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Parasitologia Contemporanea

Sao considerados emergentes os protozoarios que recente-
mente foram reconhecidos como patogénicos para o homem.
Alguns deles assumiram importéncia significativa por causa-
rem infecgdes oportunistas em individuos imunodeprimidos,
em situagdes graves, muitas vezes levando a morte. Outros
acometem individuos imunocompetentes por terem adqui-
rido novas propriedades de viruléncia ou em decorréncia da
proximidade entre seus reservatdrios e o hospedeiro humano
(Mahmoud, 1998). O ntimero de casos de protozooses por
emergentes transmitidos por alimentos e/ou agua tem aumen-
tado em funcéo da globalizagdo de fontes alimentares, viagens
internacionais, consumo de frutas frescas e de alimentos crus
ou malcozidos (Ortega & Sanchez, 2010).

Este capitulo compreende dois grupos de protozoarios: os
coccideos intestinais e as amebas de vida livre potencialmente
patogénicas. Os coccideos estudados sdo Cryptosporidium
hominis, Cryptosporidium parvum, Cyclospora cayetanen-
sis e Isospora belli, membros do supergrupo Chromalveolata
(Alveolata — Apicomplexa — Coccidia). As amebas de vida livre
estudadas pertencem aos supergrupos Amoebozoa e Excavata;
em Excavata encontra-se Naegleria fowleri (Vahlkampfiidae)
e em Amoebozoa encontram-se Acanthamoeba spp. e
Balamuthia mandrillaris (Acanthamoebidae) e Sappinia pedata
(Thecamoebidae). Os agrupamentos taxonémicos menciona-
dos baseiam-se na proposta da Sociedade de Protozoologistas
publicada em 2005, que substitui as categorias classicas (Reino,
Filo, Classe e Ordem) por seis supergrupos ou agrupamentos
amplos, definidos com critérios morfoldgicos, bioquimicos e
de filogenia molecular (Adl et al., 2005). A nomenclatura das
outras categorias foi mantida.

Cryptosporidium hominis, Cryptosporidium parvum e
Isospora belli estao primariamente associados a hospedeiros
imunocomprometidos. Cyclospora cayetanensis, embora possa
ser encontrada em imunocomprometidos, estd mais ligada a
quadros diarreicos de viajantes ou a surtos ocasionais em algu-
mas comunidades. Amebas de vida livre podem ou néo estar
relacionadas com o comprometimento imunitario do hospe-
deiro. Recentemente foi identificado um parasito, Myxobolus
sp., em fezes de pacientes imunodeprimidos, mas a etiolo-
gia da diarreia ndo foi confirmada, ja que outros patégenos

Tabela 7.1 Diferencas e semelhancas entre os coccideos intestinais.

também foram encontrados (Moncada et al., 2001). Algumas
semelhancas e diferencas entre os coccideos intestinais que
infectam o homem sao listadas na Tabela 7.1.

> Cryptosporidium hominis,
Cryptosporidium parvum
e criptosporidiose

Discute-se atualmente a taxonomia dos organismos do
género Cryptosporidium diante da dificuldade de aplicar o
conceito biologico de espécie, como ocorre com a maioria
dos protozodrios, e da diversidade de hospedeiros parasita-
dos. Baseando-se na morfologia de oocistos, sitios de infec-
¢do, especificidade de hospedeiros e diferencas genéticas,
atualmente sdo aceitas como validas, do ponto de vista taxo-
noémico, 16 espécies de Cryptosporidium (Morgan-Ryan et al.,
2002; Putignani & Menichella, 2010). Oito espécies podem
causar infec¢des humanas: C. hominis, C. parvum, C. melea-
gridis, C. felis, C. canis, C. suis, C. muris e C. andersoni. Dentre
elas, as responsaveis pela maioria de casos de criptosporidiose
humana sdo C. hominis e C. parvum, tema deste capitulo, mas
¢é possivel que todas as espécies do género Cryptosporidium
sejam potencialmente patogénicas para o homem (Xiao et al,
2000; Xiao, 2010; Jex & Gasser, 2010).

A criptosporidiose é considerada uma das infec¢des enté-
ricas mais frequentes em seres humanos, principalmente em
criancas, embora adultos sejam também acometidos. Nesses
casos, a evolucdo do quadro é autolimitada. E uma doenga
endémica, com eventuais surtos epidémicos ligados a trans-
missdo pela dgua. A criptosporidiose ganhou grande destaque
em decorréncia das consequéncias letais das infec¢des em
individuos imunodeprimidos, a partir dos primeiros casos
humanos descritos no final da década de 1970. Desde entéo,
relatos no mundo todo evidenciam a grande disseminagéo
deste protozoario.

Espécies Cryptosporidium hominis/C. parvum (yclospora cayetanensis Isospora belli
Hospedeiros Completa o ciclo em um s6 hospedeiro (monoxeno) Idem Idem
Ciclo vital Esquizogonia Esquizogonia Esquizogonia
Gametogonia Gametogonia Gametogonia
Esporogonia Esporogonia Esporogonia
Localizagdo Intracelular e extracitoplasmatica: intestino Intracelular: intestino delgado Intracelular: intestino delgado
delgado, trato respiratdrio, dutos biliares e
pancredticos
Ocorréncia Néo sazonal Sazonal Néo sazonal
Transmissdo Orofecal e pessoa a pessoa Orofecal. Necessario tempo de esporulagao no Orofecal. Necessario tempo de esporulagao no
ambiente, ndo pode ser pessoa a pessoa ambiente, ndo pode ser pessoa a pessoa
Diagndstico Exame de fezes: coloracdes de Ziehl-Neelsen Exame de fezes: a fresco ou coloragoes de Ziehl- Exame de fezes: a fresco ou coloracoes de Ziehl-
modificada e similares. Oocistos de 4 .m com 4 Neelsen modificada e similares, autofluorescéncia. Neelsen modificada e similares.
esporozoitos nus Oocistos de 10 .m, contendo 2 esporocistos com 2 Oocistos de 25 m contendo 2 esporocistos com 4
esporozoftos (n® total de esporoz.: 4) esporozoitos (n° total de esporoz.: 8)
Tratamento Nitazoxamida em imunocompetentes Trimetoprima-sulfametoxazol Trimetoprima-sulfametoxazol

Nitazoxamida?
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> Aspectos bioldgicos

Cryptosporidium hominis e Cryptosporidium parvum sdo
protozoarios do supergrupo Chromalveolata (Alveolata -
Apicomplexa — Coccidia). Como membros do clado Coccidia,
os protozoarios dos géneros Cryptosporidium, Cyclospora
e Isospora, que habitam porg¢des do sistema digestorio, sdo
conhecidos como coccideos intestinais. Cryptosporidium
hominis e Cryptosporidium parvum sao organismos intracelu-
lares obrigatdrios, com a peculiaridade de serem extracitoplas-
maticos. Sdo intracelulares porque apresentam fusio com a
membrana do enterdcito, formando um vactolo parasitoforo,
e extracitoplasmaticos porque se localizam fora do citoplasma
da célula hospedeira (Tzipori & Griffiths, 1998). Tém o ciclo
vital desenvolvido em um s6 hospedeiro; sdo, portanto, para-
sitos monoxenos, compreendendo uma fase de reprodugido
assexuada por esquizogonia (ou merogonia) e outra de repro-
dugio sexuada por gametogonia e esporogonia. Ha duas divi-
sOes esquizogOnicas: a primeira resulta em esquizontes tipo I,
dando origem a seis ou oito merozoitos. Estas formas infectam
novas células para uma segunda divisdo esquizogénica, resul-
tando em esquizontes tipo II, que originam quatro merozo-
itos. Os merozoitos tipo II ddo inicio ao ciclo sexuado, com
formacdo de gametdcitos e gametas. O produto da fusdo dos
gametas ¢ um zigoto que desenvolve um oocisto com quatro
esporozoitos (Smith & Rose, 1998) (Figura 7.1).

Esporozoitos

P
Y

Trofozoito

Oocisto
resistente

Reinfeccéo
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A morfologia dos oocistos dos coccideos intestinais ¢ com-
parada na Figura 7.2. Os oocistos de C. hominis e C. parvum
sdo idénticos; ambos sdo esféricos, medem de 2 a 4 pm e
contém quatro esporozoitos nus. Podem ser de dois tipos, de
parede rigida e de parede delgada, e sdo eliminados esporula-
dos, sendo até mesmo possivel a liberagdo dos esporozoitos no
limen intestinal.

A transmissdo de C. hominis/C. parvum ¢é principalmente
orofecal, pela ingestdo de oocistos. Como ainda néo foi com-
provada a especificidade de hospedeiros, caracteriza-se uma
transmissao zoonotica. As vias de aquisigdo da infecgdo podem
ser: (a) pessoa a pessoa; (b) animal a animal; (c) animal a
humano; (d) por d4gua de abastecimento e recreacional; (e) por
alimentos; e (f) possivelmente pelo ar. A autoinfec¢do é tam-
bém relatada, principalmente em imunodeprimidos, explican-
do-se pela eliminagdo do oocisto ja esporulado e a liberagdo
de esporozoitos no limen intestinal (Fayer el al., 2000).

Nos dltimos anos, inumeras técnicas moleculares tém
sido desenvolvidas para detectar e diferenciar linhagens de
Cryptosporidium, caracterizando-se gendtipos e subtipos. Uma
das mais usadas ¢ a andlise da sequéncia de DNA do gene que
codifica a glicoproteina de massa molecular de 60 kDa (gp60).
Até o momento evidenciaram-se seis genotipos ou subtipos
em C. hominis (Ia, Ib, Id, Ie, If e Ig) e 11 gendtipos em C.
parvum (1la, IIb, Ilc, I1d, Ile, I1f, I1g, ITh, I1i, ITk e IIT). O habitat
das duas espécies é principalmente o intestino delgado, embora

Esquizogoni

Esquizonte com
8 merozoitos

Microgametdcito

Figura 7.1 Ciclo vital de Cryptosporidium parvum.
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Cryptosporidium parvum
Tamanho: 4um
Contém 4 esporozoitos nus

Cyclospora cayetanesis
Tamanho: 10pum
Contém 2 esporocistos
com 2 esporozoitos

Isospora belli
Tamanho: 25um
Contém 2 esporocistos
com 4 esporozoitos

Figura 7.2 Coccideos intestinais. Morfologia de oocistos esporulados de Cryptosporidium, Cyclospora cayetanensis e Isospora belli.

possam ser encontradas em qualquer segmento do trato diges-
tivo. Outras localizagdes, como o trato respiratdrio e as vias
biliares, também sdo descritas (Xiao, 2010).

» Fatores de viruléncia

C. hominis e C. parvum invadem as células epiteliais, prin-
cipalmente do intestino delgado, sem atingir as camadas mais
profundas da mucosa. Alteragdes histoldgicas no intestino del-
gado incluem atrofia de vilosidades, cuja intensidade varia de
média a intensa e se correlaciona positivamente com a carga
parasitaria. Pode também observar-se infiltrado inflamatério
na lamina proépria, constituido por linfécitos, macroéfagos e
neutrofilos (Laurent et al., 1999).

A maior parte do que se sabe sobre fatores de viruléncia em
criptosporidiose ¢ derivada de infec¢des agudas em animais
normais e ndo em humanos imunodeprimidos. Desse modo,
¢ dificil explicar os mecanismos envolvidos na diarreia pro-
fusa dos casos fulminantes. A semelhanga clinica com doengas
diarreicas induzidas por toxinas, como a colera, combinada
com a observac¢do de que a intensidade da infec¢do nem sem-
pre esta relacionada com a gravidade do quadro, levantam a
hipdtese de os criptosporideos secretarem uma enterotoxina,
embora ainda nio tenha sido isolada (Clark & Sears, 1996;
Laurent et al., 1999).

Na criptosporidiose, ocorre redu¢do da absor¢do de
nutrientes e da produ¢ao de enzimas digestivas como a lactase
e a fosfatase alcalina. A perda de absor¢do de vitamina B, e
de D-xilose correlaciona-se com a intensidade da infecgéo.
Sugere-se que as prostaglandinas e o fator de necrose tumoral-o
(TNF-a, da abreviagdo em inglés) tenham papel na diarreia por
Cryptosporidium; estudos nessa area podem levar a avangos
terapéuticos. A resposta imune inata e a adaptativa, mediada
por células, parecem estar igualmente envolvidas na imunidade
contra a criptosporidiose, mas resta identificar a maioria dos
componentes especificos dessas respostas (Griffiths, 1998).

> Aspectos clinicos e patoldgicos

Cryptosporidium hominis e C. parvum podem ser agentes
de infecgdo intestinal, respiratdria e hepatobiliar. Na doenca
intestinal podem ser encontradas quatro formas: (a) assinto-
matica; (b) autolimitada aguda ou transitoria; (c) cronica; (d)
fulminante. As duas primeiras formas sdo comuns em indivi-
duos imunocompetentes e as duas ultimas em portadores de
AIDS ou outros estados de imunocomprometimento grave. As
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formas intestinais tém periodo de incubagdo de 2 a 14 dias,
caracterizam-se por diarreia aquosa, intermitente ou conti-
nua, vomitos, dores abdominais e perda de peso. A diarreia em
individuos imunodeprimidos geralmente é grave, com varias
evacuagdes, podendo levar a perda de mais de 20 ¢ de liquido
diariamente. A forma fulminante é uma doenga dramdtica,
assemelhando-se a colera. A infec¢do respiratoria é comum,
mas em geral inaparente. Pacientes com criptosporidiose per-
sistente podem desenvolver infec¢ao de dutos hepatobiliares
ou pancreaticos.

Nio existe, até 0 momento, nenhum farmaco especifico e
efetivo para o tratamento de criptosporidiose. Recentemente,
foi introduzido o uso de um composto tiazolideo, a nitazo-
xanida, no tratamento de criptosporidiose. Este firmaco tem
ampla agdo contra outros patégenos intestinais como bacté-
rias, outros protozodrios, nematddeos e cestodios. Por ser bem
tolerado e ter baixa incidéncia de efeitos colaterais, tem sido
usado em varias partes do mundo, especialmente Américas
Central e do Sul. Nao ¢é efetivo, no entanto, para os casos de
criptosporidiose em imunocomprometidos (Snellig et al,
2007; Yoder, Beach, 2010). Cuidados gerais, hidratagdo e tra-
tamentos sintomatico e antiviral para os portadores de AIDS
constituem-se nos unicos elementos disponiveis. A restaura-
¢do da imunocompeténcia é a melhor arma contra a infec¢éo
(Griffiths, 1998).

» Diagndstico laboratorial da criptosporidiose

O diagnostico laboratorial baseia-se no achado de oocis-
tos nas fezes, no escarro, na bile ou em material jejunal, apos
concentracdo por flutuagdo em sacarose ou centrifugacio
em formol-éter. Os oocistos podem ser visibilizados a fresco,
com microscopia Otica comum ou microscopia de contraste
de fase, ou em material corado pelas técnicas Ziehl-Neelsen
modificada, Kinyoun (Figura 7.3), safranina-azul de metileno,
auramina e similares. Oocistos de Cryptosporidium hominis e
C. parvum ndo sdo diferenciados com base em critérios mor-
fologicos.

E importante a medida dos oocistos para a diferencia¢io
entre os criptosporideos e Cyclospora cayetanensis (Figura 7.2).
Diagndstico histoldgico pode ser feito corando-se o material
com hematoxilina-eosina ou utilizando-se microscopia ele-
tronica. O principal elemento para o sucesso na pesquisa de
oocistos de Cryptosporidium nas fezes consiste em solicitar a
realizagdo de técnicas especificas de diagndstico. Os métodos
imunodiagnésticos também sao usados, como a pesquisa de
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) e /sospora belli (C

Figura 7.3 Oocistos de Cryptosporidium (R), Cyclospora cayetanensis (B,

) recém-eliminados nas fezes. Esfregacos corados com Kinyoun. Observe as dife-

rencas de intensidade de coloragdo entre oocistos no mesmo campo microscopico (setas). (Fotografias cedidas por Marcelo Urbano Ferreira.)

antigenos nas fezes. A detecgdo de Cryptosporidium hominis/C.
parvum pode ser feita também por anticorpos monoclonais
nas fezes ou na agua de abastecimento. Técnicas baseadas na
reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para a detecgao de
DNA de oocistos em amostras de fezes sio também utilizadas
com finalidade diagndstica.

> Prevencao e controle da criptosporidiose

C. hominis e C. parvum sio parasitos cosmopolitas (ainda
que mais frequentes nos paises em desenvolvimento), infec-
tam a maioria dos mamiferos e sdo altamente infecciosos.
Estima-se que o indculo necessario para a infec¢do em imu-
nocompetentes seja de 30 oocistos, embora a dose infectante
média seja de 132 oocistos (Fayer et al., 2000).

Acredita-se que a prevaléncia e a incidéncia sejam subes-
timadas por serem as técnicas diagnosticas de dificil execu-
¢do. As taxas de prevaléncia vdo desde 0,1 a 2% em paises
desenvolvidos até 0,5 a 10% em regides menos desenvolvidas.
O pico de incidéncia em criangas ocorre entre 1 e 5 anos de
idade. Uma pesquisa realizada no Brasil, em Fortaleza, mostra
que quase todas as criangas tém anticorpos contra C. parvum
quando completam 2 anos de idade, indicando a ocorréncia de
exposicdo prévia ao parasito. Aparentemente nao existe rela-

¢do entre sexo e predisposi¢do a infec¢do. Nos portadores de
AIDS, a prevaléncia média é de 3 a 4% nos EUA, chegando a
50% naqueles hospitalizados (Griffiths, 1998). Outros grupos
de risco sdo individuos que vivem em institui¢des como orfa-
natos, viajantes para regides endémicas e trabalhadores rurais.
A distribuicdo de casos humanos causados por C. hominis e
C. parvum difere em vérias regides geograficas. Nos paises
europeus, as duas espécies sdo igualmente prevalentes, mas
em outras regides do mundo, especialmente nos paises em
desenvolvimento, infec¢des por C. hominis sdo mais frequen-
tes (Xiao, 2010). Surtos epidémicos ligados a transmissao por
dgua tém sido registrados, o mais citado deles é o que ocorreu
em Milwaukee, EUA, em 1993, afetando 400.000 pessoas, com
cerca de 100 mortes. Depois deste, mais de 20 surtos foram
relatados nos EUA, no Reino Unido e no Japao.

Os oocistos de Cryptosporidium podem permanecer vidveis
por varios meses, mas altas temperaturas (60°C) levam a perda
de infectividade; resistem ao cloro; morrem quando congela-
dos e ndo suportam a dessecagdo (Fayer et al., 2000; Yoder &
Beach, 2010; Jex & Gasser, 2010). A prevencao baseia-se em
medidas gerais de saneamento basico, educacdo sanitaria, fil-
tragdo da agua, controle de contaminag¢ao ambiental com fezes
de animais infectados e evitando-se contato direto com ani-
mais.

7/8/2012 14:04:27
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> (yclospora cayetanensis
e ciclosporiase

Entre 1986 e 1993, mais de 200 casos de diarreia em imu-
nocompetentes e imunodeprimidos foram descritos, atri-
buindo-se a etiologia a “um Cryptosporidium grande” (Soave,
1996). Apds um periodo de confusido entre esse organismo,
cianobactérias, fungos e Blastocystis, Ortega et al., em 1991 e
1992, conseguiram a esporulagio, visibilizagdo de esporozo-
itos dentro de esporocistos e excistamento dos oocistos em
laboratério, estabelecendo-se entéo a classificagdo deste orga-
nismo como coccideo, do género Cyclospora. A denominagéo
de uma nova espécie, Cyclospora cayetanensis, foi proposta em
publicagoes de 1993 e 1994, derivada da instituicdo onde o
organismo foi inicialmente estudado - a Universidad Peruana
Cayetano Heredia. Estudos com microscopia eletronica e ana-
lises filogenéticas moleculares confirmaram a classificagdo
deste organismo (Ortega et al., 1998; Ortega & Sanchez, 2010).
A ciclosporiase é uma doenga endémica, como a criptospori-
diose, com eventuais surtos epidémicos. Os primeiros casos
humanos foram descritos em 1979 e 1980, em Papua Nova
Guiné. De modo semelhante a Cryptosporidium, nio é um
novo patogeno, apenas foi reconhecido recentemente (Soave,
1996; Herwaldt, 2000).

> Aspectos bioldgicos

Cyclospora cayetanensis é um protozodario pertencente
ao supergrupo Chromalveolata (Alveolata — Apicomplexa —
Coccidia). E intracelular obrigatério, com formacéo de vactiolo

Oaocisto ndo esporulado

Dias

parasitoforo dentro do citoplasma. Seu habitat é o intestino
delgado. Desenvolve-se em um sé hospedeiro; é, portanto,
um parasito monoxeno. Os individuos parasitados excretam
oocistos ndo esporulados em suas fezes. Estes oocistos neces-
sitam de 7 a 15 dias para esporular no ambiente, sob condi¢des
ideais de temperatura (23 a 27°C). Quando atingem um hos-
pedeiro suscetivel, os oocistos liberam os esporozoitos, infec-
tando as células epiteliais do duodeno e do jejuno. A multipli-
cac¢o assexuada resulta em merontes tipos I e II. Os merontes
tipo II diferenciam-se em formas sexuadas — os gametdcitos.
A fertilizagdo das formas sexuadas femininas pelas masculi-
nas da origem ao zigoto. Formam-se os oocistos, excretados
antes de sua esporulagio, fechando-se assim o ciclo. Em outras
espécies de Cyclospora, o ciclo varia conforme o hospedeiro.
O tempo prolongado de esporulagdo no ambiente e tentativas
malsucedidas de infectar animais com oocistos esporulados
levantam a hipdtese de haver estimulos desconhecidos para
o desencadeamento da infecgdo (Ortega & Sanchez, 2010).
O ciclo proposto de C. cayetanensis estd esquematizado na
Figura 7.4. Até o momento nao foram encontrados outros hos-
pedeiros de Cyclospora. Sera necessario o desenvolvimento de
modelos animais e de estudos in vitro para o esclarecimento de
varios aspectos ligados a biologia desta espécie.

Os oocistos sdo esféricos e medem de 8 a 10 pm, contendo
dois esporocistos com 2 esporozoitos cada um, quando espo-
rulado (Figura 7.2). As vias de transmissdo ainda néo estdo
totalmente esclarecidas, embora a via orofecal, diretamente
ou através da agua e alimentos, deva ser a mais importante.
Contaminagéo direta animal a humano e de pessoa a pessoa
ndo tem sido comprovada. Reservatérios da infec¢do ndo
foram identificados, afastando, até o momento, a transmisséo
zoonotica (Ortega & Sanchez, 2010).

Oocisto esporulado

Agua ou alimento

\ 4

9,

Oocisto
ndo esporulado

JUUIULN

Macro-
gametocito

Micro-

Zigoto gametdcito

Hospedeiro

Meroibitos
tipo 11

Excistamento
no limen intestinal

Merozoitos
tipo |

Ciclo sexuado

Ciclo assexuado

Figura 7.4 Ciclo vital de Cyclospora cayetanensis.
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> Fatores de viruléncia

Os mecanismos pelos quais Cyclospora causa diarreia ainda
sao desconhecidos. Estudos histopatoldgicos detectam atrofia
de vilosidades, hiperplasia de criptas e moderada inflamacdo
aguda da lamina proépria. Estas alteragdes poderiam reduzir
a drea de absor¢do e, assim, causar diarreia. Relatos de dimi-
nui¢do de absorcio de xilose em pacientes com infec¢do por
C. cayetanensis reforcam esta hipotese. Em estudos clinicos
e histopatoldgicos, observa-se que os sintomas cessam com
a erradica¢do dos parasitos, mas as alteracdes inflamatorias
associadas persistem (Connor et al., 1999).

> Aspectos clinicos e patoldgicos

Embora se afirme que a diarreia na infec¢do por C. cayeta-
nensis seja indistinguivel daquela causada por criptosporideos
e Isospora belli, nem sempre a diarreia é a manifestacio predo-
minante no quadro da ciclosporiase. Em regides endémicas,
as infec¢Oes podem ser assintomaticas. Em dareas nao endé-
micas, o quadro clinico apresenta, além da diarreia aquosa
(que pode ser ciclica, alternando-se com periodos de consti-
pacdo intestinal), importantes sintomas associados, incluindo
fadiga profunda, indigestdo, sensagdo de queimacdo no estd-
mago, nduseas, dores abdominais, perda de peso e vémitos.
A ciclosporiase é autolimitada, apesar da possibilidade de
prolongar-se por varias semanas. A demora em estabelecer o
diagndstico pode ocorrer em fun¢do da predominéancia dos
outros sintomas, como fadiga e perda de peso, sobre a diarreia.
Manifesta¢des biliares também tém sido relatadas. Em pacien-
tes imunocomprometidos, a infec¢do pode ser prolongada e
grave, com alto grau de recorréncia, atenuada, porém, com a
terapéutica. O tratamento é bem-sucedido com trimetoprima-
sulfametoxazol. Tem-se proposto o uso de nitazoxanida, por
7 dias, nos pacientes com intolerdncia as sulfas (Ortega et al.,
1998; Ortega & Sanchez, 2010).

» Diagndstico laboratorial da ciclosporiase

O diagndstico laboratorial é feito pelo encontro de oocis-
tos nas fezes, usando-se métodos de concentra¢do, como
flutuagdo ou sedimentagdo. A visibilizagdo é possivel com
o material a fresco, em microscopia de contraste de fase ou
corado pelas técnicas de Ziehl-Neelsen modificada, Kinyoun,
safranina-azul de metileno, auramina e similares, como
para Cryptosporidium hominis/parvum (Figura 7.3). Outras
técnicas de coloragio como Giemsa, tricromico e Gram-
chromothrope nio coram oocistos de Cyclospora. Os oocis-
tos de Cryptosporidium hominis/parvum (tamanho de 2 a 4
pm) e Cyclospora cayetanensis (tamanho de 8 a 10 wm) tém
morfologia interna distinta (Figuras 7.2 e 7.3), mas a medida
dos oocistos para a diferenciagdo é fundamental. Os oocistos
de Cyclospora sao autofluorescentes e podem ser visibilizados
com microscépio de epiluminagdo. Além das fezes, os oocis-
tos podem ser encontrados em aspirados jejunais e biopsias
(Ortega & Sanchez, 2010). Estudos imunolégicos para a
detecgdo de anticorpos séricos contra Cyclospora estio em
curso. A PCR tem potencial diagndstico por ser mais sen-
sivel do que a microscopia, mas ndo é possivel a distingdo
entre oocistos esporulados e nao esporulados; entretanto, é a
técnica de referéncia para a identificacdo de fontes de conta-
minagdo em grandes surtos (Herwaldt, 2000).
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> Prevencao e controle da ciclosporiase

Cyclospora cayetanensis é amplamente disseminada no
mundo. Pode ser adquirida pela ingestao de alimentos e/ou
dgua contaminados. A transmissdo pessoa a pessoa ndo é
observada, em fungdo da necessidade de tempo de esporula-
¢do no ambiente. Ha areas endémicas da ciclosporiase como
Haiti, Guatemala, Peru e Nepal, mas a infec¢do é diagnosticada
tanto em habitantes quanto em viajantes em varias regides do
mundo, incluindo as Américas (Venezuela, Brasil, Coldmbia,
Cuba e Argentina), a Europa Oriental, a India, a Africa do Sul
e o Sudeste Asidtico. Atinge pessoas de todas as idades. Existe
uma marcada sazonalidade na infec¢io, coincidindo com a
estagdo chuvosa, no hemisfério sul entre dezembro e julho.
Nos EUA, as duas maiores epidemias ocorreram de maio a
julho. A explicagdo para este fato poderia estar ligada a fatores
ambientais como temperatura e umidade, contribuindo para a
esporulagdo e sobrevivéncia dos oocistos. As taxas de preva-
léncia sdo subestimadas pela falta de diagndstico. A maioria
das infec¢des é relatada em pacientes que viajaram para re-
gides endémicas. Surtos epidémicos sdo observados na América
do Norte, desde 1995. Em 1996, 1400 pessoas foram afetadas
em 20 estados dos EUA e duas provincias canadenses (Connor
et al., 1999). Os oocistos sdo altamente resistentes a desinfe-
tantes comumente usados na industria alimenticia e ao cloro,
mas sdo mais facilmente removidos por filtragao convencional
do que os de Cryptosporidium hominis/C. parvum.

As medidas de preven¢do sdo semelhantes aquelas que
se aplicam a Cryptosporidium hominis/C.parvum e incluem
saneamento bdsico, tratamento e filtragio da agua, cuidados
na ingestdo de alimentos crus e educagao sanitdria, além de
orientagdo de viajantes para zonas endémicas (Ortega &
Sanchez, 2010).

> Isospora belli e isosporiase

Todas as espécies de Isospora sdo parasitos intracelulares
obrigatorios e geralmente parasitos de animais vertebrados.
Diversos erros taxondmicos foram corrigidos nos tltimos
anos, como a exclusido da espécie Isospora hominis, agora
reclassificada como Sarcocystis hominis. Embora haja relatos
de infec¢des humanas por Isospora natalensis (casos registra-
dos na Africa do Sul na década de 1950), considera-se Isospora
belli a principal espécie do género causadora de infec¢des
humanas (Lindsay et al., 1997).

> Aspectos bioldgicos

Este protozoario pertence ao supergrupo Chromalveolata
(Alveolata - Apicomplexa - Coccidia) e completa seu ciclo
em um unico hospedeiro; ¢, portanto, monoxeno. Estudos
moleculares indicam que os parasitos do género Isospora sdo
filogeneticamente mais proximos de Toxoplasma e Neospora,
heteroxenos, do que de Eimeria. Seu ciclo vital compreende
duas fases, uma assexuada e uma sexuada, como os outros
coccideos estudados neste capitulo. Na fase assexuada ocorre
a esquizogonia e na fase sexuada ocorrem a gametogonia e a
esporogonia (Figura 7.5). O produto final, forma infectante, é
um oocisto ovalado que mede de 20 a 33 pm X 10 a 19 pm
de didmetro, em média 25 pm. Estes oocistos sdo eliminados
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Figura 7.5 Ciclo vital de Isospora belli. A. Oocisto nao esporulado, recém-eliminado nas fezes. B. Ciclo vital de Isospora belli. (Fotografia cedida por Cldudio Santos Ferreira.)

ndo esporulados, necessitando de algum tempo (24 a 48 h) no
meio exterior para se tornarem infectantes. Contém dois espo-
rocistos, cada um com 4 esporozoitos (Figura 7.2). A trans-
missdo ocorre por ingestdo de oocistos presentes em agua ou
alimentos; néo foi assinalada contaminagdo pessoa a pessoa
em decorréncia da necessidade da esporulagdo no ambiente.

> Fatores de viruléncia

Isospora belli produz citélise epitelial. Embora tenha sido
sugerida a acdo de uma toxina para explicar a patogenia do
quadro digestivo, tal suposi¢do nio foi confirmada (Neira et
al., 2010). Como os conhecimentos sobre 0os mecanismos de
imunidade contra este patdgeno sdo limitados, evidentemente
$40 necessarias mais pesquisas nesta area (Stark et al., 2009).
Histologicamente, encontram-se atrofia de vilosidades, hiper-
plasia de criptas, células inflamatdrias, principalmente eosi-
nofilos. Varios relatos descrevem ma absor¢io. Alteragoes do
sistema imunitario que levam a doenga prolongada néo estdo
esclarecidas.

> Aspectos clinicos

O quadro clinico da isosporiase pode desenvolver-se varios
meses ou anos apos a exposi¢do ao agente causal. A infec¢do
por este coccideo pode ser oligo ou assintomatica, com qua-
dro diarreico de inicio brusco, com dores abdominais, ndu-
seas, febre e mal estar geral, com 8 a 10 evacuagdes liquidas
por dia e perda de peso importante (5 kg ou mais). Pode haver
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leucocitose e eosinofilia moderada ou alta, sendo esta a tinica
coccidiose que causa eosinofilia. Em individuos imunocom-
petentes, pode ser autolimitada, desaparecendo em algumas
semanas; em pacientes imunocomprometidos e em criangas,
a diarreia pode ser grave. Em alguns pacientes, a infecgdo
pode durar mais de 20 anos, com aparecimento intermitente
da sintomatologia (Neira et al., 2010). Embora o protozoario
seja restrito ao intestino, existem relatos de disseminagio para
outros 6rgios em individuos portadores de AIDS (Curry &
Smith, 1998). A infec¢do por I. belli responde bem a terapia
com cotrimoxazol, sulfadiazina e pirimetamina.

> Diagnéstico laboratorial da isosporiase

O diagnéstico laboratorial é estabelecido pelo achado de
oocistos nas fezes, usando-se técnicas de concentragdo, como
flutuagdo ou sedimentagdo. A visibilizagéo ¢é feita a fresco, com
microscopia 6ptica comum com pouca iluminagdo ou micros-
copia de contraste de fase, ou com o material corado pelas
mesmas técnicas usadas na identificagdo de Cryptosporidium
hominis, C. parvum e Cyclospora cayetanensis: Ziehl-Neelsen
modificada, Kinyoun, safranina-azul de metileno, auramina
e similares (Figura 7.3). Em caso de dificuldade do encontro
de oocistos no material fecal, aspirados duodenais e eventu-
almente biopsias podem ser feitos. Algumas formas teciduais
foram identificadas em casos humanos, podendo ser visibili-
zadas por microscopia optica e eletrénica. O diagndstico de
infecgdo por PCR pode basear-se tanto na técnica convencio-
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nal como em PCR de tempo real, que chega a 100% de especi-
ficidade e sensibilidade (Stark et al., 2009).

> Prevencao e controle da isosporiase

Isospora belli tem distribui¢ao mundial, embora a maioria
dos casos seja encontrada nos trépicos, sendo endémica em
muitas regides da Africa, sudoeste asidtico e América do Sul.
As infecgoes entéricas por L belli eram relativamente raras até
o0 advento das sindromes de imunodeficiéncia. As taxas de pre-
valéncia variam, chegando até a 15% de infectados (DeHovitz
etal., 1986). A prevaléncia em pacientes de El Salvador, México
e outros paises latinos é 7,4, 5,4 e 2,9%, respectivamente. Até
1935 havia registro de 200 casos humanos de infecgdo por
Isospora belli no mundo. Em uma revisdo de 1960, 800 casos
foram relatados, 43 deles nos EUA. Em pacientes com infec-
¢do pelo HIV, as prevaléncias vdo de 0,2 a 6% na América do
Norte; 1,5 a 15% na América Central; 1,8 a 32% na América do
Sul. Em outros paises, as taxas sio de 0,07% no Japdo, 41,1%
na India, 1,9% em Camardes e 16% em Zambia (Neira et al.,
2010). A falta de diagnostico, porém, pode falsear os dados de
prevaléncia no mundo todo.

Fontes animais para a infec¢do humana nao foram identi-
ficadas, o ciclo é pois antroponético. A preven¢io da isospo-
riase baseia-se em medidas gerais de saneamento basico, edu-
cagdo sanitaria, filtracdo da agua e néo ingestao de alimentos
crus. Individuos imunocomprometidos em viagem para zonas
endémicas devem ser orientados sobre os cuidados a serem
tomados com a ingestdo de dgua e alimentos. Em pacientes
com manifesta¢des clinicas de AIDS, recomenda-se profilaxia
secunddria com cotrimoxazol e eventualmente pirimetamina
para aqueles com hipersensibilidade as sulfas (Neira et al.,
2010). Ha um relato de possivel transmissao pessoa a pessoa,
talvez por contato sexual.

» Amebas de vida livre
potencialmente patogénicas

Amebas de vida livre (AVL) sdo protozoarios amplamente
dispersos na natureza, mas seu envolvimento em patologia
humana s6 foi reconhecido a partir de 1965, quando casos
fatais de meningoencefalite foram descritos na Australia. Com
esses relatos, Entamoeba histolytica deixa de ser reconhecida
como a unica espécie de ameba patogénica para o homem.
Como estes protozodrios podem ser encontrados tanto no
ambiente quanto nos hospedeiros humanos, sio também cha-
mados de anfizoicos.

Desde entdo, vém-se acumulando novos conhecimentos
sobre este grupo de protozodrios, antes de interesse apenas
zooldgico. Sabe-se atualmente que varias espécies podem ser
encontradas no homem, algumas na dependéncia de estados
de imunocomprometimento do hospedeiro, outras em conse-
quéncia de traumas ou em situagdes ainda ndo esclarecidas,
acometendo individuos imunocompetentes. A associacdo
homem-AVL é um campo aberto para pesquisa.

Como a maioria dos médicos desconhece as infecgdes por
AVL e a notifica¢do ndo ¢ obrigatoria, dificil se torna saber a
verdadeira incidéncia das infec¢des do sistema nervoso central
(SNC) causadas por estes microrganismos. Cerca de 500 casos
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ja foram relatados; estima-se que 200 sejam por Naegleria fow-
leri, 200 atribuidos a espécies de Acanthamoeba e mais de 100
a Balamuthia mandrillaris (Schuster & Visvesvara, 2004). No
Brasil, existem relatos de casos de infecgdes por AVL em Sao
Paulo, Rio de Janeiro e Ceard. A partir de 1974, com a primeira
comunicag¢do do achado de Acanthamoeba sp. no olho, cau-
sando graves lesdes de cornea, o interesse em sua pesquisa tem
sido crescente. Observou-se a associagdo deste tipo de infec-
¢do com o uso de lentes de contato. Atualmente, acredita-se
que os casos de ceratite estejam em torno de 3.000, embora
este nimero possa estar subestimado. Em Sao Paulo, a expe-
riéncia no isolamento, no diagndstico e no atendimento aos
casos de ceratite por Acanthamoeba acumula-se ha mais de 20
anos (Carvalho et al., 2009).

Estudos sobre Acanthamoeba spp. tém recebido maior
atengdo porque estas espécies, além de causar doengas por si
mesmas, como as ceratites, podem albergar outros microrga-
nismos patogénicos, como Legionella spp., Francisella tula-
rensis, Mycobacterium avium, Burkholderia spp., Vibrio cho-
lerae, Listeria monocytogenes, Helicobacter pylori, Afipia felis,
Escherichia coli e mimivirus. O crescimento intracelular de
bactérias em AVL pode aumentar-lhes a viruléncia e a resis-
téncia a antibidticos e biocidas (Marciano-Cabral & Cabral,
2003; Schuster & Visvesvara, 2004). Recentemente, sob condi-
¢Oes experimentais, foi estudada a interacdo de trofozoitos de
Acanthamoeba e oocistos de Cryptosporidium, demonstrando
o potencial papel destas amebas na transmissdo dos coccideos
(G6émez-Couso et al., 2007).

> Aspectos bioldgicos

As espécies de AVL potencialmente patogénicas para a
espécie humana, tema deste capitulo, sdo classificadas em dois
supergrupos: Excavata e Amoebozoa. Em Excavata encon-
tra-se Naegleria fowleri (Vahlkampfiidae); em Amoebozoa,
Acanthamoeba (A. culbertsoni, A. castellanii, A. polyphaga,
A. royreba, A. astronyxis, A. hatchetti, A. rhysodes, A. pales-
tinensis) e Balamuthia mandrillaris (Acanthamoebidae), além
de Sappinia pedata (Thecamoebidae). Informagdes sobre as
infecgdes por AVL estdo resumidas na Tabela 7.2.

Os protozoarios do género Naegleria apresentam trés tipos
de formas evolutivas durante o ciclo vital: (a) trofozoitos, com
movimenta¢io rapida, através de pseuddpodes, tipo lobdpo-
des, que medem de 8 a 15 wm e tém apenas um nucleo; (b)
cistos, formas de resisténcia a ambientes adversos, que medem
de 7 a 12 pm e tém paredes lisas e poros; (c) flagelados, com
dois flagelos, de aparecimento fugaz (Figura 7.6). Em algumas
horas, ocorre reversdo das formas flageladas para trofozoitos.
Naegleria fowleri é a inica espécie deste género com patogeni-
cidade comprovada em humanos.

As espécies do género Acanthamoeba apresentam dois
tipos de formas no ciclo vital: (a) trofozoitos, que medem de
15 a 40 pm, com movimentagido lenta por subpseuddpodes
tipicos, denominados acantopddios, expansdes semelhantes a
espinhos; e (b) cistos, que medem de 15 a 20 m, formas de
resisténcia, com paredes duplas, uma delas rugosa, dando-lhe
aspecto de estrela (Figura 7.6).

Balamuthia mandrillaris tem duas formas no ciclo vital,
trofozoitos e cistos. Os trofozoitos tém dimensdes entre 50 e
60 pwm, em geral sdo uninucleados, podendo, ocasionalmente,
apresentar formas com dois nucleos. Durante a locomogéo
apresentam pseudopodes largos e dendriformes (Visvesvara
et al., 1993). Os cistos podem ser uni ou binucleados, medem
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Tabela 7.2 Amebas de vida livre (AVL) potencialmente patogénicas: principais caracteristicas clinicas e bioldgicas.

Doengas causadas

Posi¢do taxondmica

Epidemiologia

Quadro clinico

Diagndstico

Tratamento

N estimado de casos

Naegleria fowleri

Meningoencefalite amebiana primdria (MAP)

Supergrupo Excavata (Vahlkampfiidae)

Amplamente dispersa no ambiente,
principalmente piscinas aquecidas.

Acomete jovens imunocompetentes. (asos
ligados a banhos em colegdes de dgua.

Via de entrada: epitélio neuro-olfatdrio.

Inicio stibito. Doenca aguda, com evolugdo
rapida para coma e morte em 4 a 6 dias.

Patologia: leptomeningite aguda necrosante.

Quadro clinico e achados liquéricos semelhantes
a0 de meningite bacteriana. Achado de
amebas no LCR (direto e cultura). Técnicas
imuno-histoquimicas.

Dados epidemioldgicos de contato com dgua.

Anfotericina B associada a miconazol.

Cerca de 200

Acanthamoeba spp.

Encefalite amebiana granulomatosa (EAG)
Ceratites (CA)

Supergrupo Amoehozoa (Acanthamoebidae)

Amplamente dispersas no ambiente, dgua, solo imido e ar. Sdo
as mais frequentes dentre todas as espécies de AVL.

EAG: imunodeprimidos
CA: usudrios de lentes de contato

EAG: via de entrada: pele, pulmaes e epitélio neuro-olfatdrio.
Inicio insidioso. Sinais e sintomas dependem da localizacao
das lesdes. Evolugdo cronica, coma e morte em torno de
30 dias.

Patologia: Encefalite granulomatosa.

CA: lesdo de cdrnea, tlcera, dor desproporcional a lesdo,
evolucdo lenta. Casos graves podem evoluir para perfuracao
da cérnea.

EAG: em geral s6 feito post mortem. Sorologia.

CA: achado de amebas no raspado da lesdo de cérnea (exame
direto e cultura).

Diferencial com ceratites flngicas e herpéticas.

EAG: pentamidina, fluconazol, flucitosina, itraconazol,
miconazol, sulfadiazina.

CA: casos de evolugdo recente, sucesso com uso topico de
isotionato de propamidina (Brolene®), biguanida.

(asos de evolugdo prolongada: transplante de cérnea.
EAG: cerca de 200

Balamuthia mandrillaris

Encefalite amebiana por Balamuthia (EAB)
Lesoes de pele e mucosas

Supergrupo Amoebozoa (Acanthamoebidae)

Amplamente dispersas no ambiente.
EAB e lesdes de pele: imunocompetentes

EAB: semelhante ao de EAG por Acanthamoeba
spp.

Lesdes de pele extensas podendo haver
comprometimento de SNC e evolugdo para
coma e morte. Nos tiltimos casos descritos,
com diagnéstico precoce, houve bhoa evolucao
clinica.

EAB: em geral s6 feito post mortem. Sorologia
(CDQ).

Lesoes de pele: achado de amebas no raspado
(exame direto e cultura). Sorologia.

Diferencial com leishmanioses tequmentares.

EAB: pentamidina, fluconazol, flucitosina,
itraconazol, miconazol, sulfadiazina.

Lesdes de pele: pentamidina, cetoconazol
creme, clorexidina.

EAB: > 100

CA:>3.000

Observagdes: Sappinia pedata (supergrupo Amoebozoa — Thecamoebidae) ndo foi incluida nesta tabela porque hd apenas um relato de infeccdo humana e os dados disponiveis sao insuficientes.

de 12 a 30 wm e a parede apresenta trés camadas, detectadas a
microscopia eletronica.

Mais recentemente, uma nova espécie foi implicada na pato-
logia humana: Sappinia pedata. Apresenta também dois tipos
de formas evolutivas, trofozoitos e cistos, com dois ntcleos
em ambas as formas. Acreditava-se que a espécie patogénica
deste género fosse S. diploidea, mas com o auxilio de técnicas
moleculares chegou-se & caracterizagdo de Sappinia pedata (da
Rocha-Azevedo et al., 2009).

O ciclo vital de todas as espécies de AVL compreende divi-
sao bindria simples nas formas trofozoiticas, vida latente nas
cisticas e em Naegleria spp., uma fase flagelar, transitéria. O
metabolismo ¢ aerdbico. A transmissdao pode ser pela agua,
solo ou ar, em func¢édo da grande dispersiao ambiental destes
protozoarios (Figura 7.6).

» Patologia e imunidade

A resposta imune na meningoencefalite amebiana prima-
ria (MAP) por Naegleria fowleri é pouco conhecida, pois o
curso da infecgdo é extremamente rapido. Entretanto, com os
dados de casos de sobrevivéncia, sabe-se que imunoglobulinas
da classe IgM foram detectadas ap6s o sétimo dia do inicio
dos sintomas. Individuos em exposi¢cdo prolongada a lagos
de agua doce mostraram IgM para Naegleria fowleri, ndo se
sabe, porém, se estes antigenos sdo protetores. O primeiro
caso diagnosticado de MAP foi feito por imunoperoxidase em
tecido cerebral conservado desde 1909.
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Como as espécies de Acanthamoeba sio muito dissemina-
das na natureza, anticorpos contra elas foram detectados tanto
em seres humanos infectados, como em individuos sadios.
Embora a resposta de anticorpos seja expressiva, ndo se sabe
se é protetora. Os estudos in vitro mostraram que estas espé-
cies induzem ativagdo da via alternativa do complemento. Os
pacientes com ceratite por Acanthamoeba tém niveis reduzidos
de IgA secretora, indicando possivel suscetibilidade. Embora
imunoglobulinas desta classe ndo afetem a viabilidade dos
protozodrios, os mecanismos de protecdo podem estar liga-
dos a inibigdo de adesdo dos trofozoitos as células epiteliais
da cornea. Supde-se que outros mecanismos de imunidade
adaptativa possam estar envolvidos na resisténcia a ceratite
por Acanthamoeba, mas a recorréncia da infec¢io indica que a
memoria imunolégica ndo se estabelece (Clarke, Niederkorn,
2006).

Na ceratite por Acanthamoeba a imunidade inata é a
mais efetiva, sendo que os macrofagos tém papel impor-
tante. Acredita-se que constituam a primeira linha de defesa,
matando diretamente os trofozoitos na superficie ocular por
fagocitose. Os neutrdfilos constituem uma linha de defesa
complementar, prevenindo a evolugdo da ceratite para uma
infec¢do intraocular (Clarke & Niederkorn, 2006).

Nas infec¢oes por Balamuthia mandrillaris, detectam-se
imunoglobulinas das classes IgM e IgG tanto em individuos
sadios quanto nos acometidos por balamuthiase. O papel
protetor destes anticorpos ndo foi esclarecido. Detectaram-se
também anticorpos contra esta espécie em uma grande varie-
dade de animais, como gorilas, babuinos, cavalos, ovelhas e
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Figura 7.6 Ciclo vital das principais amebas de vida livre que infectam o homem.

cdes. Como existe somente um caso de encefalite humana por
Sappinia pedata descrito até o momento, os dados imunoldgi-
cos e patoldgicos sdo inconclusivos.

> Patogenicidade e fatores de viruléncia

A associagio homem-AVL ndo constitui ainda uma ver-
dadeira rela¢do entre parasito e hospedeiro. As amebas tém
o ambiente externo como seu habitat natural e sé algumas
espécies eventualmente atingem o homem, apresentando
reversibilidade de vida e ndo dependendo de hospedeiro para
sua transmissao. Pode-se estar diante de um complexo de pro-
tozoarios em transi¢do para a vida parasitdria. Desde que a
primeira comunica¢io de MAP por AVL foi feita, relatos de
novas espécies implicadas na etiologia de infec¢des humanas
corroboram esta afirmativa (Foronda, 2009). H4 cinco com-
ponentes de considerdvel importancia na determinagdo da
infec¢do por AVL: temperatura, capacidade de persistir nas
mucosas, imunidade de mucosas, imunodeficiéncia e dose
infectante (Ferrante, 1991).

As amebas do género Naegleria penetram a mucosa nasal,
por aspiragdo de poeira ou dgua contaminada com trofozoi-
tos ou cistos, onde sdo fagocitadas pelas células de sustentagdo
do epitélio neuro-olfatério. Chegam depois ao bulbo e lobo
olfatdrios e dai a todo o encéfalo. A porta de entrada para o
SNC nos individuos acometidos por Acanthamoeba spp. nao
esta completamente esclarecida. Pode ser o epitélio neuro-
olfatério, como em Naegleria fowleri, mas a pele e os pulmoes
poderiam apresentar lesdes iniciais que, por via hematogé-
nica, disseminariam os protozoarios para o SNC (Martinez &
Visvesvara, 1997).

Admite-se atualmente que a entrada e a colonizagdo de
Acanthamoeba spp. na cdrnea sé sdo possiveis se houver trau-
matismo preexistente.

Interessante paralelo pode ser feito entre a cascata patogé-
nica da ceratite por Acanthamoeba e a da colite amebiana por
Entamoeba histolytica, pois ambas tém inicio com a adesdo
dos trofozoitos a glicoproteinas do hospedeiro. A diferenca
esta apenas no agucar, em que na ceratite ¢ manose e na colite
¢ galactose. A adesdo nas ceratites é promovida por meio de
uma proteina da superficie do trofozoito com afinidade para
manose, 136 kDa. Na sequéncia, tanto Acanthamoeba spp.
como Entamoeba histolytica secretam diversas proteases que
destroem as células epiteliais. Na ceratite, apos a adesao e des-
truicdo do epitélio corneano, segue-se a invasdo e a degradagio
do estroma. Os trofozoitos de Acanthamoeba muitas vezes se
aglomeram ao redor dos nervos corneanos, produzindo neu-
rites radiais. A cascata patogénica parece parar antes da des-
truicdo do endotélio (Clarke & Niederkorn, 2006). As espécies
patogénicas de Acanthamoeba excretam mais fosfolipases do
que as ndo patogénicas, bem como mostram mais atividade
de proteases. Algumas cepas de Acanthamoeba produzem
serina e cisteina-proteinases, metaloproteinases e ativadores
de plasminogénio e também mostram resposta quimiotatica
a extratos endoteliais de cornea (Schuster & Visvesvara, 2004;
Visvesvara et al., 2007). Recentemente, a partir de isolados de
casos de ceratite, no Brasil, foram feitas correlacbes entre o
quadro clinico e o padrao de enzimas proteoliticas secretadas
extracelularmente pelos trofozoitos de Acanthamoeba spp..
A maior gravidade clinica observada nos pacientes foi rela-
cionada com o predominio de enzimas da classe das serina-
proteases, de baixo peso molecular. Consequentemente, estes
perfis enzimdticos podem caracterizar a viruléncia dos proto-
zoarios, tornando-se potenciais marcadores de patogenicidade
(de Souza Carvalho et al., 2011).

Pouco se sabe sobre mecanismos patogénicos de Bala-
muthia mandrillaris; acredita-se que sejam semelhantes aos de
Acanthamoeba.
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> Aspectos clinicos

Meningoencefalite amebiana primdria (MAP)
por Naegleria fowleri

A infec¢do tem, quase sempre, inicio abrupto, desenvol-
vimento agudo e término fatal. Depois de um periodo de
incubagio curto, de 3 a 7 dias, a doenga se manifesta brus-
camente por cefaleia bitemporal ou bifrontal, febre, nauseas,
vomitos (em geral em jato) e rigidez de nuca. Segue-se rapida
progressdo do quadro clinico, até convulsdes e coma. A morte
se da por comprometimento cardiorrespiratorio como conse-
quéncia de grave edema cerebral.

Encefalite amebiana granulomatosa (EAG) por
Acanthamoeba e Balamuthia mandrillaris

Encefalite amebiana granulomatosa (EAG) por Acan-
thamoeba (A. culbertsoni, A. castellanii, A. polyphaga e A.
astronyxis) e Balamuthia mandrillaris é uma infeccdo que
incide geralmente em pacientes imunodeprimidos, tendo
periodo de incubagido desconhecido; varias semanas ou meses
s40 necessarios para o aparecimento da doenca e a evolugédo
clinica pode ser prolongada. Por ser doenga ndo disseminada,
as manifestagdes clinicas dependem da localizagdo das lesdes,
como hemiparesias, convulsdes e alteragdes de personalidade.
A cefaleia é insidiosa e ocorre precocemente em alguns casos.
A febre é esporadica e quase sempre baixa. Em geral, a morte
¢ decorrente de broncopneumonia, insuficiéncia hepética ou
renal, associadas ou em combinag¢io com septicemia. As infec-
¢oes do SNC por Balamuthia mandrillaris, além de incidirem
em imunodeprimidos, tém sido descritas com frequéncia
em individuos sadios. H4 ainda descri¢do de quadro clinico
com extensas lesdes de pele, assemelhando-se a leishmanioses
tegumentares (Recaverren-Arce et al., 1999).

Ceratite por Acanthamoeba (CA)

O traumatismo é considerado pré-condi¢ao para que as
amebas invadam a cornea, se for grave o bastante para causar
abrasio; a ceratite por Acanthamoeba (A. polyphaga, A. cas-
tellanii, A. rhysodes, A. hatchetti, A. culbertsoni, A. astronyxis,
A. quina, A. lugdunensis e outras espécies que, embora isola-
das de cérnea, ainda nio foram caracterizadas) tem desenvol-
vimento rapido, com ulceragdo da cérnea, irite, muitas vezes
esclerite, dor intensa, hipdpio e acentuada perda de visao. Em
alguns pacientes, a sucessdo de periodos de remissao e recru-
descéncia pode aparentar cura completa; acredita-se serem
tais casos devidos a ciclos de encistamento e desencistamento
das amebas. O quadro clinico caracteriza-se por infiltrados
epiteliais que podem coalescer, formando anéis, centrais ou
paracentrais, e dor de intensidade desproporcional a lesao
(Freitas et al., 2001).

> Diagndstico laboratorial das infec¢oes
por amebas de vida livre

Mediante exame direto, pesquisam-se AVL em amostras
clinicas (liquor, secre¢des faringeanas e pulmonares, lesdes de
pele, raspados de cornea e fragmentos de tecidos, como cére-
bro e pulmao, obtidos de biopsia ou necropsia) e em amostras
ambientais (colegdes de agua, de solo ou de ar condicionado).

As coloragées comumente usadas para o diagndstico de
amebas intestinais, como hematoxilina férrica, ndo diferen-
ciam os trofozoitos de AVL, nem os cistos de Naegleria; se for
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obtida a visibilizagdo dos cistos de Acanthamoeba, o diagnds-
tico é possivel por causa de sua morfologia peculiar. Dentre as
coloragdes utilizadas, para preparagdes diretas, estio hemato-
xilina férrica de Heidenhain, Wright e Giemsa. A coloragdo
de Gram nio ¢ util para o diagndstico de amebas, pois ndo
salienta as estruturas nucleares. A técnica de Calcofluor white
surgiu recentemente, mas s6 cora os cistos, nao acrescentando
muito a metodologia usual. A coloragdo por laranja de acri-
dina pode ser recomendada para um rapido diagnéstico his-
tologico.

O exame a fresco, com a observa¢do do material vivo e as
amebas em locomogdo, é o que oferece melhores condi¢des de
caracterizagdo de AVL, usando-se microscopia de contraste de
fase e/ou de contraste de interferéncia. Os padrées morfoldgi-
cos adotados permitem a identificacdo até género, nao sendo
possivel caracterizacdo especifica (Page, 1988; Pussard & Pons,
1977).

O isolamento e cultivo de AVL é ainda a metodologia conside-
rada padrao-ouro no diagndstico parasitologico. Cultivam-se
as AVL semeando-se a amostra em placas de Petri contendo
meios de cultura especiais para isolamento. Podem ser usados
dgar ndo nutriente semeado com bactérias vivas ou mortas
(Escherichia coli ou Enterobacter aerogenes) ou o meio de cul-
tura de Foronda (1979) (Carvalho et al., 2007). Se o material
for muito abundante, recomenda-se filtragdo em membranas
de 1,2 pm de porosidade, semeando-se as membranas dire-
tamente nas placas de Petri com meio de cultura. As placas
devem ser examinadas diariamente. Dependendo do indculo,
é possivel conseguir crescimento em até 24 h apds a semea-
dura. A precocidade do diagnodstico é fundamental nas infec-
¢oes por AVL, diante das deficiéncias terapéuticas.

Para a caracterizacdo de Naegleria pode-se fazer o teste de
flagelagdo, auxiliar na identificagdo. Este teste consiste em se
fazer uma preparacdo a fresco, em gota pendente, incubar-se
a 37°C por cerca de 2 h, inverter a lamina e observar even-
tuais formas flageladas. Embora haja informacéo de apareci-
mento de flagelados em outras espécies, este teste é bastante
util quando se trata de diagndstico em meningoencefalite,
pois dentre as AVL (pelos conhecimentos disponiveis) s6
Naegleria fowleri causa este tipo de infecgao. Em ceratites, o
material obtido de raspados de cornea é semeado e cultivado,
podendo-se tentar também o isolamento de amebas a partir
de lentes de contato e/ou materiais utilizados na desinfecgao.
Culturas positivas das lentes e/ou dos materiais ndo fecham o
diagnostico, apenas sugerem a fonte primdria de infecgdo por
Acanthamoeba (Foronda, 2009).

Apds o isolamento, cultivos axénicos e clonagem de cepa
devem ser feitos se houver interesse em caracterizagao especi-
fica ou para utilizagdo de técnicas moleculares. Os meios usa-
dos sdo PYG e Neft modificado (Page, 1988; Band, 1959).

Nio se consegue cultivar Balamuthia mandrillaris em pla-
cas com agar e bactérias, a fonte alimentar desta espécie na
natureza ndo esta bem esclarecida. Este agente pode alimen-
tar-se, in vitro, de outras AVL (Acanthamoeba e Naegleria).
Cultivos de células sdo usados para seu isolamento. Embora
infecgdes acidentais em laboratério ndo tenham sido relata-
das, precaugdes sdo necessarias ao trabalhar-se com agentes
reconhecidamente patogénicos.

As caracteristicas antigénicas de amebas pertencentes
aos géneros Naegleria, Acanthamoeba e Hartmannella tém
sido intensamente estudadas. Com técnicas de imunoeletro-
forese, foi possivel caracterizar espécies de Naegleria, mos-
trando pouca ou nenhuma rea¢io cruzada com Entamoeba e
Acanthamoeba. O soro humano contém anticorpos, das clas-
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ses IgM e IgG, contra espécies de Naegleria e Acanthamoeba,
patogénicas ou ndo. Verificou-se que 50 a 100% da populagdo
humana tém anticorpos contra espécies de Acanthamoeba. Os
anticorpos contra B. mandrillaris nao reagem cruzadamente
com antigenos de outras espécies de amebas.

Andlises de isoenzimas mostram que todas as cepas de
N. fowleri, a despeito da origem geografica, sdo basica-
mente homogéneas com base em zimodemas. As espécies de
Acanthamoeba, nao distinguiveis por critérios morfolégicos,
podem ser caracterizadas por analise de isoenzimas, até com
descri¢ao de novas espécies (Moura et al., 1992). Apesar dos
resultados ndo serem conclusivos, a utilizacio de técnicas de
biologia molecular pode trazer novas perspectivas para a iden-
tificagdo de AVL (Alves et al., 2000). A técnica de PCR utili-
zando a sequéncia da subunidade 18S do rDNA, permitiu o
estabelecimento de 17 gendtipos (T1-T17) e o agrupamento
de cepas patogénicas e ndo patogénicas de Acanthamoeba.
A maioria das cepas patogénicas tem genétipos T3 e T4.
Atualmente ha descri¢ao de isolados de olho que seriam colo-
cados em outros gendtipos, como T5, T6 e T11 (Gast, 2001;
Khan, Jarroll, Paget, 2002; Khan, 2006). Como a precocidade
na detecgdo do agente etioldgico a partir do sitio infeccioso
pode estar diretamente relacionada com o sucesso da terapéu-
tica, o diagndstico molecular tem sido proposto como impor-
tante ferramenta complementar ao diagnoéstico por cultivo na
rotina laboratorial.

Apesar dos conhecimentos atuais, os testes soroldgicos para
o diagnostico de infec¢des por AVL nio estdo padronizados,
nem se mostram uteis, pelo menos até o momento. Nas infec-
¢oes por N. fowleri, os pacientes geralmente morrem antes de
produzir anticorpos; nas infec¢des por Acanthamoeba spp.,
dificilmente se suspeita da etiologia antes da morte. O diag-
nostico especifico de Balamuthia mandrillaris tem sido feito
por sorologia no Center for Disease Control and Prevention
(CDC) em Atlanta, EUA.

O exame do liquido cefalorraquidiano (LCR) é o primeiro
a ser feito, mas os achados nao sio patognomonicos; as alte-
ragoes do aspecto do LCR (turvo ou opalescente), de celula-
ridade (pleocitose com predominio de polimorfonucleares)
e bioquimicas (hiperproteinorraquia e hipoglicorraquia) sdo
semelhantes as da meningite bacteriana. S6 o encontro de tro-
fozoitos de AVL permite firmar o diagndstico.

Diagndstico anatomopatoldgico e
com técnicas de imagem

Nos casos de MAP, o exame de tecido cerebral, corado por
hematoxilina-eosina (HE), mostra leptomeningite purulenta,
meningoencefalite hemorragica necrosante, edema cerebral,
necrose de nervos e bulbos olfatorios. O exsudato é composto
principalmente de polimorfonucleares, poucos eosindfilos
e linfdcitos. As amebas se encontram na forma trofozoitica,
geralmente nos espacos perivasculares, em aglomerados, com
pouca ou nenhuma reagio inflamatdria. A coloragdo por imu-
nofluorescéncia indireta e imunoperoxidase facilita o reco-
nhecimento dos protozodrios nos tecidos.

Na EAG, ha geralmente encefalite granulomatosa com
necrose focal e leptomeningite localizada. O exsudato é com-
posto, em geral, por linfocitos e mondcitos, raros polimorfo-
nucleares. As amebas se encontram nas formas trofozoitica e
cistica, tanto em Acanthamoeba quanto em Balamuthia man-
drillaris, também nos espagos perivasculares e geralmente
invadem a parede dos vasos (Martinez & Visvesvara, 1997). E
interessante assinalar que os cistos de Acanthamoeba sp. e de
Balamuthia mandrillaris podem mostrar semelhangas.

Capitulo 7 | Protozoarios Emergentes

No quadro histopatologico de ceratites por Acanthamoeba,
hd destrui¢do da cornea, com infiltrado inflamatério nas cama-
das superficiais e medianas do estroma corneano. A principal
resposta inflamatdria do hospedeiro consiste na existéncia de
polimorfonucleares ao redor da parede cistica das amebas. E
bom enfatizar que amebas do género Acanthamoeba tém a
capacidade de formar cistos nos tecidos. O exame em botdo
corneano permite a visibilizagdo, no estroma, de trofozoitos
e cistos de Acanthamoeba spp., pela coloragdo de rotina, HE,
embora a coloragio pelo 4cido periddico de Schiff (PAS) seja
considerada melhor.

Em EAG, pode-se utilizar tomografia computadorizada e
ressondncia nuclear magnética para o diagnostico; os achados,
entretanto, nio sio especificos, observando-se apenas um pro-
cesso expansivo. Na ceratite, o microscdpio confocal permite a
visibilizagdo de imagens de alto contraste de cortes corneanos
contendo trofozoitos ou cistos de Acanthamoeba.

» Tratamento das infec¢oes
por amebas de vida livre

Meningoencefalite amebiana primdria (MAP)

Anfotericina B, rifampicina, tetraciclina e miconazol tém
acao in vitro sobre Naegleria fowleri. Em MAP, provavelmente
nao é desencadeada uma resposta protetora celular ou humo-
ral; portanto, o diagndstico precoce é essencial para o sucesso
do tratamento. O paciente deve ser tratado imediatamente
com altas doses de anfotericina B IV e intratecal, em associa-
¢do com miconazol. Existem relatos bem documentados de
sobrevivéncia em apenas quatro pacientes.

Encefalite amebiana granulomatosa (EAG)

Nao ha tratamento efetivo para EAG (por Acanthamoeba e
Balamuthia mandrillaris). A maioria dos casos tem sido diag-
nosticada post mortem, ndo havendo assim experiéncia sufi-
ciente em relacio a esquemas terapéuticos. Se a lesdo cerebral
for nica, pode ser feito tratamento cirurgico. Infelizmente, as
lesdes cerebrais sdo multiplas e de localiza¢do profunda.

O principal fator associado ao mau prognodstico da EAG ¢é
a situagdo de imunodeficiéncia dos pacientes, agravado pelo
fato de as espécies de Acanthamoeba serem, entre as AVL, as
mais resistentes ao tratamento. Embora sulfadiazina, pentami-
dina, propamidina e cetoconazol parecam ser eficazes in vitro,
¢ questionavel que sejam uteis em fungio do estado imunitario
do hospedeiro.

Um importante fator em relagdo a terapéutica é a capacidade
de Acanthamoeba e de Balamuthia mandrillaris formarem cis-
tos nos tecidos quando as condi¢oes sdo adversas, podendo dar
falsa impressdo de cura. E interessante lembrar que as dificul-
dades terapéuticas aumentam em decorréncia de ndo se dispor
de um fairmaco que atue tanto em trofozoitos quanto em cistos
de Acanthamoeba e que hé crescente risco de toxicidade com
o uso combinado de varios medicamentos e possibilidade de
interacdes entre eles. Cita-se relato de tratamento bem-suce-
dido em infec¢do disseminada por Acanthamoeba rhysodes
em individuo imunocomprometido, com isotionato de pen-
tamidina intravenosa, itraconazol por via oral, e tratamento
topico das lesoes de pele com cetoconazol creme e gliconato
de clorexidina. Foram relatados dois casos clinicos de encefa-
lite por Balamuthia mandrillaris que sobreviveram em func¢io
de tratamento inicial com flucitosina, pentamidina, flucona-
zol, sulfadiazina e um antibidtico macrolideo (azitromicina ou
claritromicina), sendo também usadas fenotiazinas.
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Ceratite por Acanthamoeba (CA)

Os resultados dos esquemas terapéuticos adotados depen-
dem da precocidade do diagnostico, da viruléncia da cepa da
ameba e da eventual resisténcia adquirida pelos protozoarios.
Muitos farmacos foram usados, como cetoconazol, clotrima-
zol, miconazol, itraconazol, neomicina, isotionato de propa-
midina, poli-hexametileno de biguanida, com a¢do sobre os
trofozoitos das amebas, exceto a biguanida, que atua também
sobre os cistos. Sdo usados atualmente agentes antissépticos
catidnicos (biguanida ou clorexidina) e diamidinas aromati-
cas (propamidina [Brolene®] e hexamidina). Como primeira
escolha, poli-hexametileno de biguanida, com apresentagdo
sob forma de colirio a 0,02%, obtida em farmacias de mani-
pulacio a partir de Baquacil® + isotionato de propamidina, ou
apresentacao como colirio ou pomada, a 0,1%, Brolene® (dis-
ponivel apenas na Inglaterra) de hora em hora, dia e noite, nos
trés primeiros dias e depois de hora em hora, em vigilia, dimi-
nuindo-se paulatinamente conforme a evolugao. Se a evolugédo
for favoravel, mantém-se a média de quatro aplica¢des por dia
por um periodo prolongado (aproximadamente 4 meses). Se
este esquema ndo funcionar, substitui-se a biguanida por clo-
rexidina e se também ndo funcionar, tenta-se comegar a hexa-
midina (disponivel apenas na Franca). O uso de neomicina,
relacionado em alguns esquemas, foi abandonado em decor-
réncia da alta toxicidade.

Raramente sdo utilizados farmacos antifungicos, quer por
via topica, quer por via sistémica (cetoconazol - 400 mg/dia -
ou itraconazol - 200 mg/dia por via oral).

Para outros, no entanto, os firmacos sistémicos sdo uteis.
Para controle da dor usa-se a associagdo de Tryptanol® com
Tilatil®. O uso de corticoide, tanto tépico como sistémico,
¢ controverso e ¢ indicado somente na vigéncia de resposta
inflamatdria muito importante, pois acredita-se que seja res-
ponsavel pelo excistamento das amebas, aumentando a cito-
patogenicidade. O transplante de cérnea ¢é indicado nos casos
resistentes ao tratamento clinico ou com necrose e perfuragio
extensas. Deve ser feito somente apds o controle da infec¢io
ativa. Cita-se um caso submetido & ceratoplastia por quatro
vezes, sem sucesso. Em casos de infecgdo grave e de dissemi-
nagdo, a enucleagio pode ser indicada (Kumar & Lloyd, 2002;
Freitas et al., 2001).

Ha relatos de desenvolvimento de catarata e atrofia de iris
apés tratamento prolongado de ceratite por Acanthamoeba
spp. Tem sido constante a busca por firmacos efetivos contra
Acanthamoeba spp. (Schuster & Visvesvara, 2004; Sacramento
et al., 2009; Cariello et al., 2010).

> Prevencao e controle das infec¢oes
por amebas de vida livre

As AVL estao em praticamente todos os ambientes, nas
mais diversas altitudes e em todos os continentes. Podem
resistir a extremas condi¢des de temperatura e de pH, bem
como ao cloro e outros sistemas de desinfeccao. As fontes de
infecgdo podem ser as mais diversas, incluindo-se cole¢des
de dgua (como piscinas, lagos, agudes e rios), solo e aparelhos
de ar condicionado. Na MAP deve-se indagar sobre contato
de individuos sadios com tais fontes. Na EAG, situagdes de
imunodepressdo e doengas intercorrentes devem ser levadas
em conta. Individuos provenientes de certas regiées podem
ser jovens sadios, como em uma série de casos de infecgao
por Balamuthia mandrillaris no Peru, ndo associados a imu-

Urbano 07.indd 86

nodepressdo. Nas ceratites, os usudrios de lentes de contato
constituem o principal grupo de risco, principalmente por
uso, manipulagio e higiene inadequados das lentes. O uso de
solugdo salina caseira para assepsia e a utilizagdo das lentes
de contato em atividades recreacionais sdo alguns exemplos
de potenciais fontes primdrias de infec¢do da superficie da
cornea pelo protozoario. Relatos sobre origem da infecgdo
por traumatismos de cornea em zona rural também tém sido
observados.

Dentre todas as AVL, e mesmo dentre os protozodrios
em geral, as mais encontradas em qualquer ambiente sdo
Acanthamoeba spp., explicando talvez os inumeros casos de
infecgdes a elas associados. Esta ampla disseminagdo ambien-
tal, caracteristicas de sobrevivéncia e aparecimento de novas
espécies como agentes etioldgicos de doengas humanas jus-
tificam o esclarecimento da classe médica e a inclusdo das
infecgdes por estes protozodrios no diagndstico diferencial de
meningoencefalites, encefalites, lesdes de pele e ceratites.

Nio se dispde, no momento, de medidas eficazes para a
profilaxia das infec¢des por AVL, uma vez que vérios aspectos
da biologia e do comportamento destes protozoarios ainda sdo
desconhecidos. A orienta¢do, no entanto, baseia-se na adog¢do
de medidas de ordem geral, consideradas auxiliares para a
solu¢do do problema: educag¢io sanitdria junto aos banhistas,
evitando-se a polui¢do da dgua com matéria organica (desca-
magdo da pele, secre¢des nasais, uretrais, vaginais etc.); lim-
peza sistemdtica de piscinas, pré-clora¢do e manuten¢io de
niveis de cloro ativo; ndo contato de animais com aguas desti-
nadas ao uso da populagdo humana; proibi¢do do uso de lentes
durante banhos de piscinas ou na vigéncia de qualquer sinal
de irritagdo da cornea. As infec¢oes podem ser adquiridas em
atividades profissionais como também de lazer e de praticas
esportivas.
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