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RESUMO

A amebiase é uma infeccdo causada pela Entamoeba histolytica e considerada uma
importante causa de morbi-mortalidade no mundo. Estudos relatam uma prevaléncia elevada
da amebiase em regides tropicais, principalmente em comunidades que vivem em precarias
condicBes sanitarias. O estudo epidemioldgico da amebiase tem sido reavaliado desde que a
E. histolytica, forma patogénica, foi distinta da E. dispar, forma ndo patogénica. O objetivo
desta pesquisa foi estimar a prevaléncia de E. histolytica na populacdo de escolares da rede
municipal da cidade de Imperatriz (MA). Realizou-se um estudo de corte transversal que
envolveu 405 escolares. As amostras foram analisadas através de exame parasitologico, pelo
método de sedimentacdo esponténea, para triagem das amostras positivas para o complexo E.
histolytica/E .dispar. Os exames positivos para o complexo E. histolytica/E. dispar foram
posteriormente submetidos a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para diferenciacdo das
espécies. Na PCR foi utilizado para amplificagdo inicial de um fragmento de 1076 pb, um
conjunto de primers externo E1 e E2, seguida por uma PCR Multiplex usando os primers Eh-
L/Eh-R e Ed-L/Ed-R para amplificacdo da E. histolytica e E. dispar, respectivamente. Nao
foi diagnosticado pela PCR amostras positivas para E.histolytica. A prevaléncia da E. dispar
na populacdo de escolares foi de 2,7% (11/405). A PCR se mostrou importante ferramenta
para o diagnostico diferencial das Entamoebas. Porém, estudos de prevaléncia da amebiase
devem ser impulsionados em populagdo com caracteristicas diferenciadas, a fim de contribuir
de forma efetiva para definir a situacdo epidemioldgica desta infeccdo na cidade de

Imperatriz.

Palavras-Chave: Prevaléncia, amebiase, Reacdo em Cadeia da Polimerase



ABSTRACT

Amoebiasis is an infection caused by Entamoeba histolytica and an important cause of
morbidity and mortality worldwide. Studies have reported a high prevalence of in tropic
amebiasis al regions, especially in communities living in poor sanitary conditions. The
epidemiological study of amoebiasis has been reevaluated since E. histolytica, pathogenic
form, was distinct from E. dispar, non-pathogenic form. The aim of this study was to estimate
the prevalence of E. histolytica in the population of the municipal city Imperatriz (MA). We
conducted a cross-sectional study involving 405 students. By the screening of the complex E.
histolytica / E.dispar parasitological examination was performed using the sedimentation
method. The positive samples for E.histolytica/ E.dispar complex were subjected to
polymerase chain reaction (PCR) for species differentiation. For initial amplification by the
PCR we used a outer primer set E1 and E2 that amplified a 1076 bp fragment and followed by
a multiplex PCR using inner primer set Ed-L/Ed-R and Eh-L/Eh-R E.histolytica and E.dispar
respectively. No sample showing positivity for E. histolytica The prevalence of E.dispar in
the population was 2.7% (11/405). The PCR proved important tool for the differential
diagnosis of Entamoebas. However, studies on the prevalence of amoebiasis should be
conducted in population with different characteristics, in order to contribute effectively to
define the epidemiological situation of this infection in Imperatriz city.

Keywords: Prevalence, amoebiasis, Polymerase Chain Reaction
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INTRODUCAO

A amebiase € uma doenca negligenciada que acomete cerca de 500 milhdes de
pessoas em todo o mundo, na maior parte dos paises em desenvolvimento, onde as condi¢6es
de higiene e a educacdo sanitaria sdo consideradas deficientes. Em torno de 10% dos
individuos infectados desenvolve a forma sintomaética grave causando um sério problema de
salde pablica. A amebiase é causada pelo protozoario E. histolytica, que pode se manifestar
de forma assintomatica ou sintomatica e que em alguns casos pode ocorrer amebiase extra-
intestinal.

Morfologicamente E. histolytica se assemelha a E. dispar. No Brasil, 0 niUmero de
individuos infectados ou com sintomatologia da doenca, variando de regido para regido, no
Sul e Sudeste do pais, a prevaléncia varia de 2,5% a 11%, enquanto que na regido amazénica
atinge até 19%, e nas demais regides fica em torno de 10%. O diagndstico da infecgdo por
ameba é feito na rotina através do exame microscopico direto, ndo permitindo desta forma
diferenciar morfologicamente as espécies pertencentes ao complexo E. histolytica/ E. dispar.

Com base nos diferentes estudos imunoldgicos avaliando os niveis de anticorpos
por ELISA, RIFI e teste de aglutinacédo, e, também por métodos bioquimicos verificando os
perfis isoenzimaticos e com a utilizacdo de marcadores genéticos, varios pesquisadores e a
OMS aceitaram a E. dispar como espécie diferente apesar de ainda se questionar quanto a
patogenicidade de E. dispar..

O desenvolvimento de técnicas cada vez mais avancadas que permitem analisar o
material genético do parasita, como a Rea¢cdo em Cadeia da Polimerase (PCR), que é capaz de
amplificar um fragmento do DNA in vitro com ajuda de enzima termoestavel, hoje tornou-se
possivel processar e distinguir as espécies em E. histolytica ou E. dispar, possibilitando

conhecer a real situacdo da circulacdo desses parasitas entre a populacéo de estudo.
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2 JUSTIFICATIVA

A Prevaléncia das amebiases no municipio de Imperatriz—MA, ainda é desconhecida
e 0 metodo de diagnostico laboratorial utilizado na rotina ndo é diferente dos outros locais.
Realiza-se 0 exame microscopico direto, ndo permitindo, dessa maneira, distinguir E.
histolytica de E. dispar.

A amebiase é atualmente a segunda causa de mortalidade no mundo causada por
protozoario, apds a malaria, estimando-se que afete aproximadamente 34-50 milhGes de
individuos e seja responsavel por 100.000 mortes anualmente (DOGANCI et al., 2004).
Entretanto o diagndstico da amebiase tem sido tradicionalmente feito pela aplicacdo da
coproscopia, que € incapaz de diferenciar a E. histolytica da E. dispar. A distin¢do entre as
duas espécies vem sendo alvo de varios estudos, desde que Sargeaunt et al. (1978)
demonstraram que a Entamoeba patogénica e ndo patogénica poderiam ser distinguidas
individualmente usando a eletroforese isoenzimatica (HUSTON e PETRI, 1999a; WALSH et
al., 1988).

Estimar a verdadeira prevaléncia da amebiase nao tem sido facil, porque a maioria das
pesquisas foi baseada no resultado da coproscopia, limitando o entendimento da magnitude e
epidemiologia desta infeccdo (PETRI et al., 2000; TANYUKSEL e PETRI, 2003; WALSH,
1986). Isso implica considerar que os dados mais recentes da distribuicdo da E. histolytica no
mundo sdo bem mais reduzidos (BLESSMANN et al., 2002).

Devido a importancia do conhecimento da infec¢do por este parasito, este estudo
propde estimar a prevaléncia da amebiase em escolares da rede municipal localizada no centro
e na periferia de Imperatriz, utilizando tanto o método de diagndstico tradicional, como
também a técnica da PCR com o objetivo de conhecer a real situacdo da circulacdo do
parasito entre os individuos.

Espera-se que o0s resultados contribuam para um melhor conhecimento
epidemioldgico da amebiase na cidade Imperatriz—MA, e que possa fortalecer as acGes

sanitarias futuras no municipio.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a prevaléncia da E. histolytica e E. dispar na populacdo de escolares
das escolas publicas municipais da cidade de Imperatriz — MA, pela Reacdo em Cadeia da

Polimerase.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estimar a prevaléncia da E. histolytica e E. dispar em escolares usuarios do
sistema publico municipal da cidade de Imperatriz - MA;
Indicar o perfil socioecondmico e as condi¢cBes sanitarias em que vivem 0s

escolares examinados;
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 ASPECTOS HISTORICOS E A CLASSIFICACAO TAXONOMICA DA
ENTAMOEBA

Ldésch, médico Russo de S&o Petersburgo, em 1875 observou a presenca de
parasito nas fezes de um individuo com disenteria recidivante, que considerou como agente
causador da doenca e a nomeou como Amoeba coli, (LOSCH, 1875 apud JACKSON, 1998).
Anos mais tarde, em 1886, Kartullis descreveu a ocorréncia da ameba em 150 pacientes com
disenteria, nos quais demonstrou a presenca do parasita em sua forma vegetativa e atribuiu-as
como causa da “disenteria tropical” e do “abcesso tropical do figado” (KARTULLIS, 1886
apud CUNHA; FERRARI, 1994).

Em 1903, Schaudin demonstrou atraves de seus estudos a existéncia de dois tipos
de ameba infectando o homem, uma patogénica e outra ndo, denominando a forma né&o
patogénica de Entamoeba coli e a patogénica de Entamoeba histolytica, devido a
extraordinaria capacidade deste parasito em lisar tecidos (SHAUDINN 1903 apud JACKSON,
1998).

Na tentativa de explicar o comportamento patogénico de E. histolytica, vérias
teorias foram postuladas como a teoria unicista proposta por Dobell em 1919, que sugeria
sendo a E. histolytica uma Unica espécie ndo patogénica, mas que poderia tornar-se virulenta
influenciada pela flora bacteriana intestinal ou outros fatores ambientais ainda desconhecidos,
causando lesdes nos tecidos. No entanto, a teoria dualista, proposta por Brumpt em 1925,
definiu a existéncia de duas espécies morfologicamente semelhantes, uma patogénica, E.
dysenteriae (E. histolytica), capaz de produzir doenca, e uma ndo patogénica (E. dispar) que
viveria no intestino como comensal. Como ndo existiam meios de distinguir os dois
organismos, as idéias de Brumpt tiveram pouca aceitacdo. Em 1961, Hoare propde uma nova
teoria, a Teoria pluralista que diz existir cepas de E. histolytica com diferentes graus de
viruléncia, causando desde infec¢Bes assintomaéticas até formas graves da doenca. Entretanto,
ndo explica o fato da amebiase invasiva ser mais frequente em paises de clima tropical do que
naqueles de clima temperado ou frio (SARGEAUNT E WILLIAMS, 1979; DIAMOND E
CLARK, 1993).

A maioria das espécies do género Entamoeba vive no intestino grosso do homem
e, segundo o Comité de Sistematica da Sociedade Internacional de Protozoologia, o parasita é

taxonomicamente classificada como pertencente ao Filo Sarcomastigophora; Subfilo
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Sarcodina; Superclasse Rhizopoda; Classe Lobozia; Ordem Aemoebida; Familia
Entamoebida; Género Entamoeba (NEVES, 2008).

4.1.1 Complexo E. histolytica/ E. dispar

Somente a partir da década de 70 a proposta apresentada por Brumpt em 1925
passaram a ser aceitas quando varias pesquisas nas areas bioguimicas e biologia molecular
foram realizadas, dando lhes suporte. Os estudos comparativos entre as espécies E. histolytica
e E. dispar demonstraram diferencas significativas em varios aspectos (DIAMOND, L.S.,
CLARK,1993).

Blanc e Sargeaunt (1991) realizaram a andlise do perfil de isoenzimaético e
apresentaram que a hexoquinase era um marcador de patogenicidade, mostrando diversidade
entre as espécies patogénica e ndo patogénica, porém o0s experimentos realizados com
algumas cepas cultivadas em meio poliaxénico, originalmente consideradas ndo patogénica,
apresentaram um perfil de isoenzimas idénticos as cepas patogénicas quando foram cultivadas
em meio axénico, gerando controvérsias em torno do perfil enzimatico.

QOutros estudos foram utilizados na tentativa de demonstrar a existéncia de
diferencas entre as duas espécies morfologicamente idénticas, como a andlise de DNA
gendmico realizada por Diamond e Clark (1993), que demonstram uma diferenca de 2,2%
entre as sequéncias de genes do rRNA desse protozoarios, a aderéncia de E. histolytica a
eritrocitos humanos, através de uma lectina de 260 kDa presente na sua membrana plasmatica
que reconhece os residuos de galactose e de N-acetil-galactosamina, o efeito citopéatico
observado “in vitro” demonstrando que o trofozoito de E. dispar possui uma capacidade
restrita de destruir a monocamada do que o trofozoito de E. histolytica, além de E. dispar
apresentar limitacdes na capacidade de aglutinacdo perante a concanavalina A e na resisténcia
a lise pelo sistema complemento (REY, 2008).

Durante décadas, diferentes estudos imunologicas, bioquimicos e geneticos foram
conduzidos levando varios pesquisadores e a OMS a acatarem a Teoria dualista
(DIAMOND & CLARK, 1993; OMS, 1997). Diante das evidéncias, a literatura tem sido
unanime quanto a aceitacdo da E. histolytica e E. dispar como espécies diferentes, entretanto,
ainda pairam davidas no que diz respeito a patogenicidade de E. dispar.
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4.2 ASPECTOS BIOLOGICOS E GENETICO

4.2.1 Morfologia

As amebas em geral se distinguem umas das outras pelo tamanho do trofozoito e
do cisto, pela estrutura e pelo nimero dos nucleos nos cistos, pelo nimero e formas das
inclus@es citoplasmaticas (vacuolos nos trofozoitos e corpos cromatodides nos cistos). Deve-se
atentar, no entanto, que a distincdo entre as espécies é dificil, pois nenhuma delas se
diferencia facilmente das demais, principalmente nos trofozoitos a fresco (REY, 2008).

Nas ultimas trés décadas, as pesquisas apresentaram a existéncia de duas espécies
de amebas morfologicamente idénticas por microscopia Otica, Entamoeba histolytica,
considerada a espécie patogénica e Entamoeba dispar como a ndo patogénica (DIAMOND &
CLARK, 1993). Ambas sobrevivem no intestino humano apresentando duas formas
morfolégicas bem definidas, a primeira, cisto ou forma de resisténcia, e a segunda, trofozoito
ou forma vegetativa (NEVES, 2008).

A forma cistica ou de resisténcia, observadas em fezes sélidas ou pastosas do
hospedeiro, apresenta estrutura esférica com cerca de 10 a 16 pum de didmetro, contendo de
um a quatro nacleos. A parede € rigida e resistente em virtude da presenca de quitina, um
polimero de N-acetyl-D-glicosamina e glicoproteinas. No interior da forma cistica, observa-se
a presenca de vacuolos de glicogénio e de corpos cromatdides, que se apresentam em forma

de bastonetes com ponta arredondada (Ver figura 1):
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Figura 1: Cisto do E. histolytica/ E. dispar.
Fonte: Google/imagens / 2012.

Durante o processo de amadurecimento dos cistos, 0s corpos cromatodides e 0s
vacuolos tendem a desaparecer. Esses corpos cromatoides sdo estruturas ribossomais que
estdo envolvidos com a sintese de proteinas (MARTINEZ-PALOMO, 1989; SILVA, 2006).
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Os trofozoitos apresentam formas e tamanhos variados, medindo entre 10 e 60 pm.
Apresentam forma ameboide, ndcleo com cariossoma central e cromatina periférica
distribuidos regularmente na membrana nuclear. Esta cromatina é responsavel por grande
parte da sintese e acumulo de RNAr, sendo equivalente ao nucléolo (CORDEIRO E
MACEDO, 2007).

Em condigdes adversas, os trofozoitos transformam-se em cistos mononucleados
que sofrem divisdes nucleares transformando-se em estruturas tetranucleados, cistos maduros,
sendo eliminados com as fezes normais ou formados. Normalmente, os individuos infectados
excretam 45 milhdes de cistos por dia. Em caso de infeccdo por cepa patogénica, 0sS
trofozoitos tendem a invadir a mucosa intestinal, multiplicar-se no interior das Ulceras e, pela
circulacdo sanguinea, sdo capazes de alcancar outros 6rgdos, causando amebiase extra-
intestinal, onde ndo formam cistos e sdo hemat6fagos (REY, 2008; NEVES, 2008).

Em relagdo a E. histolytica, esta espécie apresenta trofozoitos com tamanho
variando de 20 a 40 um de didmetro, podendo chegar até 60 pum em lesbes invasivas. O
parasito apresenta um Unico nudcleo, podendo exibir com maior frequéncia a presenca de
hemacias e com menor frequéncia leucocitos e bactérias. Possui ainda ribossomos arranjados
em hélice formando agregados em barras alongadas com pontas arredondadas, denominados
como corpos cromatdides. O protozoario ndo apresenta mitocondria, reticulo endoplasmatico
rugoso ou complexo de Golgi, centriolos e microtibulos, que sdo organelas diferenciadas e
encontradas nas células eucariontes. O nlcleo apresenta cromatina periférica com cariossoma
esférico, 0.5 um de didmetro, normalmente localizado em posicdo central (CORDEIRO &
MACEDO, 2007; NEVES, 2008).

Pela microscopia eletronica de varredura, é possivel observar os pseudépodos, que
sdo projecdes citoplasmaticas responsaveis pela movimentacdo e alimentacdo do parasito.
Uma caracteristica importante é a grande quantidade de vesiculas e vacuolos de diferentes
tamanhos encontrados no citoplasma, que sdo responsaveis pela producdo e armazenamento

da grande quantidade de enzimas capazes de fagocitar e destruir tecidos (SILVA, 2006).
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4.2.2 Ciclo bioldgico

As amebas intestinais possuem um ciclo bioldgico relativamente simples. Além da
forma cistica e trofozoitica, sdo também observados durante o ciclo outras formas evolutivas,
0 pré-cisto e o0 metacisto (Figura2). (REY, 2008).

Apos a infecgdo pela forma cistica, através de alimentos ou liquidos contaminados,
0s cistos passam pelo tubo digestivo atingindo o intestino delgado, onde ocorre o processo de
desencistamento quando os trofozoitos sdo liberados e migram para o intestino grosso, se
estabelecem alimentando-se de bactérias e restos celulares, crescem e se multiplicam por
divisdo binaria e estes, posteriormente, sofrem o processo de encistamento, originando novos
cistos que sdo eliminados nas fezes (CORDEIRO & MACEDO, 2007, NEVES, 2008).

Na forma ndo invasiva os trofozoitos permanecem confinados no limen intestinal
dos portadores assintomaticos, que eliminam os cistos em suas fezes. Na forma invasiva, 0s
trofozoitos invadem a mucosa intestinal multiplicando-se ativamente no interior das Ulceras, e
através da corrente sangiiinea atingem outros orgaos como figado, pulmdo e enceéfalo,
causando doenca extra-intestinal. Durante a formacao de cistos, os trofozoitos reduzem seu
metabolismo e comecam a sintetizar a parede cistica. Aparecem no citoplasma inclusdes
especiais como 0s corpos cromatoides e os vacuolos de glicogénio. O nucleo sofre divisGes
mdaltiplas, podendo dar origem a até quatro novos ndcleos, assim voltando a formar cistos,
capazes de resistir as condicbes do meio ambiente externo e assegurar a propagacdo
(ESPINOSA-CANTELLANO & MARTINEZ-PALOMO, 2000).
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Figura 2: Ciclo evolutivo de E. histolytica
Fonte: www.germology.com/ Amebiasis_LifeCycle.gif
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4.2.3 Modo de transmissao

O homem normalmente se infecta ingerindo a forma cistica madura presentes em
alimentos e liquidos contaminados ou por qualquer outro tipo de contato fecal-oral (NEVES,
2008)

A transmissdo pode ser de maneira direta pelo contato pessoa-pessoa, como
observado na transmissao intrafamiliar (SPENCER et al., 1977; BRAGA et al., 2001; ZAKI et
al., 2003) e em hospitais de doentes mentais, asilos e presidios onde as condicdes de higiene
sdo precérias. De maneira indireta, a transmissdo pode ser através de vetores mecanicos que
podem transportar cistos viaveis ou contaminar alimentos com seus perdigotos ou fezes
(RODRIGUEZ, 1985; FERREIRA e AVILA, 1996).

Em grupos familiares, o parasito € considerado altamente infectivo, pois ha relatos
de que um Unico membro infectado dentro de uma familia é considerado importante fator de
risco na transmissdao (BRAGA et al., 2001).

Os cistos podem permanecer viaveis em ambiente imido e temperado em média
por 12 dias. Podem durar de 9 a 30 dias em material fecal a uma temperatura de 25°C, e em
alimentos até 15 dias (RODRIGUEZ, 1985).

Os trofozoitas ndo sdo considerados importantes na transmissao por ndo resistirem
ao pH &cido do estdmago (REED & RAVDIN, 1995) e resistirem apenas alguns minutos fora
do organismo (TANYUKSEL & PETRI, 2003).

4.2.4 Estrutura genética

E. histolytica possui genoma com 23.751.788 pb de comprimento com cerca de
9.938 genes que ocupam 49% do genoma do parasito, com tamanho médio de 1,17 kb
(LOFTUS et al., 2005). E um organismo polipl6ide com cari6tipo 4n ou mais, apresentando
um baixo contetdo GC de 22,4% e composto por cromossomos lineares e pequenas
moléculas de DNA circular (BHATTACHARYA et al., 2000).

Existem trés tipos de RNAr: 25S, 17S e 5S. O processamento do RNAr 25S
origina as subunidades 16S e 5.8S. Dois tipos de RNA polimerases dependente de DNA estao
presentes (RNA polimerase I e 1) (ALBACH, 1989).

Os genes sao separados por pequenas regides intergénicas menores que 100 kb. Os
introns sdo pequenos, com tamanhos entre 45 a 128 pares de bases (pb), tendo em média 65

pb de comprimento. A comparacdo entre as sequéncias de nucleotidios das duas espécies e
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destas com outros organismos demonstrou uma pequena distancia evolutiva entre as mesmas.
Com base em seu estudo, estes autores reforcaram o status de espécies diferentes (ORTNER
etal. 1997).

4.3 ASPECTOS PATOLOGICOS E CLINICOS

4.3.1 Patogenia e viruléncia

A patogenia da amebiase esta relacionada com a capacidade de sintese e secrecao
de moléculas responsaveis pela viruléncia dos trofozoitos e ha trés mecanismos principais
envolvidos: morte contato-dependente, lise osmotica da célula alvo e clivagem de barreiras
fisicas do hospedeiro. Uma das caracteristicas de patogenicidade da E. histolytica é a morte
contato-dependente das células hospedeiras, onde o parasito é capaz de matar uma variedade
de tipos de células (BURCHARD e BILKE, 1992; GUERRANT et al., 1981).

O contato inicial entre E. histolytica-célula hospedeira é mediado via lectina,
localizado na superficie dos trofozoitos que reconhece oligossacarideos N- e O-ligados
presentes na superficie das células-alvo, principalmente galactose e N-acetilgalactosamina
(Gal/GalNAc) (CHADEE, et al., 1987; RAVDIN, et al., 1985).

Apos o contato entre as moléculas de lectina e os glicoconjugados, ocorre uma
mudanca conformacional da subunidade maior da lectina, a ameba provoca a lise da célula
alvo usando proteinas formadoras de poros, conhecidas como amebaporos e, possivelmente
fosfolipases. Os amebaporos se inserem na camada de fosfolipideos da célula hospedeira e
sdo responsaveis por parte do efeito citolitico da E. histolytica por promover mudanc¢as no
balanco osmético das células e cuja atividade depende do pH do meio. (LONG-KRUG et al.,
1985; LEIPPE, 1997; LEIPPE et al., 2005).

Geralmente a morte celular ocorre dentro de 5-15 minutos e é seguida por
fagocitose. Além dessa funcéo, as lectinas sdo capazes de proteger os trofozoitos do ataque do
sistema complemento, pois parecem possuir similaridade funcional com a proteina regulatoria
do complemento, a CD59, a qual se liga as subunidades C8 e C9 do complexo C5b-9
(ROLLINS et al., 1991).

As enzimas proteoliticas como cisteina-proteinases sdo encontradas nos lisados de
E. histolytica e parecem ser responsaveis pelo processo de invasdo, sendo consideradas o fator
mais importante de viruléncia deste protozoario (QUE e REED, 2000). Estas enzimas limitam

a resposta imune do hospedeiro, provavelmente devido a sua capacidade em degradar 19G,
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clivar o fator de complemento C3 em C3a e C3b e degradar IgA, C3a e C5a (QUE & REED,
1997). (SANTOS e SOARES, 2008).

A viruléncia e a patogenicidade de cepas de E. histolytica pode ser determinada
fazendo-se inoculacdo de trofozoitas em animais de experimentagdo. A viruléncia, definida
como o0 nimero minimo de trofozoitas necessarios para produzir abscesso em figado de
hamster, pode ser medida pelo tamanho e tipo de abscesso (OROZCO et al., 1983). Enquanto
que a patogenicidade pode ser determinada pela capacidade do parasito em produzir o
abscesso (DIAMOND et al., 1974). Cepas patogénicas mostram diferentes graus de
viruléncia. Embora isolados axénicos de E. dispar sejam capazes de induzir resposta
inflamatoria local quando inoculados em figado de hamster sdo considerados ndo patogénicos
por ndo produzirem lesbes necroticas (ESPINOSA-CASTELLANO et al., 1997).

4.3.2 Manifestacao clinica

Ap6s a infeccdo pelo parasita, o periodo de incubacdo pode variar
consideravelmente de um individuo para outro, de uma semana a aproximadamente 3 meses.
Segundo Walsh (1986), um em cada dez infectados com E. histolytica ndo desenvolve
sintomatologia. Mas, também pode ocorrer casos, como observado por Haque et al. (2002) em
que criancas infectadas com E. histolytica assintomaticas desenvolveram manifestacéo clinica
dentro de 2 meses, das quais 10% apresentaram diarréia e 4% manifestaram colite amebiana.

Os quadros sintomaticos estdo relacionados a forma invasiva da doenca e a
infeccdo varia de formas leves a graves, podendo levar o individuo a morte. Dependendo da
localizacdo onde o parasita se alberga pode causar a amebiase intestinal ou amebiase extra-
intestinal. Na amebiase intestinal invasiva sdo observadas ulceracfes nodulares ou irregulares
no célon (especialmente no ceco), regido sigmoide e reto (ESPINOSA-CANTELLANO &
MARTINEZ-PALOMO, 2000), podendo apresentar duas formas sintomaticas de importancia
clinica conhecidas como colite ndo disentérica (ulceracdo e inflamacdo do cdélon) e colite
amebiana disentérica. Na amebiase extra-intestinal sdo observados necrose coliquativa do

figado, amebiase pleuropulmonar e amebiase cutanea (NEVES,2008; REY 2008)
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4.3.3 Tratamento

Embora os métodos parasitologicos permitam a identificacdo de E. histolytica/ E.
dispar, a diferenciacdo entre estas duas espécies é recomendada pela WHO/PAHO/UNESCO
(1997), pois o tratamento s devera ser adotado apenas na presenga de E. histolytica.

Por mais de meio século a emetina foi empregada no tratamento da amebiase,
porém, atualmente o seu uso deve ser empregada associada com outras drogas para maior
eficacia (REY, 2008).

Com o surgimento das novas categorias de drogas que vem sendo empregadas para
atuar em diferentes tipos de infec¢Bes (invasiva e ndo-invasiva), as drogas nitroimidazolicas,
incluindo Nitazoxanida, Paromomicina e Niridazol sdo potenciais no tratamento de infecgdes
por protozoarios. Nos casos de infecces ndo-invasivas podem ser empregada a
paromomicina e para 0s casos das infec¢Bes invasivas, os nitroimidazois, particularmente
metronidazol, sdo o esteio da terapia para amebiase invasiva (BLESSMANN E TANNICH ,
2002; HAQUE ET AL., 2003).

4.4 EPIDEMIOLOGIA

A amebiase apresenta ampla distribuicdo geogréafica com alta prevaléncia nos
paises das zonas tropicais e subtropicais da Africa, Asia, Europa e Américas do Norte e do
Sul, onde a populacdo é carente e as condicdes de higiene e a educacdo sanitaria sao
consideradas deficientes (WHO/PAHO/UNESCO, 1997). Em paises desenvolvidos, onde a
transmissao oral-fecal é pouco frequente, a amebiase é mais comumente observada pela
crescente migracdo de pessoas oriunda de paises subdesenvolvidos, favorecendo assim a
disseminacéo do parasito por todo o mundo (HAQUE et al., 2003).

N&o se conhece a verdadeira freqiiéncia da amebiase no mundo, mas estima-se que
existam cerca de 500 milhdes de pessoas no mundo infectadas com E. histolytica, destes,
aproximadamente 40-50 milhdes sdo casos de amebiase invasiva e abscessos no figado
(NEVES, 2000). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude — OMS, mais de 100 mil
individuos morrem anualmente vitimados pela doenca, sendo considerada a segunda principal
causa de morte por infecgdo provocada por protozoario parasito (WHO, 1997).

O parasito compromete individuos de todas as faixas etarias e niveis sociais,
porém ha maior freqiiéncia de amebiase hepética na faixa etaria de 30-50 anos, e em homens

numa proporc¢éo de 4:1 em relacdo as mulheres (GAYTAN, 1987).
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Nas Américas, 0 México € o pais com maior numero de casos de amebiase
(BRANDT & TAMAYO, 1976). A incidéncia é de 1.000 casos para cada 100.000 habitantes,
0 que representa cerca de 1 milhdo de casos anuais. O abscesso cerebral € mais raro e parece
ser mais comum em criancas do que em adultos (CARRADA-BRAVO, 1989). No verdo a
incidéncia da doenca é duas vezes maior que no inverno (GARCIA-MANZO et al., 1997).

No Brasil, varios inquéritos epidemiol6gicos tém sido realizados para se estimar a
incidéncia e a prevaléncia da amebiase. A doenca apresenta grande diversidade no numero de
individuos infectados ou com sintomatologia da doenca, variando de regido para regido. No
Sul e Sudeste do pais, a prevaléncia varia de 2,5% a 11%, na regido amazonica atinge até
19%, e nas demais regides fica em torno de 10% (NEVES, 2000).

4.5 DIAGNOSTICO

A sintomatologia da amebiase é comum a varias doencas intestinais, tornando
dificil de ser feito o diagndéstico clinico. No caso de abscesso hepatico, além da dor, febre e
esplenomegalia, pode-se fazer o diagnostico através de raios-x, cintilografia, ultrassonografia
e tomografia computadorizada. O fato dos sintomas ndo serem especificos normalmente séo
confundidos com infecgdes bacterianas como a shigelose (S. dysenterie e S. flexeneri) ou com
outras disenterias causadas por Salmonella, Campylobacter ou Escherichia coli
(VALENZUELA et al, 2009; XIMENEZ et al., 2010)

Um dos sintomas mais frequentes na amebiase intestinal € a colite amebiana
aguda, na qual o individuo apresenta intensas dores abdominais e as fezes contém muito muco
e sangue, geralmente permanecendo nesse estado por um ou dois dias. Podem ocorrer nduseas
e vomitos, mal-estar e cefaléia. Com isto os individuos infectados apresentam multiplas
evacuacdes mucoides e de pequeno volume, podendo-se observar diarréia aquosa profusa com
presenca de sangue, dor abdominal, perda de peso, anorexia e febre em 40% dos casos.
(VALENZUELA et al, 2009)

O diagnostico laboratorial de rotina da infeccdo por E. histolytica/E. dispar da
amebiase intestinal é feito a partir do encontro de cistos nas fezes por microscopia Otica,
Entretanto, pela incapacidade de diferenciar morfologicamente as espécies pertencentes ao
complexo E. histolytica/E. dispar, o diagnostico é presuntivo invalidando a sua utilizagdo em
estudos epidemiologicos especificos. A pesquisa de trofozoitos ocorre somente em condicfes
disentéricas (SANTOS E SOARES, 2008)
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Com a aceitagdo de que a E. histolytica é uma espécie distinta de E. dispar, houve
a necessidade do emprego de técnicas alternativas para confirmacéo da infeccdo, que foram
criadas a partir das diferencas biologicas, imunoldgicas e genémicas entre estas especies.
(OKAZAKI et al, 1988).

Isolamento do parasito e a realizagdo de testes com isoenzimas apresentam altos
custos e tornam estas técnicas impraticaveis no diagnostico de rotina da amebiase. A deteccdo
de anticorpos por meio de técnicas de ELISA, hemaglutinacdo indireta, contra-
imunoeletroforese, testes de difusdo em gel, fixacdo do complemento, RIFI auxilia no
diagndstico da infeccdo causada pela E. histolytica, entretanto, ndo distinguir as infeccGes
recentes das anteriores devido a persisténcia de anticorpos circulantes.

Com o conhecimento de diferencas genéticas entre as cepas de E. histolytica e E.
dispar foi possivel desenvolver técnicas mais sensiveis para diagndstico diferencial das duas
espécies. Inicialmente, sondas foram construidas para os testes de hibridizacdo, especificas
para zimodemas patogénicos e ndo patogénicos, respectivamente. Estudos utilizando a anélise
dos Polimorfismos de Comprimentos de Fragmentos de Restricdo (RFLP) mostrou-se
importante na diferenciacdo das duas espécies e os resultados obtidos foram comparaveis aos
da analise isoenzimatica e de outras técnicas de biologia molecular (TANNICH &
BURCHARD, 1991).

Posteriormente, foi desenvolvido a técnica de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), utilizando dois pares de oligonucleotidios especificos para as sequéncias repetitivas de
145 pb e 133 pb, nested-PCR-multiplex para SSU-RNAr que detecta simultaneamente as duas
espécies Romero et al., (1992) e Acufia-Soto et al. (1993). O PCR possui vantagens na rotina
laboratorial tanto na deteccdo quanto na diferenciacdo das espécies pertencentes ao complexo

E. histolytica / E. dispar, além da capacidade de detectar infeccdes mistas.
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5 MATERIAL E METODOS

6.1 CARACTERIZACAO DA AREA DE ESTUDO

O municipio de Imperatriz se localiza no Estado do Maranh@o e € considerado a
segunda cidade mais populosa, possui cerca de 247.553 habitantes e uma area de 1.367,901
kmz, sendo 15.480 km?2 de zona urbana. A cidade de Imperatriz localiza-se a margem direita
do rio Tocantins, e é atravessada pela Rodovia Belém-Brasilia, situando-se na divisa com o
estado do Tocantins. Imperatriz é considerada 0 maior entroncamento comercial, energético e
econdmico do estado e 0 segundo maior centro populacional, econémico, politico e cultural
do Maranhdo. Imperatriz possui uma intensa atividade extrativista, principalmente na reserva
do Ciriaco.

Para dar suporte logistico a todas essas atividades, Imperatriz assume postura de
capital local, pois através do Complexo atacadista do Mercadinho e do Centro Varejista do
Calcaddo, a producéo do sul do Maranhéo, norte do Tocantins e leste do Para é escoada. Para
tanto Imperatriz conta com a Rodovia BR-010 (Belém-Brasilia), com um dos maiores rios do
pais, o Rio Tocantins e com a Ferrovia Norte-Sul e a Estrada de Ferro Carajas. Além disso,
por Imperatriz passam as principais linhas de transmissdo de energia elétrica do Maranhdo e
de outros estados. Possui 0 municipio o segundo maior PIB do Maranh&o e 217° do Brasil
com PIB de R$ 2.000.735,00 milhdes, superada apenas pela capital Sdo Luis.

A populacdo do municipio de Imperatriz, de acordo com o ultimo censo realizado
pelo IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, divulgado em 1° de dezembro de
2010, apresenta os seguintes dados:

e  Populacdo masculina: 119.230 habitantes equivalente a 48,16%,
e  Populacdo feminina: 128.323 habitantes equivalente a 51,84%,
e  Zonaurbana: 234.671 habitantes equivalente a 94,80%,

e  Zonarural: 12.882 habitantes equivalente a 5,20%,

e Total da populagdo do municipio: 247.553 habitantes.

Em relacdo ao clima, oeste maranhense, onde Imperatriz esta inserida, esta dentro
da area de atuacdo do clima tropical subumido com médias pluviométricas e térmicas altas.
As chuvas distribuidas nos primeiros meses do ano, mas o estado ndo sofre com periodos de
seca. Ha somente duas estacGes bem definidas na cidade, inverno ou estagdo das chuvas

(novembro a margo) e verdo ou estacdo da seca (abril a outubro). Os meses em que o frio
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predomina novembro a abril (época que comeca a chover), e o calor, de abril a outubro. A
temperatura média no municipio oscila entre 20° e 38°, com picos de mais de 40° graus em
dias mais quentes. Com sensacgdes térmicas que chegam a 44° mesmo no inverno e chega a
bater os 50° no verdo. A média pluviométrica do municipio é de 1.400mm anuais.
Socialmente, Imperatriz possui 0 segundo melhor IDH (Indice de
Desenvolvimento Humano) do Maranhdo. E notavel, nos Gltimos 30 anos, um crescimento
desordenado da periferia com aumento substancial do ndmero de invasdes e favelas
(popularmente as vilas), culminando com uma forte especulacdo imobiliaria o que cria vazios
de urbanizacdo dentro do perimetro urbano. No municipio, o abastecimento de agua potavel e
esgotamento estdo sob a responsabilidade da Companhia de Agua e Esgoto do Estado do
Maranhdo - CAEMA. O percentual da populacdo atendida pelo servico é de 90%, sendo que

0s povoados e o0 Conjunto Habitacional Nova Vitdria, sdo abastecidos por po¢os artesianos.

5.2 DESENHO DO ESTUDO

No presente estudo foi realizado um inquérito epidemiologico pontual do tipo
corte transversal, utilizando amostragem proporcional em mdultiplos estagios, sendo o
comportamento das amostras equivalente ao da populacdo. O inquérito foi realizado no
periodo de Fevereiro de 2012 a maio de 2012.

5.2.1 Publico alvo

A populacgdo-alvo escolhida foi alunos de escolas municipais da cidade de
Imperatriz, na faixa etaria de 5 a 15 anos de idade de ambos os sexos. Em Imperatriz, segundo
0 censo da Secretaria Municipal de Educacdo e Esporte de Imperatriz (SMEEI), foram
listadas 60 escolas municipais com 41.929 alunos matriculados, sendo 21.457 alunos na faixa
etaria de 5 a 15 anos de idade do ensino fundamental da rede publica municipal.
5.2.2 Populagéo em estudo

5.2.2.1 Critério de inclusao

Para participagdo no presente estudo os critérios de inclusdo adotados foram:

alunos que estudaram no periodo da manha na escola com faixa etéaria de 5 a 15 anos de idade
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que apresentaram assinatura dos responsdveis do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido — TCLE (APENDICE A), responderam o formulario (APENDICE B ) e fizeram

a entrega das amostras na data prevista.

5.2.3 Tipo de Amostragem

O método de amostragem dos estudantes foi equiprobabilistica em maultiplos
estagios, cujas etapas sdo descritas abaixo:

ETAPA 1 - Estratificagdo por &rea administrativa: foi estabelecida uma
estratificacdo das escolas em trés areas: Polo 2 (com sete escolas), Polo 7 (com cinco escolas)
e o0 Polo 9 (com seis escolas), de acordo com a divisdo utilizada pela secretaria de educacéo
do Municipio. Nesta etapa foi feita uma partilha proporcional, ou seja, 0 niumero de alunos de
cada &rea presente na amostra era proporcional ao total do nimero de alunos existente naquela
area, na mesma faixa etéria.

ETAPA 2 - Estratificacdo pelo tamanho da escola: em cada polo foram
considerados dois estratos: um correspondente as escolas com menos de 200 alunos e outro
correspondente as escolas com mais de 200 alunos, com idade menor que 15 anos. A
utilizacdo desta divisdo considerou a possibilidade de que os alunos que frequentassem as
escolas maiores poderiam apresentar caracteristicas diferentes daqueles que frequentavam as

escolas menores.

5.2.4 Selecéo dos alunos

Foi executado um sorteio das escolas em cada estrato, escolas menores que 200
alunos (Polo 2 e Polo 7) e escolas maiores que 200 alunos (P6lo 9), um sorteio das escolas foi
executado aumentando assim a probabilidade proporcional ao nimero de alunos na faixa
etaria até 15 anos. Foram sorteadas trés escolas para cada divisdo. Nas escolas selecionadas
foram incluidas todas as salas de aula que tinham alunos com idade de 5 a 15 anos, que
estudassem no periodo da manha. Participaram da pesquisa todos os alunos que trouxeram as

amostras, nos quais 0s responsaveis tenham assinado o TCLE e responderem o formulario.
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5.2.5 Tamanho da amostra

Para a determinacdo do numero de alunos a serem avaliados foram utilizados 0s
seguintes parametros: 20% de erro aceitavel, intervalo de confianca de 95% e 11% de
frequéncia esperada para o complexo E. Histolytica / E. dispar. Esta frequéncia foi estimada
por Vianna (2006) que analisaram amostras fecais provenientes de laboratdrios de Anélises
Clinicas da regido da grande Belo Horizonte, Manaus-AM (Fundacdo de hematologia e
hemoterapia do Amazonas—-AM, Belém-PA (Instituto Evandro Chagas) e Corrego dos
Prazeres - MG. O tamanho da amostra foi estimado em 582 alunos, divididos

proporcionalmente em trés nucleos, conforme Figura 3.

Tipo de Amostragem

12 Estratificagio p/ 582 alunos

area Administrativa

S

22 Estratificacéo pelo 198 alunos 184 alunos 200 alunos
Tamanho da escola

96 alunos

< 200 alunos 79alunos 98 alunos

< 200 alunos < 200 alunos

102 alunos 105 alunos 102 alunos
> 200 alunos >200 alunos >200 alunos

Figura 3: Fluxograma do tipo de amostragem.
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5.2.6 Variaveis analisadas

Foram analisadas as variaveis socio-demograficas sexo, idade, renda mensal,
indicadores das condices de saneamento e de higiene. A partir dessas analises foi aplicado
um questionario aos responsaveis dos alunos, que foram definidas e categorizadas como

mostra o quadro abaixo.

Quadro 1: Variaveis socio-demogréaficas/indicadores das condicdes de saneamento e de
higiene.

Variavel Definigéo Categorizacao
Sexo Masculino / Feminino
Idade Em anos completos 5-7 8-11 12-15
Fonte de &gua para beber Origem da agua de beber da casa Rede Publica: Sim / Nado

Domicilio servido de dgua
Agua encanada proveniente de uma rede geral de Sim / Néo
abastecimento, no domicilio
Local onde segue o material de
esgoto e sanitario da casa

Destino dos dejetos Fossa / a céu aberto

Sanitario Se tiver privada em casa Sim / Nao

Tijolo / Taipa / Lona e/ou
Papeléo

Tipo de parede Estilo das paredes da casa

5.3 SISTEMATIZACAO NO CAMPO

As etapas para a concretizacdo das atividades de campo obedecerdo a ordem
abaixo:

1. Autorizagdo para execucdo da pesquisa pela Coordenagdo da Secretaria
Municipal de Educagdo ( ANEXO A);

2. Reunido com a direcdo das escolas sorteadas;

3. Explicagdo sobre a pesquisa nas salas de aula selecionadas e em reunido com 0s
responsaveis;

4. Obtencdo da permisséo por escrito dos responsaveis pelos alunos;

5. Garantia aos responsaveis, na declaracdo de consentimento, da privacidade das
respostas ao formulario e dos resultados laboratoriais;

6. Aplicacdo do formulario aos responsaveis pelos alunos.
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5.3.1 Aplicagdo do Formulério

Um formulério foi utilizado como instrumento para obter as informacdes das
varidveis pesquisadas. A aplicacdo do mesmo foi feito pela investigadora e trés estagiarios,

apos treinamento através de um modelo piloto.

5.4 ASPECTOS ETICOS

Os responsaveis pelos menores de idade foram esclarecidos quanto a pesquisa e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE. A presente pesquisa foi
aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Para — (CEP-UFPA),
conforme parecer N°045/2011- NMT/UFPA (ANEXO B)

5.4.1 Procedimentos com os parasitados

Todos aqueles que apresentaram exame positivo, durante o estudo, foram
encaminhados pela pesquisadora ao Posto de Salde do seu bairro. A prescricdo e 0
acompanhamento clinico foram realizados pelo responsavel Enfermeiro ou Médico da
Atencdo Basica na qual a crianca estava cadastrada a fim de receberem tratamento especifico.

5.5 DIAGNOSTICO DO EXAME PARASITOLOGICO

5.5.1 Coleta das amostras de fezes

As amostras coletadas, uma por aluno, foram entregues pelo responsavel pelo
menor e acondicionadas em uma caixa de isopor grande com gelo seco e transportadas para o
Laboratorio da Farmacia Escola da Faculdade de Imperatriz — FACIMP para processamento
imediato pelo método de sedimentacdo espontanea (HOFFMANN et al., 1934). Paratal , 5 g
de fezes sem conservante foi diluida em agua destilada com auxilio de palito de picolé, em
seguida a suspenséo de fezes era filtrada em calice de sedimentacdo de 200mL com peneira e
gaze estéril dobradas em quatro vezes. O volume do célice era completado com agua destilada
e deixado em repouso por 2 a 24 horas (REY, 2005).

O diagndstico foi realizado apds a leitura das Laminas em duplicata pela equipe do

Laboratorio: a pesquisadora e dois profissionais da area para aumentar a sensibilidade da
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pesquisa. , a andlise dos parasitos foi realizado em microscopio dptico (100x e 400x) e
classificadas de acordo com o resultado do diagndstico parasitolégico como positivas ou
negativas para 0 Complexo E. histolytica/ E. dispar. Parte do material fecal foi acondicionado
em tubos de ensaio com capacidade para 15mL e colocados em estantes e mantidos
aproximadamente a -20° C, para posterior enviou até o Laboratorio do Nucleo de Medicina

Tropical no Setor de Biologia Molecular para analise pelo PCR, conforme Figura 4.

FEZES

Freezer -20°C

Método de Sedimentacéo
espontanea

Diluicéo do Material

T

iltracdo

Sedimentacao

3 leituras por técnicos
diferentes

Leitura com lugol

DIAGNOSTICO

Amostras Positivas PCR

Figura 4: Fluxograma do processamento e armazenagem das amostras.
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5.6 DIAGNOSTICO MOLECULAR

5.6.1 Extracdo de DNA do material fecal

A extracdo de DNA foi feita a partir de 150 pL de sedimento fecal, em um tubo
eppendorf de 2,0 mL.. Adicionou-se 1 ml de TE, homogeneizou-se e manteve-se em repouso
em TA por 5 minutos. Posteriormente foram centrifugados a 5.000 rpm por 5 minutos. O
sedimento da ultima lavagem foi suspenso com 500 pL de solucéo de lise, adicionou-se 50
pL de solucdo de SDS, homogeneizou-se por batidas leves. Aqueceu-se por 15 minutos a
65°C.Colocou-se no gelo por 5 minutos. Adicionou-se 160uL de 8M de KOACc, e agitou-se no
vortex e imediatamente foi colocado no gelo por 30 minutos, para liberar as
proteinas.Centrifugou-se por 2 minutos a 14.0000 rpm em microcentrifuga (Sanyo) e logo
apos transferiu-se o sobrenadante para outro tubo. Adicionou-se 500 pL de 6M de
Tiocianato de Guanidina. E logo ap6s foi homogeneizado e deixado em reposo por 5 minutos
em TA. Foi preparado uma minicoluna (Promega) com microtibulo de 2 pL e seringa de 5
mL.

Retirou-se 0 embolo da seringa, e colocou a mistura de Tiocianato de Guanidina,
filtrou-se, a fim de capturar o DNA. Colocou-se 2mL de isopropanol na seringa e filtrou-
se.Retirou-se a seringa e centrifugou-se a minicoluna a 10.000 rpm por 1 minuto. Transferiu-
se microcoluna para um novo tubo de 1,5 mL. Adicionou-se 50 pL de TE preaquecido(
60°C) , a fim de dilatar a malha para 0 DNA passar mais rapido.Centrifugou-se a minicoluna
a 10.000 rpm por 1 minuto, posteriormente adicionou-se 120 pL de isopropanol e
homogeneizou-se. Iniciou-se a reextracdo. Manteve-se por -20°C por 30 minutos. Logo apos,
centrifugou-se a 14.000 rpm por 2 minutos. Descartou-se 0 sobrenadante e adicionou-se 120
uL de etanol a 75%, para retirar o excesso de isopropanol. Centrifugou-se a 14.000 rpm por 2
minutos.O etanol foi retirado cuidadosamente.Foi feito a secagem do material em estufa a
37°C por 10 minutos. Re-hidratou-se ou redissolveu-se 0 DNA em TE (20 uL), em seguida
vortex. Em seguida manteve-se por 30 minutos a 37°C. Foi mantido a -20 °C até o momento

do uso.
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5.6.2 Amplificacéo pela Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR foi realizada conforme Paglia & Visca (2004) com algumas alteracdes.
Para a amplificacdo inicial de um fragmento de 1076 pb do gene SSU rRNA de Entamoeba
foi utilizado um conjunto de primers externo E1 (5°-TGC TGT GAT TAA AAC GCT-3) e
E2 (5-TTA ACT ATT TCA ATC TCG G - 3). Seguida por uma PCR Multiplex adicional
para diferenciar as duas espécies, usando os primers internos : Eh-L/Eh-R (5°- ACA TTT
TGA AGA CTT TAT GTA AGT A-3°/5- CAG ATC TAG AAACAATGC TTC TCT- 3))
para E.histolytica, amplificando um fragmento de 427 pb, e Ed-L/Ed-R (5 - GTT AGT TAT
CTA ATT TCG ATT AGA A- 3/ 5 -ACA CCA CTT ACT ATC CCT ACC - 3)) para
E.dispar, obtendo-se um fragmento de 195 pb . Para PCR foi realizado uma mistura de 50 pL
de reacdo, que incluiu 10x PCR buffer [200mM Tris-HCI pH 8,4, 500 mM KCI ], 2 mM de
cada dNTP, 1,5 mM de MgCI2, 25 pmol de cada iniciador, 0,7UTaq DNA polimerase
(Invtirogen) e 2 uL de DNA extraido.

Em um termociclador (biocicler) programado, a reacdo foi incubada a uma
temperatura inicial de 95°C por 3 minutos; seguida de 40 ciclos(desnaturacdo) nas seguintes
temperaturas: 94°C por 50 s, 50°C por 90 s e 72°C por 2 minutos . Apos os 40 ciclos, a etapa
de extensdo da molécula foi a 72°C por 7 minutos. Uma aliquota de 5 pL da primeira PCR
foi utilizada como molde para reagdes de PCR Multiplex. Em uma reagéo foram utilizados 0s
pares Eh-L e Eh-R e os pares Ed-L e Ed-R, utilizando as mesmas condicdes de reacdo e
ciclos utilizados para E1 e E2, alterando apenas a temperatura de ligacdo de 50°C para 58°C.

Foi realizada a técnica de PCR utilizando um par de marcadores para amplificar
um fragmento de 1.076 pares de bases do gene da SSU do rRNA de ambas as espécies, E.
histolytica e E. dispar, utilizando os iniciadores E1 (5-TGC TGT GAT TAA AAC GCT-3) e
E2 (5-TTA ACT ATT TCA ATC TCG G-3). Para diferenciar as espécies foram utilizados um
segundo PCR utilizando pares de iniciadores Eh-L (5-ACA TTT TGA AGA CTT TAT GTA
AGT A-3) e Eh-R (5-CAG ATC TAG AAA CAA TGC TTC TCT-3) para E.histolytica ,
produzindo um fragmento de 427 pares de basese Ed-L (5 -GTT AGT TAT CTAATT TCG
ATT AGA A-3) e Ed-R (5-ACA CCA CTT ACT ATC CCT ACC-3)) for E.dispar |,
produzindo um fragmento de 195 pares de bases. Como controles positivo para E. histolytica
e E. dispar foi utilizado DNA extraido de parasitas provenientes de cultura padrdo axénica

para ambas espécies.
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5.6.3 Eletroforese em Gel de agarose

O produto de PCR foi aplicado em gel de agarose a 1% em tampdo TAE (89 mM
Tris-HCI, 89 mM é&cido borico, 2 mM EDTA, pH 8,3) com 2 microlitros da solucédo de azul de
bromofenol, sendo submetida a 100 Volts e 50 mA por 1 hora. O fragmento amplificado de
DNA foi corado com brometo de etidio a 0,5 pg/mL e as bandas foram visualizadas em
transluminador UV. As imagens foram capturadas e fotodocumentadas pelo equipamento

Vilber Loumart.

5.7 ANALSE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram processados no programa de estatistica Bioestat versdo
5.0 (2010). A significancia estatistica da associacdo da infeccdo pela E. histolytica foi
avaliada pelo Qui-quadrado, com um intervalo de confianca (IC) de 95%, com o valor de p
igual ou menor que 0,05. Foi aplicado o teste de Fisher, quando o nimero de casos era menor
do que cinco. Foi aplicado o Qui-quadrado para comparar proporcdes e médias em relacdo a

idade, estratificada em faixas etarias.
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6.1 CARACTERIZACAO GERAL DA AMOSTRA
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Durante o periodo de estudo foram coletadas e analisadas amostras de fezes de 405

alunos com idade entre 5 — 15 anos, de 09 escolas da rede publica distribuidos em 06 bairros

da cidade de Imperatriz. Dos alunos pesquisados 46% (198/405) foi do sexo masculino e
54% (207/405) foi do sexo feminino com média de idade 9,6 -5,4 anos . Os estudantes eram

oriundos dos 06 dos 25 bairros da area urbana, caracterizados como bairros de periferia e

centro do municipio de Imperatriz (Ma) (Figura 5). A distribuicdo dos escolares por sexo e

faixa etaria esta representada na Tabela 1.

Figura 5: Mapa da cidade de Imperatriz - Ma. Distribuicdo dos escolares analisados por bairro
selecionado.
Fonte: www.papelariabomsucesso.com.br

Vd




40

Tabela 1: Distribuicdo de alunos da rede municipal da cidade de Imperatriz - MA,
segundo idade e sexo.

SEXO
Faixa etéria (anos) Masculino Feminino Total

5-7 23 (5,70%) 34 ( 8,30%) 57 (14,00%)
8-11 98 (24,19%) 91 (22,40%) 189 (46,70%)
12-15 77 (19,00%) 82 (20,20%) 159 (39,30%)
Total 198 (49,00%) 207 (51,00%) 405 (100,0%)

y2=5,68

p =0,0585

Um total de 45.7% (185/405) dos escolares estavam parasitados por pelo menos
uma espécie de protozoario e/ou helmintos (p<0,05).

A Tabela 2 mostra o grau de parasitismo em alunos de escola da rede municipal da

cidade de Imperatriz - MA.

Tabela 2: Grau de parasitismo em alunos de escola da rede municipal da cidade de
Imperatriz - MA.

TIPO DE PARASITISMO

Masculino Feminino Total
Monoparasitismo 77 (19,01%) 70 (17,29%) 147 (36,3%)
Biparasitismo 15 (3,70%) 15 (3,70%) 30 (7,40%)

Poliparasitismo 6 (1,48%) 2 (0,49%) 8 (1,97%)
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Tabela 3: Grau de parasitismo em alunos de escola da rede municipal da cidade de Imperatriz
- MA, segundo idade.

PARASITISMO
Faixa etaria (anos) Monoparasitismo Biparasitismo Poliparasitismo
5-7 36 (8,89%) 13 (3,20%) 3 (0,74%)
8-11 89 (21,9%) 12 (2,97%) 5 (1,23%)
12-15 22 (5,43%) 5 (1,23%) 0 (0,00%)
Total 147 (36,3%) 30 (7,40%) 8 (1,97%)

6.1.1 Condices socio econbmicas, ambientais e de higiene dos escolares

A situacdo econdmica dos escolares foi investigada através da renda familiar onde
26,18%(106/405) era abaixo de um salario minimo,46,6%(189 /405) um salario minimo,
27,16%(110/405) tinham renda de acima de um salario minimo. As condi¢fes de saneamento
e habitacdo foram referidos que a maioria das residéncias dos alunos era abastecida com agua
encanada (93,09%), tinham agua tratada para beber (77,29%), e 91,11% (369/405) possuiam
fossa em suas residéncias. Quando foi perguntado quanto aos habitos de higiene dos
escolares,0s responsaveis relataram que 44,93% (187/405) andavam calcado, 81,98%
(332/405) mantinham maos e unhas limpas e cortadas, 77,53% (311 /405) lavavam as mé&os

antes de comer e depois de defecar e 87,90% (356 /405) protegiam os alimentos dos vetores.

Tabela 4: Situagdo econémica dos escolares da rede municipal da cidade de Imperatriz - Ma.

Situacdo socio econdmica (n=405) Avaliados
n %

Renda familiar

Abaixo de um salério 106 26,18%
Um salario 189 46,66%
Acima de um salério 110 27,16%
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Tabela 5: Condi¢Ges de moradia e sanitaria dos escolares da rede municipal da cidade de

Imperatriz - Ma.

Condigdes de Moradia (n=405)

N

Tipo de moradia

Construida* 361
Madeira 32
Taipa 12
Tipo de Piso

Ceramica - cimento 347
Chao batido 58
Destino dos dejetos
A céu aberto 36
Fossa construida 308
Fossa aberta 61
Aspectos das ruas

Calcado/asfalto 277
Chéo bruto 128
Esgoto

Canalizado 267
Céu aberto 138
Procedéncia do consumo da agua

Poco 21
Encanada 377
Riachos 5
Mineral 2
Qual o tratamento da agua

Cloro 71
Filtro 215
Ferve 27
Nao trata 92

Avaliados

%

89,13%
7,90%
2,97%

85,68%
14,32%

8,88%
76,04%
15,08%

68,40%
31,60%

65,92%
38,08%

5,18%
93,09%

1,23%

0,50%

17,53%
53,09%
6,67%
22,71%
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6.1.2 Prevaléncia da infeccdo pela E. histolytica e E. dispar por PCR

Das 11 amostras positivas a microscopia para o complexo E.histolytica/E.dispar
submetidas a PCR, ndo houve positividade para espécie E.histolytica e 2,7%(11/405) foi
positiva somente para E.dispar. Observou-se uma maior percentagem de infectados pela

E.dispar no grupo de 8 a 11 anos (4%) (Tabela 7).

Tabela 6: Prevaléncia da E. histolytica e E. dispar através da PCR de acordo com a faixa
etaria nos escolares da rede municipal da cidade de Imperatriz - Ma.

Diagnéstico
Faixa etaria (anos) n % PCR
E.h* E.d**
5-7 158  39,01% 0 (0,0%) 4 (2,5%)
8-11 171 42,22% 0 (0.0%) 7 (4,0%)
12-15 76 18,77% 0 (0.0%) 0 (0,0%)
Total 405 100,0% 0% 11 (2,7%)

*E.h - Infecclo por Entamoeba histolytica
** E.d - Infecgdo por Entamoeba dispar.
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A Figura 6 mostra a amplificacdo das amostras pela PCR com primers E1/E2, todos
amplificaram em torno de 1.076pb e a figura 7 mostra a amplificagdo pela multiplex-PCR
com primers Eh-R/Eh-L e Ed-R/Ed-L. A E. dispar amplifica um fragmento de 195 pb.

7 8 9 10 11 12 13 14 15

<«—2aprox.1.076pb

Figura 6: Gel de agarose a 1% em TAE. Posi¢dol-11: amostras; posi¢dol2: E. dispar;
posicdol3: E.histolytica; posicdol4: controle negativo; posi¢cdo 15: marcador de peso
molecular 100pb.

8 9 10 11 12 13 14 15

<«—aprox.427pb

<+—aprox.195pb

Figura 7: Gel de agarose a 1% em TAE. Posi¢do 1-11: amostras; posi¢do 12: E. dispar;
posicdo 13: E. histolytica; posicdo 14: controle negativo; posi¢cdol5: marcador de peso
molecular 100pb.
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No quadro a seguir consegue-se verificar a relagdo das amostras positivadas para o
complexo E.histolytica / E.dispar das escolas analisadas do municipio de Imperatriz - MA.

Quadro 2: Relacdo de amostras positivadas para E.histolytica e E.dispar em escolares por
escola e bairro analisados na cidade de Imperatriz - MA.

Escola Machado de Assis (MA) — Bairro Vila Nova

MA 43 E. dispar
MA 69 E. dispar
MA 83 E. dispar
MA 88 E. dispar
Escola Frei Monoel Procopio (FMP)- Beira Rio
FMP 49 E. dispar
Escola Euclides da Cunha Lemos ( EL) — Bairro Sao José
EL 09 E. dispar
Escola Paulo Freire (PF) — Bairro Cafeteira
PF 19 E. dispar
PF 21 E. dispar
PF 33 E. dispar
Escola Santa Maria (SM) — Bairro Nova Imperatriz
SM 19 E. dispar
SM 29 E. dispar

Escola Giovani Zanni (GZ) — Bairro Bacuri

Amostras negativas para o complexo E. histolytica e E. dispar

Escola Renato Moreira (RM)- Bairro centro

Amostras negativas para o complexo E. histolytica e E. dispar

Escola Wady Fiquene (WF) — Nova Imperatriz

Amostras negativas para o complexo E. histolytica e E. dispar

Escola Costa e Silva(CS) — Nova Imperatriz

Amostras negativas para o complexo E. histolytica e E. dispar




46

7 DISCUSSAO

A prevaléncia da amebiase no municipio de Imperatriz no estado do Maranh&o até
entdo era desconhecida, esse foi o primetiro estudo dirigido especificamente para verificacdo
epidemiologica da amebiase no municipio maranhense. Para tanto foi utilizado a microscopia
como triagem e a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para determinar a forma especifica
das Entamoebas histolytica e dispar.

A prevaléncia de E. histolytica em alunos de escolas publicas da cidade de
Imperatriz , foi de 0% (0/405), e E. dispar 2,7% (11/405) determinada pelo teste Multipex
PCR . O resultado do diagnostico laboratorial foi entregue aos responsaveis pelos escolares
apos a confirmacdo da PCR. Segundo Tanyuksel e Petri (2003),a microscopia € incapaz de
distinguir a E. histolytica da E. dispar, que sdo morfologicamente semelhantes. Ha de se
considerar, porém, que o emprego da microscopia das fezes, devido a sua praticidade e baixo
custo, continua a desempenhar seu papel, no suporte para o diagnostico de varias parasitoses.

O exame microscopico € a Unica ferramenta dos médicos para o diagnostico da
amebiase no municipio de Imperatriz. 1sso implica em que todos 0s pacientes que apresentam
o complexo E.histolytica/E.dispar sdo encaminhados para tratamento de amebiase, mesmo 0s
assintomaticos. Para minimizar esse contexto foi feito uma triagem da seguinte forma: os
escolares que apresentaram-se infectados por helminto e/ou protozoarios patogénicos foram
encaminhados ao posto de salde mais proximo de sua casa para obterem tratamento
especifico sob orientacdio médica. Os escolares que apresentaram somente parasitos
comensais, foram alertados quanto as noc6es de higiene e salde.

A baixa prevaléncia de E.dispar 2,7% (11/405) e a auséncia de positividade para
E.histoytica no municipio de Imperatriz , contrastam com estudos feito por Braga et al.
(2001) que analisaram amostras de fezes de 735 individuos na cidade de Fortaleza — CE. Os
resultados encontrados por esses pesquisadores mostraram uma prevaléncia de E. histolytica
de 14,9% e de 25,4% para E. histolytica / E. dispar. Ja Gomes et al. (1997) realizou um
estudo em 1.000 estudantes da cidade de Palmeira dos indios, Alagoas e encontrou uma taxa
de prevaléncia de 18,8%.A diferenca marcante na prevaléncia entre estas pesquisas e o atual
estudo realizado com 405 amostras de alunos de 09 escolas publicas de cidade de Imperatriz,
se deu provavelmente pela aplicacdo do exame especifico como também pelas condicdes

ambientais especificas.
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A auséncia da infec¢do por E.histolytica pelo diagndstico da PCR entre os 405 escolares
pesquisados na cidade de Imperatriz, e a positividade de 11 amostras para E.dispar, corrobora
com estudo realizado por Pinheiro et al. (2004) que analisou 1437 amostras de individuos
residentes em municipios de Pernambuco observando a prevaléncia de E. histolytica / E.
dispar de 4,1%, com grande chances de ser E.dispar e ndo detectaram a presenca de E.
histolytica pela aplicacdo do método da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
Concordamos com os autores quando € atribuida a presenca da E.dispar a falta de
saneamento basico e precarias condi¢Ges de higiene.

A escolha da triagem utilizada para o diagnostico das entamoebas ; a falha na
analise microscopico ; a inespecificidade no método coprolégico podem ter interferido nos
resultados de prevalecia para confirmar a infeccdo de E. histolytica/E. dispar. Uma escolha de
um metodo que apresente maior seguranca na investigacdo molecular pode ser uma tentativa
corretiva nesse estudo. Talvez a utilizacéo do teste imunoensaio ENZYMEBA® n&o so para
as amostras positivas a micriscopia, mas também para todas as 405 amostras , a fim de evitar
0 Vviés da subjetividade microscopica , e assim venha corrigir a técnica utilizada pelo presente
trabalho que utilizou a sedimentacdo espontanea como triagem . O teste de ENZYMEBA®
consiste no ensaio imunoenzimatico em fase solida, para pesquisa de histolisina, uma
protease excretada pela E. histolytica/E. dispar e permite detectar a infeccdo por uma ou
ambas as espécies do complexo E. histolytica/E. dispar. Este teste apesar de ndo discriminar
as duas espécies de ameba nas amostras positivas a microscopia pode servir como controle de
qualidade do exame parasitologico, uma vez que confirma com precisdo 0 exame
microscopico e apresenta sensibilidade e especificidade maior que 90%, quando comparada a
trés exames coproscopicos .Essa metodologia foi empregado em trabalhos realizados em
colaboragdo pelo Dr. Luis Fonte do Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”, segundo
descrito na literatura (GALINDO et al., 1998?) .

Uma das limitacdes desse estudo da amebiase em Imperatriz , pode ter sido na
excrecdo intermitente dos cistos. Particularmente nos individuos que sdo portadores
assintomaticos ou que ndo tém colite disentérica, que excretam o0s cistos de forma
intermitente. O exame de trés amostras em dias separados aumenta a chance de identificagdo
dos infectados em 60-80% (WALSH, 1986).

E importante salientar que os alunos selecionados para o estudo da prevaléncia de
E. histolytica na cidade de Imperatriz(MA) eram assintoméaticos e com aparéncias saudaveis.
A OMS (WHO,1997), esclarece que nos pacientes sintomaticos, ndo se deve assumir a E.

histolytica como sendo a causa dos sintomas, por isto, outras explicacbes precisam ser
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consideradas. Nos individuos assintomaticos o tratamento ndo é apropriado, a menos que
existam razBes para suspeitar de infeccdo pela E. histolytica, por exemplo, titulos altos de
anticorpos especificos, histdria de contato com amebiase invasiva ou um surto de amebiase.
Schnack et al. (2003) detectou uma alta prevaléncia de E. histolytica, 56,4% em crianca com
menos de 5 anos que apresentavam diarreia na cidade de Criciima (SC). Os estudos de Haque
et al. (2003) também evidenciaram isto, entretanto, na analise da amostra dos individuos em
relacdo a presenca de E. histolytica demonstrou que 25% dos individuos infectados pela E.
histolytica residiam préximos e tinham contatos diarios, 0 que pode sugerir a possibilidade de
transmissao entre os mesmos. Um estudo na cidade de Imperatriz ,em populacdo sintomatica
trabalhando com faixas etarias mais amplas , possivelmente podera demonstrar se ocorreu
uma subestimativa da doenca no municipio e para isto se faz necessario empregar métodos
possiveis que permitam confiabilidade para o diagnostico da infeccao pela E. histolytica.

Entre as amostras analisadas na microscopia constatou-se que 185 escolares
encontravam-se infectados por algum tipo de helminto ou protozoario como o Trichuris
trichiura 6,17% (25/405), Ancilostomideos 7,1%(29/405) e Ascaris lumbricoides 24%
(98/405) entre outros. O protozoario mais prevalente foi a Entamoeba coli 23% (95/405). Os
resultados do estudo dos 405 estudantes de escolas municipais, na faixa etaria de 5 a 15 anos
de idade cidade de Imperatriz (MA), assemelham-se com estudo feito por Santos et al. (
2001), que estudou 454 alunos de 6-10 anos de escolas publicas da cidade de Maceid, e
identificou como parasitos mais frequentes: Ascaris lumbricoides (22%), Giardia lamblia
(9,9%), Trichuris trichiura (6,7%) , Ancilostomideos e a infeccdo pela E. coli foi a de maior
prevaléncia entre 0s protozoario.

A andlise das amostras dos escolares quanto a presenca dos protozoarios E. dispar
e E. coli pela microscopia, demonstrou que 3 infectados pela E. dispar eram irméos e 7 dos
escolares infectados pela E. coli estudavam na mesma sala de aula e residiam em bairro de
periferia aonde as ruas sé@o de chdo bruto e ndo ha rede de esgoto, o que pode sugerir a
transmisséo entre eles, com o meio ambiente ou no proprio convivio familiar.

Dos parasitas intestinais diagnosticados na microscopia, das 185 amostras
positivas para helminto e ou protozoario, 1% (2/185) das amostras positivas para E. dispar
apresentavam coinfeccdo com Giardia sp; 3,2%(6/185) com E. coli e 0,5% (1/185) com
Hyminolepes nana. A auséncia ou insuficiéncia de condi¢des ideais de saneamento basico e
precarias préaticas de higiene pessoal e doméstica pode justificar a presenca de coinfec¢do nos
escolares, pois a faixa etdria que mais evidenciou a infeccdo foi de 5 a 7 anos de idade.

Devido a escola ser um dos primeiros ambientes externos ao doméstico que a crianca
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frequenta, acaba se tornando um potencial ambiente de contaminacao, quando 0s usuarios ndo
apresentam conhecimento ou a minima preocupacao de higiene.

A prevaléncia da E. dispar 2,7%(11/405) observada na cidade de Imperatriz ¢
consistente com estudos feitos por Evangelopoulos et al. (2001), no primeiro estudo realizado
na Grécia ap6s definicdo da E. histolytica como duas espécies. O autores avaliaram 322
individuos e revelaram pela PCR 26 amostras positivas para E. dispar. Esta prevaléncia foi
atribuida as precarias condi¢cdes de moradia e higiene. O mesmo se observou no estudo em
Imperatriz e estudavam em escolas situadas nos bairros periféricos: Cafeteira e Vila Nova,
ambos com maior numero de alunos infectados por E. dispar e com véarios problemas de
infraestrutura ,como ruas sem pavimentacdo e em algumas areas sem sistema de esgoto.
Concluiu-se que a transmissao e a prevaléncia de parasitos s ndo patogénicos, em especial a E.
dispar, foi associado com o padrdo de vida.

Apesar do municipio de Imperatriz possuir o segundo melhor IDH (indice de
Desenvolvimento Humano) do Maranhdo, IDH - 0,722, é notavel, nos ultimos 30 anos, um
crescimento desordenado da periferia com aumento substancial do ndmero de invasdes e
favelas (popularmente as vilas), culminando com uma forte especulacdo imobiliaria o que cria
vazios de urbanizacdo dentro do perimetro urbano. Esse fato pode explicar o grau de
parasitismo evidenciado pelo estudo na cidade de Imperatriz que apresentou 36,30% de
monoparasitismo, 7,4% de biparasitismo e 1,9% de poliparasitismo e quanto ao tipo de
parasitismo com realcao a faixa etaria prevaleceu 0 monoparasitismo 89% nas faixa etarias de
8 a 11,em seguida o biparasitismo 3,20% nas faixas etarias de 5 a 7 e enfim o poliparasitismo
1,23%. Os resultados em Imperatriz se contrastam com 0s achados de (Silva, 2012), em
analise de 205 amostras de escolares entre 5 a 12 anos de idade, quanto ao tipo de parasitismo,
relatou que 17 (19,54%) havia poliparasitismo sendo que 15 (17,24%) eram de biparasitismo
e 2 (2,30%) de triparasitismo e ainda em seu estudo observou que as criancas de 7 anos de
idade estavam mais infectadas que as outras faixas etarias.A discordancia entre os estudos
pode estd relacionado com as condi¢OGes sanitarias especificas a cada populagdo. Outra
hipotese € as informacGes obtidas pelo formulario que ndo condiz com os achados das
parasitoses , 0 que pode-se suspeitar é de que pode ter havido uma subafirmacdo das enquetes
quanto as condi¢des higénico-sanitarias.

Relacionando a faixa etaria dos escolares e a prevaléncia para E. dispar pela PCR
na cidade de Imperatriz, verificou-se que os escolares infectados que tinham de 5 a 7
apresentaram-se 2,5% (4) e de 8 a 11 anos foram 4% (7) e que ap6s 12 anos ndo foi

evidenciado nenhum caso de infecgdo por E. dispar. No entanto, na literatura existem relatos
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controversos que correlacionam prevaléncia e a faixa etaria. P6voa et al., 2000 e Rivero et al.,
2009 relatam igualmente que o risco de transmissdo independe da idade. Kobayashi et al.,
1995 encontrou maior numero de casos de infec¢do por entamoebas em pacientes acima de 16
anos, contrastando com os achados no estudo em Imperatriz (MA) que indicaram auséncia de
E. dispar ou E. histolytica a partir dos 12 anos. Por sua vez, Rivera et al., 1996 nas Filipinas ,
trabalhou com faixas etarias mais amplas e observou maior prevaléncia de amebiase na faixa
etaria de 5-14 anos com reducdo da prevaléncia coincidindo com o aumento da idade. Sem
duvidas, concordamos com esses autores que essa reducdo da prevaléncia é devido a
diminuicdo da exposicdo as fontes de infecgdo na fase adulta, associado ao conhecimento
acerca das formas de transmissdo e maiores cuidados com a higiene.

No municipio de Imperatriz (MA) o diagnostico da amebiase intestinal é feito
tradicionalmente por pesquisa do parasito nas fezes. A PCR é uma técnica que apresenta
maior sensibilidade e especificidade no diagnostico da amebiase em relacdo a microscopia
(Katzwinkel-WIladarsch et al., 1994) e capaz de identificar infec¢cbes mistas, realgando sua
importancia em inquéritos epidemioldgicos (HUSTON et al., 1999). Porém, se trata de uma
técnica cara e a maioria dos laboratorios do municipio de Imperatriz ndo tem infraestrutura
para 0 seu uso. A utilizacdo da PCR no Brasil estd em sua fase inicial e restrito para
laboratérios de pesquisas em grandes cidades.

Mediante os resultados deste estudo constatou-se que a E. histolytica ndo foi
prevalente na populacdo estudada, porém novos estudos epidemioldgicos devem ser
realizados em faixas etarias mais amplas e entre individuos sintomaticos e assintomaticos, a

fim de ampliar a avaliacdo epidemioldgica da amebiase no municipio.
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8 CONCLUSAO

A E. histolytica ndo foi encontrada na populacdo de alunos assintomaticos
pesquisados ,demonstrando que este parasita deve apresentar baixa circulacdo nos
bairros.

A prevaléncia da E. dispar foi de 2,7%(11/405) e pode esta relacionado com as

condic@es de higiene dos escolares e a situacdo sanitaria do ambiente ;

Quanto a situacdo econdmica e sanitaria dos escolares obteve uma subestimativa
quanto a situacdo sanitaria real dos bairros do municipio e também ha
discordancia quanto as informacfes dadas pelo responsaveis dos alunos e a

prevaléncia de outros helmintos e protozoarios;

A situacdo higiénico-sanitéarias da populacdo estudada sofreu incoeréncia com 0s
dados de prevaléncia parasitoldgica estudada que foi de 45,7% dos 405 das

amostras analisadas;

A PCR foi uma ferramenta importante no diagnostico diferencial das duas espécies
de Entamoebas.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome da pesquisa: Investigacdo da prevaléncia da amebiase em escolares do municipio de

Imperatriz — Ma

Pesquisador responsavel: Marcia Guelma Santos Belfort

Eu, abaixo assinado, responsavel pelo menor

concordo que 0 mesmo participe desta pesquisa sobre a presenca de ameba nas criangas das
escolas publicas e da cidade de Imperatriz. Sei que a razdo deste estudo é saber se existe
ameba nas fezes das criancas e/ou adolescentes da nossa cidade. Fui esclarecido sobre as
perguntas que serdo feitas através de um questionario, como também sobre a coleta de fezes
para realizacdo de exames no laboratério. Estou ciente de que serdo doados 0s potes para
coleta das fezes e que ndo terei nenhuma despesa com 0s exames a serem realizados. Fui
informado dos beneficios que esta pesquisa podera trazer. Admito que todas as minhas
duvidas foram esclarecidas pelo médico responsavel por esta pesquisa. Fui informado
também que quando os resultados desta pesquisa forem apresentados, ndo serdo revelados
dados que possam identificar minha crianca e/ou adolescente. Sei que tenho a liberdade de
retirar meu consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem que isto
traga prejuizo para minha crianca e/ou adolescente. Visto que nada tenho contra a pesquisa,

concordo em assinar o presente termo de consentimento,

Imperatriz (Ma), / /

Assinatura do responsavel

Assinatura do pesquisador



57

APENDICE B - FORMULARIO UTILIZADO NA PESQUISA

1° - Dados pessoais:

Paciente:

Sexo: Idade:

Bairro:

2° Renda familiar:
() Abaixo de um saléario () Um salario () Acima de um salario

3° Habitos, Higiene e Alimentacéo:

a— Tem habito de andar calcado?

() Sempre () As vezes () Nunca

b — As méos e unhas estdo sempre limpas e cortadas?

() Sim () Néo

¢ — Tem o hébito de lavar as maos antes de comer qualquer alimento e apds defecar?
() Sim () Néo

d — Os alimentos estdo sempre protegidos dos insetos (moscas, baratas, etc.)?

() Sim () Néo

4° Controle de Identificacao:

a — Controle de Parasitas:

() Mensal () Semestral () Anual () Ndo tem controle

b — Como é feito o controle?

() Com analise () Por intuicdo () As duas formas

¢ — Como elimina os parasitas?

() Com receita medica () Direto na farméacia () Remédio caseiro
d — Uso de Antiparasitarios:

() Metronidazol () Tinidazol () Pantoprazol () Mebendazol

5° Condicdes de moradia:

a— Tipo de casa:

() Construida () Madeira () Taipa

b — Tipo de piso:

() Chéo batido () Cimento/ Ceramica
¢ — Aspecto das ruas:

() Calcado/ Asfaltado () Chéo bruto

6° Saneamento Basico:

a — Esgoto:

() Esgoto Canalizado () Esgoto a Céu Aberto
b — Qual o destino dos dejetos facais?



() Langamento na rua ou rio () Lancamento em Fossa
¢ — Fossa:

() Fechada/ Construida () Aberta

d — Qual a precedéncia da agua para 0 seu consumo?
() Poco () Encanada () Riachos () Mineral

e — Qual o tratamento da &gua?

() Cloro () Filtro () Ferve () Néo trata
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ANEXO A - DECLARNA(;AO DA SECRETARIA DE MUNICIPAL
DE EDUCACAO, ESPORTE E LAZER/SEMED.
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ESTADO DO MARANHAD
PREFEITURR MURICIPAL DE IMPERATRIZ
SECRETARIA MUNICIPAL DE EDUCACAO, ESPORTE E LAZER

DECLARAGCAO

Declaramos que a Secretaria Municipal de Educagao, Esporte
e Lazer/SEMED, através do seu Secretario o Sr. Zesiel Ribeiro da Silva, tomou
conhecimento do projeto intitulado “Estudo da previdéncia do Complexo E.
histolytica/E. dispar em alunos matriculados em escolas pdblicas na
Cidade de Imperatriz-MA, pelo Método da Reagdo em Cadeia da
Polimerase-PCR” que serd desenvolvido pela pesquisadora Marcia Guelma
Santos Belfort, Famacéutica/Professora da Faculdade de Imperatriz (FACIMP),
durante sua dissertacdo de mestrado. A Secretaria Municipal de Educacao,
Esporte e Lazer/SEMED, manifesta concordancia em participar como instituicéo
colaboradora apés aprovacdo do projetio pelo Comité de Etica em Pesquisa
envolvendo Seres Humanos do Nucleo de Medicina Tropical da UFPA.
A instituicdo deve ser mencionada em todas as publicagbes
geradas pelo referido projeto.
Imperatriz-MA, 09 de junho de 2011.

clavin <
¢ retarid taw). do fducagal
8312000 Malricuta: 34091
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ANEXO B — PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA

ENVOLVENDO SERES HUMANOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLO DE MEDICINA TROPICAL

COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1. Protocolo: N° 045/2011-CEP-NMT/UFPA

2. Projeto de Pesquisa: ESTUDO DA PREVALENCIA DO COMPLEXO E
HISTOLYTICA/E.DISPAR EM ALUNOS MATRICULADOS EM ESCOLAS PUBLICAS
NA CIDADE DE IMPERATRIZ — MA PELO METODO DA REACAO EM CADEIA DA

POLIMERASE - PCR.

Pesquisador responsavel: MARCIA GUELMA SANTOS BELFORT
Instituigao / Unidade: FACIMP/NMT

Data de Entrada: 16 /08/2011.

Data do Parecer: 20/09/2011

@ ov B oo

PARECER

O Comité de Etica em Pesquisa do NMT/UFPA apreciou o protocolo em tela durante ¢

reunido realizada no dia 27/09/2011. Considerando que foram atendidas as exigéncias dz

Resolugéo 196/96-CNS/MS, manifestou-se pela aprovacgao do parecer do relator.

Parecer: APROVADO

Belém, 27 de setembro de 2011

VL

l'! ’|'\
Profa. Dra. Héjlen Thais Fuzii
Coordenadora do CEP NMT/UFPA.

Hcl\en Thais Full‘
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