verificaram que apenas
um isolado ndo se mostrou infectante na dose de 100 cistos.

Quanto ao periodo de infeccdo foi observado nesse trabalho que 60% dos animais
pertencentes aos grupos G1, G2 e G3 ja eliminaram formas vacuolares nas fezes dois dias

apds a administragdo oral dos cistos, enquanto nos grupos G4 e G5 o0s exames parasitoldgicos
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se positivaram com até sete dias de infec¢do. Estes resultados mostram que para animais que
receberam maiores indculos o tempo de deteccdo da infec¢do foi menor, corroborando com
Elwakil e Hewedi (2010)°.

Formas vacuolares de Blastocystis sp foram observadas nas trés porcdes do trato
intestinal, com predilecdo para o ceco, seguido pelo intestino grosso e delgado, sendo que no
intestino grosso e ceco ocorreram as alteragBes histopatologicas de maior intensidade,
corroborando com os achados de outros autores ®?°#’. Blastocystis sp foi também observado
nas diferentes camadas do trato intestinal, sendo que no intestino grosso foi visualizado
invadindo a tunica muscular, mostrando seu potencial patogénico. O animal que apresentou
essa forma invasiva foi infectado com 5.000 cistos e sacrificado no 7°. dia de infecgdo. Esses
resultados mais uma vez mostram que a patogenicidade de Blastocystis sp tem relagdo com o
indculo e tempo de infecgdo, pois esse foi 0 segundo maior indculo e 0 menor tempo avaliado.
Tal caréter invasivo pode ser indicio da viruléncia do parasito, ja que a infiltragdo tecidual
geralmente desencadeia reagdes inflamatérias mais intensas. ELWAKIL & HEWEDI (2010)°
também observaram implantacdo do parasito na tinica muscular além de outras alteracbes
patoldgicas. Apesar de esses autores utilizarem indculos muito maiores (40.000.000) e
observarem alteracdes com 14 dias de infecgdo, os resultados por eles obtidos corroboram
com a afirmativa de que a patogenicidade de Blastocystis sp tem relacdo com in6culo e tempo
de infecgéo.

A invasdo da tlnica muscular aumenta as chances de ocorrer a forma extra-intestinal
da doenca, levando a efeitos sistémicos. VOGELBERG et al. (2010)** relataram um quadro
de urticéaria generalizada em um paciente com diarréia aguda e exame parasitolégico positivo
para Blastocystis sp. A bidpsia revelou a presenca de formas parasitarias e rea¢éo inflamatdria
na mucosa do colon intestinal. Outros autores também conferiram potencial patogénico & este

parasito pelo encontro de Ulceras no ceco e reto, processo inflamatério agudo e crénico, além
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de formas parasitarias de Blastocystis sp na tdnica muscular do intestino grosso ®**?’. Por

outro lado, vérios autores 2%

relataram que Blastocystis sp € um protozoério ndo
patogénico, por ndo observarem lesfes invasivas no trato intestinal de pacientes, bem como
dos camundongos e ratos oralmente infectados com esse parasito.

A presenca do parasito no tecido é um fator estimulante para o surgimento da resposta
inflamat6ria no hospedeiro. No presente estudo, a implantagdo das formas vacuolares de
Blastocystis sp nos tecidos de camundongos infectados, ou a simples passagem pelo trato

intestinal foram capazes de desencadear no inicio da infecgdo intenso infiltrado inflamatorio

com predominéncia de leucécitos mononucleados e a presenga de eosinofilos, sendo estes

1 6,27

caracteristicos de doengas de ordem alérgica e parasitaria ~. Outros autores também
mostraram que a rea¢do inflamatéria causada por Blastocystis sp possui caracteristicas um
tanto distintas das reagBes tradicionais, pelo encontro de mondcitos e linfocitos (leucdcitos
mononucleados) no estroma da regido ileocecal dos camundongos oralmente infectados e pela
presenca no ceco e cdlon de infiltrados inflamatdrios compostos por linfdcitos, histiécitos e
poucos eosinéfilos.

Agregados linféides hiperplésicos foram observados em cortes com intensa reacdo
inflamatGria em proporcéo direta com inéculo e tempo de infec¢do dos animais. A presencga
desses tecidos linfoides hiperplésicos na infeccdo por Blastocystis sp e principalmente sua
relacdo com essas duas varidveis ainda ndo foi relatada por outros autores que estudaram a
infectividade e patogenicidade desse parasito em diversos modelos animais *©*32%% Estes
autores restringiram-se a relatar a presenca de intensos exsudatos inflamatdrios (agudos e
cronicos), necrose tecidual e modificagdes na estrutura intestinal.

PCR-RFLP mostrou a presenca de dois perfis moleculares distintos, referentes aos

subtipos 1 e 3 de Blastocystis sp. HUSSEIN et al., (2008)° ja relacionaram estes subtipos &

algumas caracteristicas patogénicas do parasito. MALHEIROS et al. (2011)" identificaram os
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subtipos: ST1, ST2 e ST3 no estado do Mato Grosso (BR), além de infecces mistas. Embora
tenhamos encontrado dois destes subtipos (ST1 e 3) entre as amostras analisadas, ndo foi
possivel relaciond-los com a patogenicidade, porque as amostras foram misturadas a fim de
obter um grande niimero de cistos para padronizacdo dos indculos, constituindo isso uma

limitacdo do estudo.

CONCLUSOES

Blastocystis sp apresenta caracteristicas patogénicas, ciclo bioldgico de curta duracéo e
poucos cistos sdo necessarios para se infectar o hospedeiro.

A patogenicidade de Blastocystis sp tem relagdo com indculo por influenciar na
intensidade e nimero dos processos inflamatorios e na quantidade de agregados linféides
hiperplésicos e no tempo em que eles ocorreram.

A patogenicidade de Blastocystis sp tem relacdo com tempo de infecgéo pelo encontro
precoce de maior quantidade de formas vacuolares nos tecidos dos animais avaliados e de

tecidos linféides hiperplésicos.
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Tabela 1. Distribuicdo das formas vacuolares de Blastocystis

sp encontradas no trato intestinal dos camundongos Swiss

oralmente infectados.

Orgao n(médio) =S % p-valor*

Duodeno 8+0,69 29,63 0,1889
Ceco 13 +0,50 48,15  Referéncia

Intestino Grosso 6+0,52 22,22 0,0608

*Teste Z para comparagao de proporgdes

41



Tabela 2. Relacéo entre periodo de infeccdo e quantidade de cistos inoculados
e a visualizagdo de formas vacuolares de Blastocystis sp no trato intestinal de

camundongos Swiss oralmente infectados.

42

Periodo de infecgdo (dias) * 14 21 28 60 Total

Grupo/Inéculo (cistos) n°® médio de formas vacuolares encontradas

G1/10.000 2 0 0 2 0 4
G2/5.000 4 0 1 2 0 7
G3/1.000 3 1 0 0 0 4
G4/500 1 1 4 3 0 9
G5/100 0 1 1 1 0 3
Total 10 3 6 8 0 27

*(p<0,05) = formas vacuolares no 7° dia (10) X 60° dia (zero) de infeccéo
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Tabela 3. Relacéo entre periodo de infecgéo e quantidade de cistos inoculados e a
visualizacdo de processos inflamat6rios no trato intestinal dos camundongos

Swiss oralmente infectados.

Periodo de infecgdo (dias) 7 14 21 28 60

Grupo/Indculo (cistos)  n° médio de processos inflamatérios encontrados

G1/10.000 2 2 2 1 3 10
G2/5.000 0 0 1 2 1 4
G3/1.000 2 0 2 1 1 6
G4/500 1 0 5 2 0 8
G5/100 1 2 1 1 2 7

Total 6 4 11 7 7 35




Tabela 4. Relagdo entre periodo de infeccdo e quantidade de cistos inoculados

na visualizacdo de agregados linfoides hiperplésicos no trato intestinal de

camundongos Swiss oralmente infectados.

Periodo de infecgdo (dias) 7 14 21 28 60
Grupo/Indculo (cistos) Taxa de tecidos linféides hiperplésicos (%0)

G1/10.000 100 100 0 0 50

G2/5.000 100 100 0 50 0

G3/1.000 0 333 0 0 50

G4/500 0 0 100 0 0

G5/100 0 66,7 0 33,3 0

44
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Figura 1. Porcao do intestino grosso contendo parte de um agregado linféide hiperplasico

(seta menor) e uma forma vacuolar de Blastocystis sp implantada na tdnica muscular
(quadrante superior esquerdo — seta maior. Barra: 25 um) do referido tecido H & E 400X,

além da presenca de granulos periféricos e um vacuolo central H & E 1000X. Barra: 100um.
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Figura 2. a e b) Infiltrado inflamat6rio com predominancia de leucdcitos mononucleados

(setas), na tunica muscular (a) e na tunica mucosa (b), H & E, duodeno 200 X (barra: 150um)
e cllon proximal 400 X (barra: 100um), respectivamente. c) Agregado linfoide hiperplasico
em corte de intestino grosso, H & E, 100 X (seta). Barra: 300um. d) Vaso com hiperemia

(circulo setado) em corte do ceco, H & E, 400 X. Barra: 100pum.
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CAPITULO Il1

CONCLUSOES

Blastocystis sp apresenta caracteristicas patogénicas, ciclo bioldgico de curta duracéo e
poucos cistos sdo necessarios para se infectar o hospedeiro.

A patogenicidade de Blastocystis sp tem relagdo com indculo por influenciar na
intensidade e numero dos processos inflamatérios e na quantidade de tecidos linféides
hiperplésicos e no tempo em que eles ocorreram.

A patogenicidade de Blastocystis sp tem relagdo com tempo de infecg¢éo pelo encontro
precoce de maior quantidade de formas vacuolares nos tecidos dos animais avaliados e de

tecidos linféides hiperplésicos.

PERSPECTIVAS FUTURAS

No presente trabalho foi observado que a patogenicidade de Blastocystis sp em
camundongos swiss tem relagdo com o indculo e tempo de infecgdo. Para entender melhor
essa relagéo e verificar se ela sofre influéncia ou ndo da resposta do hospedeiro poderiam ser
realizados experimentos em outros modelos de laboratorio como ratos wistar, coelhos e etc.

Como os dois subtipos detectados no presente trabalho ndo puderam ser relacionados
com as caracteristicas patogénicas de Blastocystis sp, poderia-se ampliar o nimero de
amostras e verificar se somente esses dois subtipos circulam nessa regido e relaciona-los com

a patogenicidade desse parasito, enfocando diferentes in6culos e tempos de infecgéo.



