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RESUMO

A diarreia, manifestacdo clinica comum em pacientes acometidos pela
AIDS, pode levar a Obito em decorréncia do diagnoéstico tardio e da falta de
tratamento adequado. Uma das causas de diarréia em pacientes com AIDS é
atribuida ao Dientamoeba fragilis, cuja etiologia envolve diversos fatores, com a
prevaléncia de patdbgenos emergentes e oportunistas, como: Vvirus da
imunodeficiéncia adquirida (HIV) e outros agentes virais, bacterianos e fungicos.
Este estudo avaliou a eficiéncia da coloracdo de hematoxilina férrica simplificada
na identificacdo da Dientamoeba fragilis, bem como verificou a prevaléncia do
protozoario associada a causas de diarreia em pacientes com HIV/AIDS. A
pesquisa contemplou 82 pacientes com idade compreendida entre 18 e 61 anos
(idade média de 38 anos), com predominancia do género masculino (75,6%),
acompanhados no Instituto de Infectologia “Emilio Ribas”, de setembro de 2006 a
novembro de 2008. Das amostras coletadas, com emprego de técnicas especiais
de coloracdo (Hematoxilina Férrica), comparando-se a outros métodos com
solucdo conservante Schaudinn, métodos coproparasitologicos (Hoffman, Pons e
Janer, 1934; Richie, 1948). A técnica de hematoxicilina férrica simplificada
detectou a Dientamoeba fragilis em 1,2% das amostras, sendo que as outras
técnicas ndo foram capazes de detectar o protozodario. Concluiu-se que a
coloracdo de hematoxilina férrica simplificada mostrou-se eficaz na deteccao da
Dientamoeba fragilis, € uma técnica rapida e pratica para diagnéstico em
laboratorio de rotina, quando comparada com outros métodos de coloracdo. A
Dientamoeba fragilis foi associada a uma das causas de diarreia em pacientes

aidéticos.

PALAVRAS-CHAVE: 1. Dientamoeba fragilis; 2. Diarréia; 3. AIDS; 4.Hematoxilina
férrica simplificada.
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ABSTRACT

Diarrhea is a common clinical manifestation in HIV/AIDS infected patients
and, most often, the delay in the diagnosis and the lack of adequate treatment can
lead to the death. Studies strongly indicate Dientamoeba fragilis as one of the
causes of diarrhea in HIV/AIDS infected patients. The etiology must come from
various factors and, different from the immune competent individuals, emergent
and opportunist pathogens prevail such as the participation of the human
immunodeficiency virus (HIV), viral and bacterial and fungal infections.

D. fragilis is a protozoan which presents world-wide distribution causing non-
invasive diarrhea in humans. Described for the first time by Jepps and Dobell in
1918, little is known about the Dientamoeba genus.

The objectives of the present study were to evaluate the prevalence of D.
fragilis associated with the causes of diarrhea in HIV/AIDS patients hospitalized at
the Instituto de Infectologia Emilio Ribas (IIER), a hospital of Infectious and
Parasitic Diseases and also a center of reference in the treatment to patients with
HIV/AIDS infection in Sdo Paulo city, Brazil.

Eighty-two AIDS patients hospitalized at the IIER have taken part of this
study from September 2006 towards its end in November 2008. Feces samples
collection was carried out accordingly with Schaudinn conversant solution.
Coproscopic methods were performed (Hoffman, Pons and Janer; Richie; Kynion)
and special techniques of coloration (Ferric Hematoxilin Simplified). Eighteen to
sixty year old patients were included in this study being 37 year old the average
age. Male patient participants were the majority (75.6%). In total, 105 samples
were collected from the 82 patients in this study. Unprotected sex was the most
frequent cause for acquisition HIV (46.3%), followed by the use of injectable or
non-injectable drugs (14.6%). Heterosexual relations were the most mentioned
ones (19.5%). Patients presented viral load between 49 the 750000 (average of
73849 = 124850) and CD4 ranging from 2 to 1306 (average of 159 + 250).

Difference was found significant difference between methods, as to the result (



positive/negative) In average, the odds of the outcome to be positive with other
techniques it was 2.7 times the chance of a positive result with iron hematoxylin
simplified.

Difference was found significant difference between methods (p = 0.003).
The "Other techniques" are capable to detect a significantly greater amount of
parasites in compared to iron hematoxylin simplified, especially with respect to
Isospora belli, Cryptosporidium sp, Schistossoma mansoni and Strongyloides
stercoralis, which were not found by using the hematoxylin Endolimax nana and D.
fragilis were more "detected" by Hematoxilin, and the only parasite not found by

“the others methods " was D. fragilis.

Key words: Dientamoeba fragilis, diarrhea, AIDS, Iron hematoxilin simplified



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

% Percentual
< Menor
> Maior

AIDS Acquired Immune Deficiency Syndrome (Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida)

CD4 Cluster of Differentiation 4 (Grupamento de Diferenciacdo 4)

CV Carga Viral

DST Doencas Sexualmente Transmissiveis

g grama

HF  Hematoxilina Férrica

HIV  Human Immunodeficiency Virus (Virus da Imunodeficiéncia Humana)

IgE  Imunoglobulina E

IIER Instituto de Infectologia “Emilio Ribas”

mL  mililitros

OMS Organizacdo Mundial de Saude



rRNA Ribosomal RNA (RNA-Ribossomal)

SAME Servico de Arquivo Médico e Estatistica

SUS Sistema Unico de Saude



LISTA DE TABELAS E FIGURAS

FIGURA 1. Microscopia de luz (aumento 40x) revelando Dientamoeba fragilis
na coloracdo de hematoxilina férrica simplificada.

FIGURA 2. Microscopia de luz revelando Dientamoeba fragilis tamanho
(100x) na coloragédo de hematoxilina férrica simplificada.

FIGURA 3. Ciclo evolutivo da Dientamoeba fragilis

FIGURA 4. Diferenciacdo das metodologias da HF tradicional e HF
Simplificada

FIGURA 5. Coloracédo de hematoxilina férrica simplificada

FIGURA 6. Coloracao de HFS
Tabela 1. Caracteristicas demogréficas dos 82 pacientes atendidos no IIER

Tabela 2. Quantidade de amostras coletadas entre os 82 pacientes do IIER
no periodo de setembro de 2007 a novembro de 2008 para pesquisa de
Dientamoeba fragilis

Tabela 3. Diferenca entre os resultados (Positivo/ Negativo) entre as técnicas
de HSF para pesquisa de Dientamoeba fragilis

Tabela 4. Ocorréncia dos nove parasitos mais frequentes diagnosticados
entre os métodos estudados e a freqiéncia de Dientamoeba entre os 82
pacientes do estudo.

Tabela 5. FreqUéncia dos parasitos, considerando o nimero de ocorréncias
(total de pacientes) comparando os métodos de Hoffman, Ritchie e kynion

(63}

11

29

29
34
35

36

37

38



SUMARIO

1. INTRODUCAO
1.1. Dientamoeba fragilis
1.1.1. Taxonomia
1.1.2. Morfologia
1.1.3. Ciclo Biolégico e Provavel Transmissao
1.1.4. Variedades moleculares
1.2. Quadro clinico
1.3. Diagnéstico parasitoldgico
1.3.1. Método para Coloracao de Protozoario
1.3.2. Coloracéo de Hematoxilina Férrica
1.4. Diagnéstico imunolégico
1.4.1. Diagn@stico Molecular
1.4.2. Cultura
1.5. Tratamento
1.6.Diarreia e AIDS
2. OBJETIVO
3. MATERIAL E METODOS
3.1. Delineamento do experimento
3.2. Local de estudo
3.3. Coleta das amostras
3.4. Critérios de inclusao
3.5. Métodos coproparasitolégicos
3.5.1 Método de Sedimentacédo espontanea
3.5.2. Centrifugo - Sedimentacdo pela Formalina-Eter

3.5.3.1. Coloracao da hematoxilina férrica simplificada

© © © 00 N O b~ WD

N DN DD DN D DN DD DN DNDMDN P P PP
~N OO o oo o o A WDN P N O b~oWw



3.5.3.2. Coloracao de Kynioun

3.6. Andlises Estatisticas
4. RESULTADOS
5. DISCUSSAO
6. CONCLUSAO
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
Anexo |. Protocolo de Pesquisa n° 58/05
Anexo Il. Folha de Aprovacao do Protocolo de Pesquisa n° 58/05
Anexo lll. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Anexo IV. Solucdes Utilizadas para a Técnica de Hematoxilina Simplificada

30
31
32
39
46
48
60
62
64



INTRODUCAO




1. INTRODUCAO

1.1. DIENTAMOEBA FRAGILIS

Desde a sua primeira descricdo em 1918, a Dientamoeba fragilis tem
sido negligenciada enquanto alvo de pesquisas para o0 seu reconhecimento
como um importante patdégeno (Jepps, Dobell, 1918).

Segundo Girginkardesler et al. (2003), com o surgimento de um
conjunto crescente de relatos de casos de varios paises ao redor do mundo,
com esse protozoario ligado as manifestacdes clinicas, tais como diarréia, dor
abdominal, flatuléncia, anorexia e, também, como causa de sindrome de
intestino irritavel, colite alérgica e diarréia em pacientes com aids, poucos
fatores justificam essa negligéncia. Embora a Dientamoeba fragilis seja mais
comumente identificada utilizando-se esfregacos fecais, ha recentes avangos
nas técnicas, bem como no aprimoramento da capacidade dos pesquisadores
para a sua deteccédo. Foram feitos progressos significativos (desenvolvimento
de técnicas moleculares, coloracdes) na classificacdo biolégica desse
protozoario que, inicialmente, foi descrito como uma ameba por Jepps, Dobell
(1918), encontrando-se, hoje, entre os protozoarios flagelados devido a sua
semelhanca com o Histomonas meleagridis (flagelado parasito de aves). A
transmissdo desse parasito € discutivel, mas € possivel que esteja
relacionada com a transmissdo de outros parasitos intestinais, como ovos de
nematodas (Enterobius vermicularis, por exemplo) ou transmisséo direta entre
homens, como descrito haqueles que tém relacdo sexual com outros homens,

conforme relatado em estudo de coorte (Amato Neto et al, 2008).



1.1.1. Taxonomia

A denominacdo Dientamoeba fragilis deve-se ao fato de ser uma
ameba entérica com uma curiosa caracteristica binucleada, com répida
tendéncia & degeneracéo ap0s a excrecao das fezes (Jepps, Dobell, 1918).

Chatton (1925) a incluiu na familia Entamoebidae. No entanto, davidas
foram levantadas por Dobell (1940) quando notou, em microscopia de luz, a
presenca de centrdbmeros e uma grande similaridade de Dientamoeba fragilis
com o Histomonas meleagridis (flagelado parasito de aves que determina a
enteropatite dos perus) transmitido pelos ovos de um nematoide parasito de
aves, 0 Heterakis gallinea, consolidando a afirmacgéo de Dobell (1940) de que
a Dientamoeba € uma forma aberrante de um flagelado, semelhante ao
Histomonas (Pessoa, 1958). Essa relacdo foi formalizada quando Grasse
(1953) retirou a Dientamoeba da familia Entamoebidade e criou uma familia
para abrigar esses dois géneros. Estudos realizados por Camp et al. (1974),
por meio de microscopia eletronica, confirmaram as observacdes de Dobell
(1940) para a classificacdo da Dientamoeba fragilis como um protozoario
flagelado. Dwyer (1972a, 1972b, 1974) mostrou a primeira relacdo com
substancias antigénicas por intermédio de métodos moleculares, entre
Dientamoeba, Histomona e Trichomonas, e a exclusdo do género Entamoeba.
Utilizou-se de uma pequena seqiiéncia do gene (cepa Bi/pa; ATCC 30948) da
Dientamoeba, sugerindo a relacdo com Dientamoeba/Histomonas e o género
Trichomonas, mas essas informacdes continuam a ser investigadas para
confirmacao.

Dwyer (1974), utilizando pequena sequéncia do gene (cepa Bi/pa;
ATCC 30948) da Dientamoeba sugeriu a relacéo com
Dientamoeba/Histomonas e o género Trichomonas, mas essas informacdes
continuam a ser investigadas para confirmacéo. Hoje, a Dientamoeba esta
classificada no filo  Sarcomastigophora, pertencente a classe
Zoomastigophorea, da ordem Trichomonadida. Por conseguinte, a familia
Endamoebidae possui quatro géneros de interesse: Entamoeba, lodamoeba,
Endolimax e Dientamoeba (Garcia, 2007).



1.1.2. Morfologia

Diferencas sutis na descricdo morfolégica da Dientamoeba sé&o
relatadas a partir do material fecal ou da cultura do protozoario (Wenrich,
1937).

Dobell (1940), em sua publicacdo original, descreveu a Dientamoeba a
partir de material fecal no qual constatou uma forma arredondada com
tamanho entre 3,5 a 12 um, movendo-se por meio de pseudopodes volumosos
e de extremidade obtusa. Relatou, ainda, que 80% dos trofozoitos, na amostra
fecal, eram binucleados e 20% monucleados. O didametro do ndcleo variava de
1 a 3 ym dependendo do tamanho do trofozoito. Internamente, o nudcleo
parecia fragmentado contendo quatro a oito granulos ausentes de cromatina
periférica Figura 1 e 2 ). O estudo ndo informou qual o material com
conservante, empregado para a observacdo morfologica da Dientamoeba
fragilis.

Ha descricdes de Dientamoeba a partir de cultura, uma vez que a
descricdo morfologica a partir de fezes ndo era considerada fidedigna, pois o
trofozoito degenerava-se rapidamente, além de ndo terem sido observados
detalhes do ndcleo em solucao salina e preparados de iodo (Windsor, Rafay,
1997).

As descricbes morfologicas confirmam a descricdo de Dobell (1940)
gue observou que a Dientamoeba nédo possui forma cistica, somente a forma
trofozoitica, facilmente destruida ap6s alguns minutos no meio exterior.

Possuem de 6 a 12 ym apresentaram de um a dois ndcleos na maioria
das espécies, e 0 seu carater morfoldgico tipico € na forma binucleada, sem
revestimento interno de cromatina na membrana; cariossoma de localizacao
central, composto de quatro a oito fragmentos de cromatina isolados,
relativamente grandes, de coloracdo preta intensa, apresentando um substrato
de substancia opaca (Amato Neto et al., 2008).

A microscopia eletronica também confirma os estudos de Camp et al.
(1974), que descreveram uma haste extranuclear entre os nucleos polares,
originando um complexo de adjacentes a um dos nucleos. A haste € composta

por dois feixes de aproximadamente 30 a 40 microtubulos, um feixe aparece a
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alguma distancia do nucleo que o outro e é, muitas vezes, visto na ranhura do
envelope nuclear. Johnson et al. (2004) revelaram na microscopia eletrénica
inclusbes arredondadas no citoplasma, que, posteriormente, foram
reconhecidas como granulos digestivos. Também sdo comumente
encontrados no citoplasma e podem conter mielina, bactérias ou amido. A
Dientamoeba alimenta-se por fagocitose e o corpo residual é liberado nos
vacuolos digestivos por exocitose.

A estrutura nuclear da Dientamoeba assemelha-se mais & do
Tricomonas flagelado do que ao da Entamoeba spp, sendo que a cromatina
ou granulos sao, muitas vezes, observados no nucleoplasma e o envelope
nuclear é composto por duas membranas. Com base em estudos de
microscopia eletrénica, a Dientamoeba fragilis foi reclassificada como uma
ameboflagelado ao invés de uma ameba e esta intimamente relacionada com

Histomonas e Trichomonas spp.

FIGURA 1. Microscopia de luz (aumento 40x) revelando Dientamoeba fragilis

na coloracéo de hematoxilina férrica simplificada.



FIGURA 2. Microscopia de luz revelando Dientamoeba fragilis tamanho (100x)
na coloracdo de hematoxilina férrica simplificada.

1.1.3. Ciclo Bioldgico e Provavel Transmisséao

O ciclo biolégico completo de Dientamoeba fragilis ainda nédo esta
elucidado, mas suposi¢cdes sdo baseadas em dados clinicos. Nos dados, 0
estagio de cisto ndo é identificado no ciclo, e o trofozoito é o Unico estagio
encontrado nas amostras de fezes de pessoas infectadas. Provavelmente, a
Dientamoeba € transmitida por via fecal-oral ligados a ovos de helmintos
(Ascaris lumbricoides, Enterobius spp) (CDC, 2009).
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FIGURA 3. Ciclo evolutivo da Dientamoeba fragilis.
FONTE: CDC (2009). Acessado em 27/07/200

1.1.4. Variedades moleculares

O género ameba apresenta um sério problema, pois revelam poucas
caracteristicas fenotipicas para se fundamentar uma espécie, sendo
necessario emprego de marcadores moleculares para identificacdo das
espécies em alguns géneros de amebas como, por exemplo, a Entamoeba
(Diamond, Clark, 1993).

Johnson, Clark (2000) identificaram a existéncia de dois tipos distintos
de Dientamoeba fragilis, com o emprego da analise de polimorfismo no
comprimento de fragmentos de restricdo de uma pequena subunidade do
RNA-Ribossomal (Ribosomal RNA - rRNA) de Dientamoeba fragilis, entre 12
isolados humanos de pacientes sintomaticos e assintomaticos, utilizando as

cepas isoladas (Bi/pa) do estudo de Camp et al. (1974).



A revelacdo de dois gendtipos distintos (gendtipo 1 e gendtipo 2) de
Dientamoeba, encontrados em apenas dois casos, nao representa a espécie
como um todo e a divergéncia na sequéncia dos genes equivale 2%,
aproximadamente. E, portanto, um assunto para debate, pois ndo existie
consenso entre os pesquisadores (Vandenberg et al.,, 2006). Os diferentes

genatipos de D.fragilis sdo referidos pelos autores como 1 e 2.

1.2. Quadro clinico

Segundo Colea et al. (1980), a Dientamoeba ndo é aceita como
patdgeno por alguns pesquisadores, devido ao fato de ter sido encontrado em
pacientes que nao tinham sintomas clinicos aparentes ou que apresentavam
outros agentes. Estudos epidemiolégicos realizados no Canada, na Inglaterra
e na Africa do Sul mostraram fortes indicios de seu potencial patogénico. Apos
relato de um estudo na india, em que o paciente apresentava ataques
intermitentes de diarréia, Hakansson (1936) foi o primeiro a propor que a
Dientamoeba ndo era apenas um inocente comensal do nosso organismo.
Yoeli (1955) observou um grande numero do protozoario Dientamoeba em
nove pacientes que relatavam dor abdominal intensa, colicas, nauseas,
vomitos, febre e fadiga, com auséncia de outros agentes patogénicos.

Numerosos estudos de diversas partes do mundo comprovaram a
associacdo entre a Dientamoeba e sintomas, principalmente, dor abdominal,
diarréia, nauseas vomitos e fadiga (Wenrich, 1937).

Algumas investigacdes demonstraram as ligacfes entre esse parasito e
infeccao biliar, prurido, colite, colite alérgica, sindrome de intestino irritavel e
diarréia em pessoas infectadas com o HIV (Stark et al., 2010). Keystone et al.
(1984) relataram que a infeccdo em criancas era mais frequentemente
associada com os sintomas clinicos do que com infeccbes em adultos. As
criancas eram, também, expostas a eosinofilia periférica com maior constancia
(Panosian, 1988; Preiss et al., 1990, 1991).

Em muitos paises, médicos e laboratérios de diagndstico, apesar de o

significativo nimero de estudos que atribuem a Dientamoeba a reputacao de



legitimo patégeno entérico, raramente a incluem no diagnostico diferencial e

no repertério de patdgenos intestinais.

1.3. DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO

1.3.1. Método para coloracédo de protozoérios

Métodos diretos que utilizam corantes temporarios como o Lugol podem
ser utilizados como auxiliares na identificacdo e diferenciacdo dos parasitos.
No entanto apresentam desvantagem quanto a presenca de material organico,
dificultando a visualizacdo das estruturas internas dos parasitos,
especialmente dos protozoarios, o que exige uma consideravel experiéncia do
pesquisador (Estevez, Levine, 1985; Machado et al., 2001). Esses
inconvenientes podem ser reduzidos por métodos de coloracdo e fixacédo
permanentes, garantindo uma definicdo clara e segura da morfologia dos
parasitos (Gardner et al., 1980; De Carli, 2001).Por esses motivos,
recomenda-se o0 uso de esfregacos corados permanentes nos exames
parasitolégicos de rotina (Jensen et al., 2000; De Carli, 2001).

Dentre as coloragbes mais comumente empregadas para o estudo dos
protozoarios intestinais, estdo a Hematoxilina Férrica (HF) (Machado et

al.,2001; Ferreira, 2003) e o tricdbmico de Weatley.

1.3.2. Coloracéo de Hematoxilina Férrica

Segundo Ferreira (2003), a coloracdo de HF tem sido tradicionalmente
recomendada para a pesquisa de protozoarios intestinais; € um meétodo
classico que traz excelentes resultados, quando todas as etapas do
procedimento forem observadas. Podem ser preparadas em fezes frescas ou

conservadas nos fixadores de Schaudin ou PVA. Por suas propriedades
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peculiares, a HF tem sido tradicionalmente recomendada para a coloragéao de
protozoarios intestinais; € um corante natural, extraido de Hematoxylon
campechianum, da familia leguminosae. Antes de seu emprego deve ser
“amadurecida’”, isto &, transformarda, por oxidacdo em hemateina, que reage
com o sulfato férricoamonio para produzir a laca férrica (HF), um corante
bésico. Habitualmente a HF é usada para corar regressivamente, as laminas
que sdo primeiramente supercoradas e anteriormente diferenciada (Ferreira,
2003).

Essa técnica tem por finalidade identificar as amebas por meio da coloracéo
de suas estruturas nucleares que tém grande afinidade pelos corantes
béasicos.

A HF tradicional é considerada excelente, porém trabalhosa, uma vez
que € necessario um parasitologista experiente para a execucdo e obtencédo
de bons resultados. Porém algumas modificagbes foram propostas para
torna-la mais rapida e préatica (Melvin, Brooke, 1982; Ferreira, 2003). A HF
simplificada pode ser feita sem perda de qualidade dos resultados, tornando-
se aplicavel a usos rotineiros. Para isso se reduz o nimero de passagens e 0s
tempos de permanéncia das laminas nos liquidos usados.

A figura 4 mostra em detalhes o procedimento de ambas as técnicas,
sendo que a coloracdo de hematoxilina tradicional € complexa, consome
tempo e requer experiéncia para assegurar que o resultado seja confiavel.
Essas dificuldades tém sido solucionadas incluindo-se novas modificacoes,
obtendo-se métodos mais curtos e menos complexos, muito dos quais,
incorporam o mordente (os ions metélicos de ferro e de aluminio, atuam como

mordente) ao corante. (Ferreira e Avila, 1996)
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HemaTOXILINA FERRICA TRADICIONAL
A partir do fixador de Shaudinn

Alcool 70% (2 minutos)

Alcool a 95% (1 minuto)
Lavagem em agua corrente (1 minuto)

Mordente (solugao de alumen de ferro 2%)
(3 minutos)

Lavagem em agua corrente (1 minuto)

Solugao de hematoxilina (5 minutos)

Lavagem em agua corrente (1 minuto)

Diferenciacao em aliimen de ferro a 2% -
duracao variavel e relacionada com a
aquisicao, pelo esfregaco, de transparéncia
adequada, determinada por experiéncia

Lavagem em agua corrente (2 minutos)
Alcool a 90% (2 minutos)

Alcool a 95% ou absoluto (2 minutos)

Alcool — creososto (2 minutos)

Creosoto de faia (2 minutos)

Montagem em balsamo-do-canada

24 minutos

HEMATOXILINA FERRICA SIMPLIFICADA
A partir do fixador de Shaudinn

Alcool 70% (1 minuto)

Lavagem em agua corrente (1 minuto)

Solugao lodada (1 minuto) Alcool 70% (1
minuto)

Lavagem em agua corrente (1 minuto)

Mordente (solugao de alimen de ferro 2%)
(1 minuto)

Alcool 70% (1 minuto)

Lavagem em agua corrente (1 minuto)

Solucao de hematoxilina (1 minuto)

Lavagem em agua corrente (1 minuto)

Se necessario fazer a Diferenciacao em
alimen de ferro a 2% - duracao variavel e
relacionada com a aquisicao, pelo
esfregaco, de transparéncia adequada,
determinada por experiéncia

Montagem em balsamo-do-canada

9 minutos

Figura 4. Diferenciacéo das metodologias da HF tradicional (De Carli, 2001) e HF
Simplificada (Ferreira,2003)

11



De acordo com Ferreira (2003), o processo de coloracdo pela
hematoxilina férrica simplificada (HFS) pode ser mais r4pido do que os
demais, uma vez que as passagens pelos alcodis e creosotos sao supridas.

A utilizacdo de fezes conservadas no fixador € o0 processo mais
recomendavel, pois ha vantagem do pouco tempo exigido na execucao, desde

que o pesquisador esteja familiarizado com a técnica.
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Utilizando-se o método direto todos os flagelados intestinais podem ser
diagnosticados com seguranca, quando apresentam motilidade.

Quanto as amebas, suas caracteristicas morfolégicas raramente

permitem um diagnodstico seguro em relacdo ao exame direto. Por esse
motivo, é aconselhdvel utilizar a coloracdo pela HFS de material fixado logo
apos a sua coloragdo. Os elementos corados, além de possibilitarem
diagnéstico seguro, sao praticamente inalteraveis, permitindo estudos
posteriores. No caso de impossibilidade de coleta de material do paciente em
local préximo ao laboratério, a coleta podera ser feita em frasco que contenha
fixador e, assim, ser transportada ao local em que serdo efetuadas as
preparacdes (Amato Neto, Baldy, 1992).
Estes autores ressaltaram que o diagndstico de Dientamoeba fragilis somente
€ possivel em material corado, uma vez que esse protozoario ndo forma cistos
e seus trofozoitos ndo apresentam caracteres morfoldgicos distinguiveis do
material ndo submetido a coloracéo.

Na coloracdo de HF utilizada por Burrows e Swerdlow (1965)
empregavam-se laminulas para preparacdo do esfregaco que ndo poderiam
sofrer secagem durante o processo, sendo as laminulas colocadas em fixador
de Schaudinn (em placas de petri) por 15 minutos para a fixacdo do
esfregaco.

As laminulas com esfregaco devem passar pelos alcodis a 50 e 70%,
respectivamente, por dois minutos, em seguida, pelo alimen de ferro por
cinco minutos, agua corrente por dois minutos, HF 5 a 19 minutos; agua
novamente por dois minutos e apds a diferenciacdo em aliumen de ferro a 2%,
deve-se passar em agua corrente por 15 minutos; alcodis a 80, 90% e
absoluto, respectivamente, por dois minutos. Posteriormente a esses
processos, passar por creosoto (aquecido) por dois minutos, secar em estufa

e examinar no microscépio. (Amato Neto, Baldy, 1992).

1.4. Diagnostico Imunologico

Atualmente, testes imunoldgicos especificos para Dientamoeba fragilis

nao estdo disponiveis na rotina laboratorial. Chan et al. (1994) foram os
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primeiros a desenvolver o método da imunofluorescéncia indireta (IFl) para
identificar o trofozoito da Dientamoeba fragilis em amostras fecais
preservadas. O soro anti-Dientamoeba, produzido em coelhos, usando a
estirpe dixenic Dientamoeba bi / pa ndo apresentou reacdes cruzadas com
nenhuma das quatro espécies de helmintos ou dez espécies de protozodrios
encontrados em seu estudo. Os autores consideraram a IFl do anticorpo
fluorescente indireta altamente especificos para Dientamoeba fragilis e foram
capazes de identificar o organismo em sete de nove confirmados positivos.

Duas amostras, com apenas um pequeno numero de trofozoitos de
Dientamoeba fragilis, apresentaram resultados questionaveis e, em um estudo
posterior, Chan et al. (1994) empregaram uma técnica de immunoblot e
descobriram que amostras de soro de pacientes com infeccbes confirmadas
para Dientamoeba fragilis reagiram com uma proteina de 39-KDa de
Dientamoeba. N&o ficou esclarecido se esta proteina poderia exercer
importancia na patogénese da doenca e se possuia quaisquer propriedades

imunoprofilaticas.

1.4.1. Diagndéstico Molecular

Poucos estudos, de acordo com a literatura pesquisada, investigaram o
potencial de deteccdo de DNA do parasita em fezes para diagnostico de
infeccBes por Dientamoeba fragilis (Peek et al., 2004).

A utilizacdo de métodos moleculares, na area do diagnostico de
doencas parasitarias, sobretudo dos sistemas que tém como base a
amplificagdo de DNA por meio da reagdo em cadeia da polimerase
(Polymerase Chain Reaction - PCR), tem mostrado grande eficacia na
confirmacédo de resultados e na determinacdo de novas espécies (Amato Neto
et al. 2008).

Portanto, segundo estes autores, a técnica da PCR ndo deve ser
aplicada na deteccao de DNA da Dientamoeba fragilis em fezes. Ademais, no
estudo realizado por Peek et al. (2004), a sensibilidade da PCR nao obteve,

tampouco, resultados satisfatorios em relagdo a microscopia, considerando-se
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que nao foram utlizadas diferentes amostras para os dois métodos de
deteccéo.

1.4.2. Cultura

O cultivo de protozoarios intestinais ndo é, geralmente, testado como
rotina em laboratérios de diagnostico (Diamond, 2002; Windsor,
Johnson,1999).

Segundo Robinson e Patricia (1968) o método de cultura pode ser
empregado com sucesso, fora de um ambiente de investigagéo.

A técnica duplicou a taxa de deteccao de 1,3 para 2,6%. Os trofozoitos
de Dientamoeba fragilis, inicialmente, aparecem como arredondados
refringentes; apds 48h de incubacdo e aproximadamente dez minutos em
temperatura ambiente, comegam a produzir pequenos e irregulares
pseuddpodes, de forma lenta.

Culturas positivas foram obtidas a partir de amostras de fezes
armazenadas em temperatura ambiente ou a 4°C por 24horas.

Sawangjaroen et al. (1993) relataram que a Dientamoeba fragilis
poderia ser cultivada a partir de fezes armazenadas por até 24horas em
temperatura ambiente, mas a 4°C apenas por dez horas.

O tamanho de Dientamoeba fragilis na cultura varia consideravelmente,
conforme Silard et al. (1979) que descreveram um intervalo de 6 a 40 ym.
Robinson e Patricia (1968) consideraram que essa medida tornou-se uma boa
referéncia para a identificagdo da Dientamoeba fragilis em cultura.

Além disso, o0 aparecimento de formas circulares marrons
avermelhadas preenchidas com amido tem auxiliado esse diagndstico. Varias
amebas intestinais possuem um bom crescimento em meios de cultura
utilizados para Dientamoeba fragilis e também absorvem amido. Apesar de
nenhuma das amebas intestinais demonstrarem as caracteristicas de
motilidade da Dientamoeba fragilis, € recomendado que o diagnéstico seja
confirmado usando um método de coloracdo adequado (Robinson e Patricia,
1968).
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1.5. TRATAMENTO

Diodohidroquinona, Tetraciclina, Metronidazol e Paramomicina foram
anteriormente utilizados para o tratamento da infec¢cdo por Dientamoeba e a
duragao desses tratamentos preconizada entre cinco e 21 dias (Turner, 1985;
Spencer et al., 1979).

Girginkardesler et al. (2003) utilizaram o secnidazol em dose Unica e 0
medicamento mostrou-se eficiente na erradicacdo da Dientamoeba. Os
pacientes foram submetidos a dose Unica, administrada apés o jantar para
melhorar a biodisponibilidade. Nao foram observados efeitos colaterais.

O secnidazol pode ser uma droga inovadora no tratamento da
dientamoebiase, administrada em dose Unica de facil aplicacao e alta eficacia.
Essa pesquisa evidenciou, também, o tratamento para Dientamoeba,
utilizando dose Unica de secnidazol, sendo 30mg/kg em criancas e 2g para
adultos (Girginkardesler et al., 2003).

Norberg et al. (2003), em seu estudo realizado no hospital Universitario,
na Suécia, observaram moderado efeito clinico do metronidazol, enquanto
Preiss et al. (1991) relataram uma taxa de 70% sucesso em dez dias de
tratamento com metronidazol. Quando esse tratamento foi seguido de
oxitetraciclina, o indice de sucesso elevou-se para 90%.

Portanto, o tratamento de escolha mais recente é realizado com
tetraciclina 500 mg, quatro vezes ao dia, via oral, durante dez dias, sendo
ministrada em criangas maiores de oito anos e adultos. Na impossibilidade do
uso de tetraciclina, a alternativa € a administracdo de metronidazol 750 mg,
trés vezes ao dia, via oral, para adultos ou 30 a 50 mg/kg/dia, em trés doses,
para criancas, durante dez dias (Gasparini, Portella, 2004).

Cimerman (2009)* afirma que, até o presente momento, ndo existe
mencao a nitazoxanida como agdo terapéutica, porém como se trata de um
protozoario  flagelado, existiia a  possibilidade terapéutica e,

consequentemente, um novo farmaco para essa protozoose

* Informacao fornecida por Sérgio Cimerman em S&o Paulo no Instituto de Infectologia Emilio Ribas,
em 2009
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1.6. Diarréia e AIDS

A diarreia € uma manifestacdo clinica comum em pacientes infectados
pelo HIV. Acomete em maior nUmero popula¢gdes de paises subdesenvolvidos,
mas apresenta-se, também nos paises desenvolvidos e, embora exerga algum
impacto nos setores de saude, raramente é fatal (Snyder , Merson, 1982;
Gaspatrini, Portella, 2004).

Na maioria dos casos, independente da regido geografica, a diarreia
tem como agentes etiol6gicos os virus e as bactérias. No entanto, algumas
vezes, 0S parasitos intestinais, principalmente, os protozoarios, também
podem causar a manifestacdo diarreica, nas areas em que as
enteroparasitoses sdo endémicas (Farthing, 1997)

Os mecanismos pelos quais 0s enteropatdgenos produzem diarreia sdo
diversos, mas pode-se dividi-los entre 0s que promovem respostas
inflamatorias sem causar dano morfolégico e os que alteram a estrutura da
mucosa intestinal, com ou sem invaséo tecidual (Farthing, 1997)

Durante infec¢gbes parasitarias podem ocorrer mudangas na motilidade
intestinal, que funcionam como uma resposta patoldgica, conduzindo a
diarreia e, também, como uma resposta adaptativa do intestino, com o
propésito de alterar o ambiente do parasito e, assim, contribuir para a
expulséo (Castro et al., 1976).

E provavel que os parasitos produzam respostas inflamatérias na
mucosa intestinal, que podem ser autolimitadas, agudas ou crbnicas. A
liberacdo local de mediadores da inflamacdo, durante a infeccéo,
possivelmente promove a secrecdo ou inibe a absorcado intestinal (Farthing,
1997). Esta bem estabelecido que a hipersensibilidade imediata, mediada por
IgE, ocorre em reacdo a alguns enteropatdgenos, o que pode contribuir para a
instalacdo da diarréia e, ao mesmo tempo, para a eliminagdo de parasitos
(Baird, O"Malley, 1993; Barrett et al., 1988).

Estudos recentes sugeriram que os disturbios de motilidade observados

em infecgbes parasitarias ndo ocorrem apenas pela presenca do parasito,
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mas resultam do seu processo inflamatério agudo produzido nas células
musculares intestinais (Castex et al., 1998).

Tanto a funcdo motora intestinal como a expulsdo de parasitos
dependem da presenca de linfocitos T; a producéo de citocinas por linfécitos
Th2 predomina nos locais de infecgéo parasitaria e a interleucina 4 é critica na
resposta imune a infec¢cdes helminticas, podendo criar um ambiente
desfavoravel ao parasito (Svetic et al., 1993; Vallance et al.,1997).

A atividade motora aumentada, aliada a inflamacao, seriam os fatores
gue contribuiriam para a eliminagéo do parasito intestinal (Nawa et al., 1994).

Portanto € possivel que a diarreia ocorra apenas em consequéncia da
tentativa do organismo do hospedeiro expulsar o agente infeccioso, afirma
Schanbacher et al. (1978), podendo ser benéfica e partir do processo
inflamatério desencadeado pelo préprio parasito, e da atividade motora
intestinal acelerada decorrente.

As parasitoses apresentam grande integracdo com a AIDS (Acquired
Immunodeficiency Syndrome - Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida).
Pesquisas da etiologia das diarreias em AIDS apontam as parasitoses como
causa em até 40% dessas manifestacdes, segundo Lew et al. (1997) apud
Cimerman (1998).

Define-se classicamente como diarreia episédios de trés evacuacdes
pastosas ou aquosas por dia, caracterizando-se ser uma patogenia bastante
comum em paciente com AIDS. Pode ser um evento maléfico a medida que o
expde a perda de peso, desnutricdo ou desidratacdo excessiva. Calcula-se
gue cerca de 50% dos portadores de HIV desenvolvam algum tipo de diarreia
durante o curso da doenca, associando a diarréia crénica e perda de peso a

uma menor sobrevida (Motta, 2002).

As sindromes diabsortivas, associadas ao quadro diarreico, prejudicam
a absorcdo de medicamentos, diminuindo seus niveis séricos terapéuticos e,
consequentemente, sua eficacia (Motta, Silva 2002).

O envolvimento do intestino no curso da AIDS é de enorme
importancia, ndo s6 pela frequéncia, mas, principalmente, pela morbidade
associada (Rachid, Schechter, 2005).
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Os principais agentes etioldgicos de diarreia, nesse grupo populacional,
sdo Shigella spp., Salmonella spp., Campylobacter jejuni, Yersinia
enterocolitica, Entamoeba histolytica/dispar, Giardia lamblia, Cryptosporidium
spp., Clostridium difficile, Herpes simplex e Citomegalovirus e neoplasias
(linfoma nao-hodgkin, Sarcoma de Kaposi).

Antes de iniciar a investigacdo diagnoéstica, convém lembrar que Vvarios
dos medicamentos utilizados por pessoas com AIDS podem levar a diarreia,
em especial, os inibidores de protease. A investigacdo diagndstica deve incluir
exame microscopio de fezes para a pesquisa de sangue oculto, leucécitos e
parasitos, além de coprocultura e hemocultura, na existénicia de febre (Rachid
, Schechter, 2005).

Exames de fezes repetidos e tratamentos empiricos devem ser
realizados antes da indicacdo de procedimentos invasivos, como a
retossigmoidoscopia e a colonoscopia que, muitas vezes, também n&o
permitem estabelecer o diagndstico (Rachid, Schechter, 2005).

Descrito pela primeira vez em 1918, por Jepps e Dobell, pouco se sabe
sobre o género Dientamoeba, ou mesmo da espécie fragilis, que apresenta
distribuicdo mundial, causando irritabilidade intestinal, associada a colite
alérgica e a diarréia em pacientes com AIDS (Gasparini, Portella, 2004;
Jonhnson et al., 2004).

A Dientamoeba fragilis, raramente é pesquisada e, em virtude de nao
haver um consenso na caracterizacdo desse protozodario, apresenta-se
somente na forma trofozoitica, que € facilmente destruida pelos métodos de
conservacao e flutuacdo, razdo pela qual ndo sdo empregados (Amato Neto et
al., 2008).

A verificagcdo da eventual presenca da Dientamoeba fragilis, no
conjunto de patdégenos que causam diarreia em pacientes com AIDS, torna-se
imprescindivel, inclusive em relacdo ao seu tratamento. Além disso, a
hematoxilina férrica simplificada mostrou-se uma técnica de rapido diagnostico

e eficaz, considerando-se a sua sensibilidade e especificidade ao protozoario.
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2. OBJETIVOS

Este estudo avalia a coloracdo de Hematoxilina Férrica Simplificada na
identificacdo da Dientamoeba fragilis, bem como verifica a prevaléncia do

protozoario associada a causas de diarreia em pacientes com HIV/AIDS.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. DELINEAMENTO DO EXPERIMENTO

Este estudo foi observacional, prospectivo e de prevaléncia. Foram
coletadas amostras de fezes de 82 pacientes provenientes do Instituto de
Infectologia Emilio Ribas (IIER) que possuiam diagndstico sorolégico positivo
para a infeccao por HIV e suspeita clinica de diarreia.

Todas as amostras clinicas foram realizadas em esfregaco fecal para a
coloracdo de Hematoxilina Férrica Simplificada, duas laminas e uma lamina
para as técnicas de sedimentacdo espontdnea (Hoffman et al. 1934),
Centrifugo - Sedimentag&o pela Formalina-Eter (Ritchie, 1948) e coloracéo de
Kynioun (Sodré, Franco, 2001). Dentre os 82 pacientes com dados clinicos
para diarreia, um tinha positividade para Dientamoeba fragilis .

Os pacientes foram previamente informados de que participariam de um
estudo clinico e concordaram mediante termo de consentimento livre e
esclarecido (ANEXO 3).

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de
Infectologia Emilio Ribas (CEP-IIER), sob o Protocolo de Pesquisa n° 58/05
autorizado em 22 de junho de 2006 (ANEXOS 1 e 2).
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3.2. LOCAL DO ESTUDO

Este estudo foi realizado no IIER, em suas diversas Unidades de
Internagdo e Ambulatérios, no periodo de setembro de 2007 a novembro de
2008. Situado em Séo Paulo/Brasil, esse hospital de Doencas Infecciosas e
Parasitarias € também um centro de Referéncia em atendimento a pacientes

com infeccédo pelo HIV/AIDS.
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3.3. COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras de fezes foram coletadas pelos préprios pacientes, em
frascos com tampa, contendo no seu interior fixador de Schaudinn. Como 0s
componentes do fixador sdo a base de mercuario os pacientes foram avisados
e orientados sobre a toxicidade do produto (0 mercurio presente no fixador
produz vapores toxicos que podem ser absorvidos pela pele, mucosas,
causando intoxicacao).

Os frascos foram devidamente etiquetados com nome, data e registro
do prontuario do paciente.

As amostras foram colocadas em caixas apropriadas e conduzidas ao

laboratorio de Parasitologia do IIER.

3.4.CRITERIOS DE INCLUSAO

 Constar no quadro clinico do paciente a diarreia, independente do nimero de
evacuacoes diarias;

* Ter idade maior ou igual a 18 anos;

* Independente do uso ou ndo de terapia antirretroviral,

» Apresentar soropositividade para HIV por meio de exame de deteccao de

anticorpos anti-HIV (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay - Elisa);
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3.5. METODOS COPROPARASITOLOGICOS

Foram empregados os métodos coproparasitologicos para deteccéo
genérica de parasitos (Sedimentacdo espontanea, Sedimentacdo por
Formalina-Eter e coloracdo de Kynioun) e um especifico para a evidenciag&o
de Dientamoeba fragilis, (coloracdo de Hematoxilina Férrica Simplificada)

3.5.1 Método de Sedimentacéo espontanea (Hoffman et al. 1934)

Este método baseia-se na sedimentacdo espontanea em agua e €
bastante eficiente para a pesquisa de ovos, larvas de helmintos e cistos de
protozoarios nas fezes (Hoffman, Pons e Janer et al., 1934).

Colocou-se a amostra em frasco de borel, com aproximadamente 10
mL de agua. Misturou-se com um bastao de vidro ou palito de madeira.

Realizou-se a filtracdo em gaze dobrada quatro vezes, em copo conico,
proprio para a sedimentacdo (125 mL). Colocou-se em repouso de duas a 24
horas; Colheu-se o sedimento no fundo do calice com uma pipeta de Pasteur,
gue é depositado em uma lamina; adicionou-se uma gota de lugol, cobriu-se
com uma laminula e procedeu-se 0 exame microscépico em objetiva 100 e

400 vezes.

3.5.2. Centrifugo - Sedimentacéo pela Formalina-Eter (Ritchie, 1948)

Este é o0 método mais utilizado para concentrar ovos e cistos, além de
elevar a possibilidade de detectar parasitos presentes em pequena quantidade
nas fezes (Ritchie, 1948).

Colocou-se 1 ou 2 g de fezes coletadas em frasco contendo 10 mL de
agua corrente; filtrou-se a suspensao por meio de gaze dobrada quatro vezes,
recebendo o filtrado em um tubo cénico de centrifuga de 15 mL; centrifugou-
se e decantou-se o sobrenadante, adicionando-se 1 a 2 mL de agua corrente

ou solucéo salina a 0,85% ao sedimento. Antes da ressuspensao, completou-
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se com agua corrente (ou solucdo salina a 0,85%) 2/3 do volume do tubo,
agitou-se e centrifugou-se. Repetiu-se a etapa quatro, até que o sobrenadante
se tornasse relativamente claro; depois que o Ultimo sobrenadante foi
decantado, ressuspendeu-se o sedimento com 1 a 2 mL de formalina a 10%
(preferencialmente a solugdo tamponada de formalina a 10%, pH neutro).
Completou-se o volume da suspensdao em 10 mL com formalina a 10%;
manteve-se em repouso durante cinco minutos; adicionados 3 mL de éter ou
acetado de etila, fechou-se o tubo e agitou-se vigorosamente, na posicao
invertida, por 30 minutos; a tampa foi removida com cautela; centrifugou-se.
Formaram-se quatro camadas: (1) sedimento no fundo do tubo
contendo os parasitos; (2) camada de formalina; (3) tampéao de detritos fecais;
e (4) camada de éter na superficie. Afrouxou-se e separou-se o tampao de
detritos das paredes do tubo com um estilete fino e, com cuidado, decantou-se
as trés camadas superiores; limparam-se as paredes do tubo com swab de
algodao, removendo os detritos remanescentes; uma pequena quantidade de
liquido que permaneceu nas paredes do tubo escorreu para o fundo, junto ao
sedimento; o liquido e o sedimento foram misturados e preparadas as laminas
para a pesquisa de ovos, lavas e cistos. O sedimento foi depositado em uma
lamina, adicionou-se uma gota de lugol, cobriu-se com uma laminula e

realizou-se o exame microscépico em objetiva 100 e 400 vezes.

3.5.3. Deteccgao de Dientamoeba fragilis

3.5.3.1. COLORACAO DA HEMATOXILINA FERRIDA SIMPLIFICADA

Neste estudo, no procedimento em que se utiliza a técnica de
Hematoxilina Férrica Simplificada (HFS) (Ferreira, 2003), foram retiradas as
passagens por diferentes tipos de alcodis, empregando-se apenas o alcool a
70%. A fixacao foi realizada a partir de dois esfregagos por amostra para a
colocacédo de HFS, em lamina e, depois, exposta a secagem em temperatura

ambiente para iniciar-se a coloracdo. O tempo da lamina nas passagens foi de
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um minuto para cada solucdo. Para os outros métodos da pesquisa foram
feitas laminas de acordo com a rotina do laboratério do hospital. J& para as
amostras diarreicas muito liquidas, a diluicdo foi minima para a obtencdo de
maior homogeneidade e, consequentemente, melhor esfregaco.

O sedimento, obtido conforme a técnica de (Ritchie, 1948), foi utilizado
para a confec¢édo de um esfregago ndo muito espesso contendo uma gota do
sedimento e uma gota de albumina de Meyer ou soro humano.

Depois de secos em temperatura ambiente foram colocados em fixador
de Schaudinn (cloreto de mercario mais alcool etilico mais &cido acético), por
um minuto (Ferreira,2003 recomenda 5min), apés o que foram lavados em
agua corrente por um minuto. Os esfregacos foram passados em alcool 70%
por um minuto; alcool iodado um minuto; alcool 70% e lavados novamente em
agua corrente por um minuto. A seguir, foram mordentados com alimen de
ferro a 2% a frio por um minuto; lavados em agua corrente por um minuto e
colocados em solucédo corante da HFS a 0,5% (preparada com no minimo 48h
de antecedéncia), por mais um minuto; e, finalmente, lavados novamente em
agua por mais um minuto.

Posteriormente a verificagdo da cor do esfregaco, mergulhou-se em
agua, esperou-se a secagem, adicionou-se uma gota de glicerina e observou-
se no microscépico com objetiva de 100 vezes.

Para a vedacdo de lamina, passou-se o esfregaco no xilol por duas
vezes, por dois minutos cada. Na montagem da lamina e da laminula p6de-se
utilizar Entellan que, depois da secagem, foram submetidas a microscopia

Otica.
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FIGURA 5. Coloragao de hematoxilina férrica simplificada

Etapas do procedimento:

Cubeta 01
Cubeta 02
Cubeta 03

Cubeta 04
Cubeta 05

Cubeta 06

Cubeta 07

Cubeta 08
Cubeta 09

Cubeta 10
Cubeta 11

Fixador de Schaudinn

Alcool

Agua

Solucao lodada

Alumén de Ferro

Figura 6. Coloracéo de HFS
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3.5.3.2 COLORACAO DE KYNIOUN

A coloracdo de Kynioun tem sido utilizada na avaliacdo de coccideos
intestinais de seres humanos como Isopora belli e Cryptosporidium sp (Sodré,
Franco, 2001).

Para cada amostra realizou-se um esfregaco em uma lamina nova
desengordurada, limpa e seca. Ap0s a secagem da lamina em temperatura
ambiente, cobriu-se a totalidade da superficie do esfregaco com solucdo de
fucsina fenicada (Kinyoun), previamente filtrada, sobre as laminas, no
momento da coloracdo, deixando-a agir por aproximadamente cinco minutos,
adicionando mais corante, caso necessario, dentro deste periodo, evitando-se
que a lamina secasse. Lava-se em agua corrente para eliminar a fucsina e em
seguida cobriu-se toda a superficie do esfregagco com a solu¢do de éalcool-
acido para descorar. Considera-se descorado quando suas partes mais
grossas conservassem somente um ligeiro tom rosado. Essa operac¢éo durou,
em geral, dois minutos; Concluida a fase de descoloracdo e eliminado o
alcool-acido, lavou-se a lamina da mesma forma como se procedeu depois da
coloracdo com a fucsina; Cobriu-se toda a superficie do esfregaco com
solucéo de azul de metileno durante 30 segundos a um minuto; Lavou-se, da
mesma forma como indicado para a fucsina e em seguida deixou-se secar em
temperatura ambiente. Observou-se ao microscépio com objetiva de imersdo
(100x);
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

A andlise descritiva das variaveis foi feita por meio das seguintes
medidas-resumo: para variaveis continuas (idade, carga viral e CD4) foram
calculadas meédia, desvio-padrdo, mediana, amplitude (valores minimo e
méaximo) e numero de pacientes. Para variaveis qualitativas foram
apresentadas frequéncia e porcentagem de ocorréncia de cada caso. Foi
calculado o intervalo com 95% de confianca para a proporcdo de casos de
Dientamoeba fragilis encontrada pelo método HFS. Foram feitos calculos de
tamanho da amostra com o propdsito de obter um intervalo de confianga (IC)
para a propor¢ao encontrada de parasitos Dientamoeba fragilis. Teoricamente,
0 numero de pacientes investigados neste estudo (82), garantiu um intervalo
com 90% de confianga em torno da porcentagem de parasitos Dientamoeba
fragilis detectada pelo método HFS, com preciséo de 4%.

Os célculos do IC foram baseados na seguinte formula:
y
P(|=-Rkd)z21-«
1

Sendo Y/n a propor¢cdo de casos encontrados na amostra (supostos
5%), PO a proporcéo na populagéo (desconhecida), d a precisao escolhida, e
a o nivel de significancia, ou o tamanho da amostra. Para a analise descritiva,
foi utilizado o software estatistico Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS), verséo 15 para Windows e para o calculo do tamanho da amostra, o
Number Cruncher Statistical Sistem (NCSS) 2004 e Power Analysis and
Sample Size (PASS) 2000 para Windows.
O teste estatistico utilizado foi o teste Qui-Quadrado de Person Odds
(p=0,03) com IC de 95% para Odds Ratio= [1,13;6,38] para verificar a chance

do resultado ser positivo ou negativo das outras técnicas em relacéo & HFS.
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4. RESULTADOS

A analise descritiva dos pacientes, visualizados na tabela 1, mostrou
82 pacientes portadores de HIV/AIDS que participaram deste estudo; na
tabela 2, dentre as amostras coletadas a quantidade de 1 amostra para cada
individuo foi de 64 amostras (78%); de 2 amostras coletadas para cada
individuo foi de 13 amostras (15,9%); de 3 amostras coletadas para cada
individuo foi de 5 amostras (6,1%). Sendo a idade média de 37 anos. Destes
pacientes, 20 (24,4%) foram do sexo feminino e 62 (75,6%) do sexo
masculino, sendo 16 (19,5%) heterossexuais e 12 (14,6%) homossexuais.

Na aquisicao do HIV 41 pacientes (50%) contrairam a doenca por meio
do sexo sem protecdo, 12 (14,6%) pelas drogas injetaveis e 5 (6,1%) por
transmisséo vertical.

Obteve-se na pesquisa de contagem de linfocitos T+CD4, variacao de 2
a 1.306 células/mm3, mediana de 51 células/mm3, bem como variacdo de 49 a
750.000 copias/ml e mediana de 26.762 copias/ml, relativamente a carga viral.

Foram relatados 20 sintomas diferentes pelos 82 participantes do
estudo. Os sintomas mais citados foram diarréia (95,1%), febre (48,8%) e
vomito (47,6%), seguido por tosse (15,9%), fraqueza e perda de peso (11%

33



Tabela 1. Caracteristicas demograficas dos 82 pacientes atendidos no IIER

Caracteristicas n=82 (%)

demograficas

Sexo Masculino 62 75,60%
Feminino 20 24,40%

Idade /Mediana 37

Carga Viral/ Mediana 26762copias/mi

CD4/ Mediana 51 células/mm3

Relagédo sexual

Homossexual 11

Heterossexual 16
Aguisicao da
doenca
Sexo sem protecao 41 50,00%
Drogas 12 14,60%
Transmisséao vertical 5 6,10%
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Tabela 2. Quantidade de amostras coletadas entre os 82 pacientes do IIER no
periodo de setembro de 2007 a novembro de 2008 para pesquisa de
Dientamoeba fragilis

Quantidade de amostras n* %
1 64 78.0%
13 15.9%
3 5 6,1%

Nesta tabela, em 64 individuos foi coletada uma amostra (78%); em 13
individuos foram coletadas duas amostras (15,9%) e em cinco foram
coletadas trés amostras.

Dentre os (n*) 82 pacientes, os resultados positivos da HFS em relacdo
a outras técnicas (Sedimentacdo espontanea, centrifugo sedimentacao e
Kinyuon) expressos em % foi de 13,4%, gerando uma diferenca
estatisticamente significante entre o0s métodos, quanto ao resultado
(Positivo/Negativo). Em meédia, a chance de o resultado ser positivo com
outras técnicas foi de 2,7 vezes maiores a chance de resultado positivo com a

HFS, como mostra a tabela 3.
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Tabela 3. Diferenca entre os resultados (Positivo/ Negativo) entre as técnicas

de HSF para pesquisa de Dientamoeba fragilis

HemaToxiLina FERRICA

ResuLTADO SIMPLIFICADA N (%) OUTRAS TECNICAS N (%)
Negativo 71 (86,6%) 58 (70,07%)
Positivo (13,4%) 24 (29,3%)
TOTAL DE PACIENTES 82(100,0%) 82 (100,0%)

Foi observada diferenca estatisticamente significante entre os métodos
(p=0,003) como visualizado na tabela 4. As outras técnicas sdo capazes de
detectar uma quantidade significativamente maior de parasitos, em relacdo a
HFS, conforme mostra na tabela 3, principalmente com relacdo a Isospora
belli, Cryptosporidium sp, Schistossoma mansoni e Strongyloides stercoralis,
gue ndo foram encontrados por meio da Hematoxicilina. Endolimax nana e
Dientamoeba fragilis foram “mais detectadas” pela Hematoxicilina, sendo que

0 Unico parasito ndo encontrado pelos Outros métodos foi a Dientamoeba.
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Tabela 4. Ocorréncia dos nove parasitos mais frequentes diagnosticados
entre os métodos estudados e a frequéncia de Dientamoeba entre os 82

pacientes do estudo.

Hematoxicilina

o Outras
_ Ferrica )
Parasitos encontrados _ o Técnicas
Simplificada
np* (%)

np* (%)
Isospora belli 0 (0.0%) 9 (11.0%)
Cryptosporidium sp 0 (0.0%) 7 (8.5%)
Entamoeba coli 4 (4.9%) 5 (6.1%)
Giardia lamblia 3 (3.7%) 3 (3.7%)
Schistossoma mansoni 0 (0.0%) 3 (3.7%)
Strongyloides stercoralis 0 (0.0%) 2 (2.4%)
Blastocystis hominis 1 (1.2%) 1 (1.2%)
Endolimax nana 3 (3.7%) 1 (1.2%)
Dientamoeba fragilis** 1 (1.2%) 0 (0.0%)

**p = 0,003 (Generalizacéo do teste exato de Fisher - Qui-Quadrado para
tabelas com frequéncias esperadas inferiores a cinco unidades)

*numero de pacientes (np)=82
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Tabela 5. Frequéncias dos parasitos, considerando o niumero de ocorréncias

(total de pacientes) comparando os métodos de Hoffman, Ritchie e Kynion.

Parasitos / Técnicas Hematoxilina Hoffman Ritchie Kynion
Feérrica
Simplificada
np* (%)  np* (%) np* (%) np* (%)

Blastocystis 1 1,2% 1 1,2% 1 1,2% 1 1,2%
hominis

Dientamoeba fragilis** 1 1,2% 0  0,0% 0 0,0% 0 0,0%
Endolimax nana 2 2,4% 3 3,7% 3 3,7% 0 0,0%
Entamoeba coli 3 3,7% 3 3,7% 3 3,7% 0 0,0%
Entamoeba coli/E.nana 1 1,2% 1 1,2% 1 1,2% 0 0,0%
Giardia lamblia 0 0,00 0 0,0% 3 3,7% 0 0,0%
Schistossoma mansoni 0 0,0% 1 1,2% 0 0,0 0 0,0%
Strongyloides stercoralis 0 0,0% 2 2,4% 2 24% 0 0,0%
S.stercoralis / S.mansoni 0 0,0% 3 3,7% 3 3,7% 0 0,0%
Isospora belli 0 0,00 0 0,0% 0 0,0% 6 7,3%
Cryptosporidium sp 0 0,0% O 0,0% 0 0,0% 9 11,0%

** n < 0,001 (Generalizacédo do teste exato de Fisher — Qui-Quadrado para tabelas com frequiéncias

esperadas inferiores a 5 unidades).

*nimero de pacientes (np)=82
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6. DISCUSSAO

A diarreia caracterizada por episodios superiores a trés evacuacoes
pastosas ou aquosas por dia € um problema comum no paciente HIV positivo
(HIV+) e pode ser um evento desastroso a medida que o expbe a perda de
peso, desnutricdo ou desidratacdo excessiva. Calcula-se que cerca de 50%
dos portadores de HIV desenvolvam algum tipo de diarréia, durante o curso da
doenca e varios estudos associam diarréia crénica e perda de peso a menor
sobrevida (Motta,Silva 2002).

O trato gastrointestinal desempenha um papel critico na patogenia da
aids, devido a eventos imunolégicos na mucosa gastrointestinal que suprimem
sua funcdo imunolédgica e, conseqientemente, alteram os mecanismos de
defesa inespecificos do intestino (Smith, 1993).

Nos dados provenientes do ultimo boletim epidemiolégico de AIDS do
Ministério da Saude do Brasil de 2008, foram identificados 506.499 casos. O
padrao de categoria de exposi¢ao ao HIV, observado na populagdo estudada,
segue a tendéncia epidemioldgica documentada pela casuistica de AIDS no
Brasil, na qual o Ministério da Saude aponta o contato sexual como principal
forma de transmisséo da doenca que, no periodo correspondente entre 1980 e
junho de 2008, foi responsavel por 78% dos casos identificados em homens e
por 71% entre as mulheres (Ministério da Saude, 2009).

A populacdo pesquisada neste estudo corresponde ao padrao
epidemioldgico classico da AIDS, conforme se observa nos dados reportados
pelo Ministério da Saude do Brasil de 2008. A maioria dos pacientes é de
adultos jovens, com meédia de 37 anos de idade, 75,6% pertencem ao género
masculino e 24,4% ao género feminino. A aquisicdo do HIV, neste estudo,
deveu-se a prética sexual sem protecao (46,3%). Estas evidéncias traduzem a
realidade mundial, com grande nimero de novas infec¢des adquiridas por via
sexual e um substancial aumento de casos em mulheres (Quinn, 1996;
Tarantola e Mann, 1996).

As amostras de fezes foram coletadas em frascos contendo
conservante (Schaudinn), que possibilitou preservar o material fecal, cujo

processo exige no maximo, apos a coleta do paciente. Uma vez que 0s
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trofozoitos de Dientamoeba fragilis degeneram rapidamente tornam-se dificil
de reconstituir. Por esta razdo, as amostras fecais devem ser imediatamente
colocadas no fixador (Yang, Scholten, 1977). Dobell, O’Connor (1921)
utilizaram o fixador de Schaudinn com a coloragcéao de HFS.

No periodo de coleta das amostras, uma mudanca repentina de
diretoria do laborat6rio colaborador deste estudo permitiu somente a coleta de
105 amostras para 82 pacientes participantes do estudo; mesmo assim, a
coloracéo especifica de HFS detectou 1,2% do parasito Dientamoeba fragilis.
Esse fato pode ter refletido na detecgdo de um menor numero de casos de
Dientamoeba e, também, segundo relato de Cimerman (1998), em seu estudo
na cidade de Sao Paulo, a infestacdo por causa dos quadros de amebiase,
seja em torno de 1%.

Este estudo adotou o fixador de Schaudinn com o cloreto de mercurio,
de acordo com os estudos de Horen (1981), no qual afirma que o nucleo da
Dientamoeba fragilis cora-se melhor, assim como a agua nao foi aquecida
durante o preparo do cloreto de mercurio, conforme recomenda a técnica
tradicional para HFS, devido a toxicidade dos vapores de mercurio. Apenas
dissolveu-se bem o cloreto com um bastdo de vidro em agua, tornando a
solucéo saturada. Verificou-se que a coloracéo de HFS, realizada por Ferreira
(2003), apresentou reducdo do tempo do processo que consumia apenas
cinco minutos, comparando-se a técnica tradicional de HF que era de mais de
30 minutos (Moura et al., 2006).

Garcia (2007) sugere utilizar albumina para aderéncia do esfregago
fecal na lamina ao utilizar o fixador de schaudinn. Neste estudo, deixou-se
secar o esfregaco em temperatura ambiente e a reducdo do tempo de
permanéncia da lamina nos reagentes foi de um minuto para cada lamina e as
passagens dos reagentes e no fixador de Schaudinn, foram também de um
minuto, 0 que ndo acarretou nenhuma alteragdo do resultado, tornando-se
aplicavel aos laboratérios de rotina, sem, contudo, perder a qualidade da
coloragéo.

A técnica apresentou-se muito satisfatoria para a deteccdo da
Dientamoeba fragilis em pacientes com aids, além de custo mais baixo na
aquisicdo dos reagentes e reducdo do numero de etapas na liberacdo do

resultado, trazendo beneficios aos laboratorios de rotina.
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No presente estudo as solugbes eram semanalmente substituidas e,
como um controle interno da HFS, destilava-se uma gota da HFS proxima a
uma gota da solucdo alumen de ferro em papel filtro ou em papel toalha, ao
surgir um traco negro entre as duas solucbes (laca férrica) a coloracéo
mostrava-se em condi¢cdes de uso.

Recomenda-se que, se no contato com a HFS por um minuto o
esfregaco tornar-se muito escuro, voltar ao procedimento da solucdo alimen
de ferro e, posteriormente, ao da agua até a obtencéo da cor desejada (que
deve atingir um cinza-azulado) do esfregaco.

Neste estudo néo foi observada correlacdo de significancia estatistica
entre a contagem de células linfociticas auxiliadoras T+CD4 e o aparecimento
ou auséncia de algum parasito especial.

Gasparini, Portella (2004) relataram a coinfeccao entre pacientes com
enterobiase e Dientamoeba fragilis. No presente estudo n&o foi observada a
coinfeccdo por Dientamoeba fragilis, Enterobius vermicularis ou a transmisséo
por ovos de Nematoides, como reportou Healy, 1990; Lagacé-Wiens et
al.(2006).

Muito embora, tanto este estudo quanto o de Méndez et al. (1994),
possuam a mesma linha de pesquisa com pacientes HIV/AIDS notam-se
algumas divergéncias. Méndez et al. (1994) obtiveram, em 82 pacientes, pelos
métodos de Ritchie e Faust, 10,6% do parasito Dientamoeba fragilis em dois
pacientes.

Neste estudo, ndo foi encontrada diferenga estatisticamente significante
como mostram as tabelas 6 e 7 entre os métodos Hoffman e Hematoxilina
Férrica Simplificada (p = 0,216), métodos Ritchie e Hematoxilina Férrica
Simplificada (p = 0,244), apesar de alguns parasitos (Giardia lamblia,
Schistosoma mansoni, Strongyloides stercoralis e Strongyloides stercoralis/
Schistosoma mansoni) serem mais detectados apenas no metodo Hoffman. A
Dientamoeba fragilis foi detectada em 82 pacientes 1,2% pela Hematoxilina
Férrica Simplificada e foi o Unico parasito ndo detectado pelo método de
Hoffman e Ritchie devido ao fato que HFS € uma coloracdo mais apropriada
para a pesquisa de trofozoitos, segundo Garcia (2007).

Foi encontrada diferencga estatisticamente significante entre os métodos

Kynion e Hematoxilina Férrica Simplificada (p < 0,001) visualizado na tabela 8.
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A Hematoxilina Férrica Simplificada foi capaz de detectar uma quantidade
significativamente maior de parasitas, em relacdo ao Kynion, sendo este
método considerado o “padrdo ouro” para a identificacdo de oocistos
(Cryptosporidium, Cyclospora cayetanensis e Isopora belli) reportado por
Amato et al.(2008). Observa-se, além disso, neste estudo que todos 0s
parasitas encontrados em uma das técnicas séo diferentes dos encontrados
na outra técnica.

Cimerman (1998), concluiu que as maiores incidéncias de 27,4% para
Endolimax nana, 22,6% para Entamoeba coli, 21,9% para Strongyloides
stercoralis, 13% para Giardia lamblia, 12,3% para Isospora belli, 8,2% para
Ascaris lumbricoides e 6,8% para Cryptosporidium sp, foram detectadas
utilizando outros métodos parasitologicos (exame direto, Hoffman, Ritchie,
Kato-Katz, coloracdo Kinyoun) em 200 exames de fezes, em pessoas HIV
positivas e negativas. Essas porcentagens sao discordantes da atual
pesquisa, talvez em funcdo do menor nimero de pacientes utilizados (82) e da
nao utilizagdo da HFS para detectar Dientamoeba.

Lagacé-Wiens et al.(2006) reportaram em seu estudo com 6.363
pacientes, num periodo de doze meses, com media de 1, 74 de amostras por
paciente; dentre estas, 150 amostras positivas com Dientamoeba fragilis, 100
amostras positivas para Entamoeba histolytica/dispar, mas néo foi relatada a
metodologia empregada e os pacientes ndo eram portadores de AIDS. Em
divergencia com o0 nosso estudo que utilizou a metodologia de Hematoxilina
Férrica Simplificada em um total de 82 pacientes e encontrou 1,2% para
Dientamoeba fragilis.

Girginkardester et al. (2003) relataram que, dentre 400 pacientes
estudados no Departamento de Parasitologia da Universidade de Cela Bayar
(Turquia) foram observados 32 pacientes com quadro de diarreia e dores
abdominais associada a Dientamoeba fragilis. A coloracdo de HF foi adotada
como obrigatoriedade. Essa discordancia, talvez, tenha ocorrido em funcéo do
namero de pacientes estudados que, neste estudo foi menor.

Lainson, Silva (1999) utilizaram a técnica de Giemsa em 34 pacientes
positivos para HIV e detectaram 3% de Dientamoeba fragilis, afirmando,
porém, sobre a necessidade de uma técnica especifica para amebas. Assim

sendo, este estudo comprovou que a HFS € o método mais adequado para a
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deteccdo da Dientamoeba fragilis, dentre os aplicados na rotina laboratorial,
conforme ensinaram Amato, Correia (1991): “Para a comprovagao dos tipos
de protozoarios (...) é util a coloragao pela hematoxilina férrica”.

O paciente positivo para Dientamoeba fragilis em nosso estudo mostrou
caracteristicas e sintomas clinicos dentro dos padrées normais em relacdo a
populacdo com AIDS.

Portanto o objetivo geral deste trabalho foi avaliar a eficacia da
coloracdo de Hematoxilina Férrica Simplificada na identificacdo da
Dientamoeba fragilis, bem como verificar a prevaléncia do protozoario
associada a causas de diarréia em pacientes com HIV/AIDS. Entre os
diversos artigos cientificos analisados, houve divergéncia em relacdo a
metodologia empregada, divergéncia entre a populacdo o0 numero de
pacientes estudados, uma vez que citam a existéncia deste parasito por
diversas técnicas como relataram Méndez et al. 1994; Lagacé-Wiens et
al.(2006); Girginkardester et al (2003).

Explica-se tal situacdo que, em muitas vezes, 0s laboratérios
desconhecem as técnicas de coloracdo, ficando o paciente sem um
diagndstico preciso.

Progressos significativos tém sido realizados com intuito de classificar
Dientamoeba fragilis. Embora, inicialmente, fosse considerada uma ameba, a
analise das pequenas subunidades de rRNA mostrou uma relacdo muito
estreita com as Histomonas.

Estudos moleculares recentes poderiam auxiliar na elucidacdo dessas
diferentes observacdes. Ja foram identificados geneticamente dois tipos
distintos de Dientamoeba, que podem demonstrar diferentes graus de
viruléncia.

A exatiddo dos testes diagnosticos para Dientamoeba necessita de
estudos comprobatdrios; assim deveriam ser utilizados outros métodos como
as pesquisas moleculares (PCR), imunofluorescéncia entre outros.

Consequentemente € pouco provavel a substituicdo da coloracdo
permanente em parasitologia para a definicdo do diagndstico de Dientamoeba
fragilis, pois € um método simples rapido, de facil manejo, como apresentado
na descri¢do da técnica de HFS deste estudo. As desvantagens encontram-se

nas variagcdes dos procedimentos do diagnostico parasitologico de rotina,
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utiizados em diferentes laboratorios, que podem ser responsaveis pela
disparidade dos resultados.

Infelizmente, ainda existe diferenca de opinido sobre o significado
clinico desse organismo como um patégeno humano. As provas
circunstanciais sugerem que a Dientamoeba € patogénica, com base,
principalmente, na observacao de que ha relatos de casos de vérias partes do
mundo. No entanto ndo se pode negar que ha pacientes que abrigam esse
organismo, mas que nao exibem seus sinais clinicos.

Existem grandes lacunas no estado atual do conhecimento sobre a
viruléncia, a patogenicidade e o modo de transmissdo da Dientamoeba fragilis.
No entanto jA ndo se justifica a negligéncia no diagndstico laboratorial da
Dientamoeba fragilis, que deveria ser incluida na lista de potenciais
responsaveis em casos inexplicaveis de diarréia crbnica, dor abdominal,
fadiga, flatuléncia e anorexia, e mesmo em pacientes com sindrome do
intestino irritdvel e em pacientes positivos para HIV com diarréia.

Um estudo comparativo, em pacientes com sorologia positiva para HIV
e pacientes com sorologia negativa, entre as técnicas de HFS e PCR para
detectar-se a Dientamoeba fragilis seria de grande beneficio para o tratamento

adequado da diarréia ocasionada por esse patdgeno.
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7. CONCLUSAO

A coloracdo de hematoxilina férrica simplificada mostrou-se satisfatoria
na deteccdo da Dientamoeba fragilis, além de ser uma técnica rapida e pratica
para diagnostico em laboratorio de rotina, comparando-se com outros
meétodos de coloracdo. A Dientamoeba fragilis foi associada a uma das causas

de diarréia em HIV/AIDS em nosso grupo populacional.
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SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DOS SERVIGOS DE SAUDE
INSTITUTO DE INFECTOLOGIA "EMILIO RIBAS"
comité DE E11ICA EM PESQUISA
Av. Dr. Arnaldo, 185 - Cerqueira César - Slo Paulo - SP
CEP; 01246-900 - TEL: 3896-1406

PARECER

PROTOCOLO DE PESQUISA N.°58/(5  Data da entrada:

PARECER N.o 046/2006 Sessdo: 22/02/2006

Titulo da Pesquisa: “Infecgdo por Dientamoeba fragilis em doentes com AIDS”

Investigador Principal: Wilma Assungdo Juliano

CONSIDERAGOES: O Comité de FEtica em Pesquisa considera
respondidas as pendéncias do parecer anterior e aprova o estudo.

(X) APROVADO

( ) APROVADO COM RECOMENDACGE'S

( ) REPROVADO

() COM PENDENCIAS- OBS.: a ouséncia de resposta em 60 dias,
acarretard em arquivamento do processo por falta de interesse do

pesquisador. ]
TEMATICA ESPECIAL O SIM O NAO
CONEP D SIM 0O NAO

SVS (SECRETARIA DE VIGILANCIA SANITARIA) O SIM 0O NAO

Q < ~7J[7M-4—‘€.ol Ly
*Pe. Jbio Inadin Mildner
Comité de Etica em Pesquisas - LLE.R
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SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE

COORDENADORIA DE SERVICOS DE SAUDE
INSTITUTO DE INFECTOLOGIA EMILIO RIBAS
DIRETORIA DI: DIVISAD CIENTIFICA
SERVIGO DE ENSINO E PESQUISA

DIVISAQ CIENTIFICA

PROTOCOLO DE PESQUISA N° 58/05
TITULO: “INFECCAO POR DIENTAMOEBA FRAGILIS EM DOENTES COM AIDS”

PESQUISADOR RESPONSAVEL NO IIER: WILMA ASSUNCAO IULIANO
AUTORA PRINCIPAL: JULIANA ALVES 5ARCIA
ORIENTADOR: SERGIO CIMERMAN

] Devidamente aprovado pela Comissdo Cientifica, Comité de
Etica em Pesquisa, Diretoria Técnica de Departamento deste Instituto e regular
quanto as informacdes sobre financianento do projeto, o protocolo de pesquisa

acima estd. AUTORIZADQ para ter inicio.

Registre-se. Comunique-se.

S3o Paulo, 22 de jur:ho de 2006.

ulz'éi HelenaF. R. Carvalho

Profa. Dra. a
quisas e Trabalhos Cientificos

Chefe da Segdo de
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ANEXO llI.
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
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Instituto de Infectologia Emilio Ribas

Comité de Etica em Pesquisa
Av. Dr. Arnaldo, 165 CEP 01246900/ telefone: (11) 3896-1406

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Pessoas que tém aids podem sofrer de diarréia. A causa nem sempre fica conhecida ¢ isso impede
tratamento adequado. I possivel que estejam influindo causas ainda nlio lembradas. Por isso,
julgamos necessdrio verificar se a Dientamoeba fragills, parasita geralmente esquecido, pode ser
uma dessas causa. Desejamos, entdio, realizar exame das fezes por meio de coleta e pesquisa
apropriadas doste parasita. E um procedimento totalmente sem perigo para vocd. Se houver
necessidade, conforme resultado obtido, o tratamento serd administrado pelo seu médico,

Nome paciente:...

Assinatura paciente: ...,

B i T Lt e sy me responsabilizo Por..........uwesmeens AT
DR ciiisisvivenisaiis

Assinatura do Responsével Data

..................................

Prof. Dr. Sérgio Cimerman
Assinatura Orientador
(contato:8377-7272)

Wilma Assungfio Iuliano
Assinatura Pesquisador ITER
(contato ramal IIER 1427)

.............................................

Juliana Alves Garcia
Assinatura Pesquisador
( contato 7373-9321)

Dr. Wladimir Queiroz
Coordenador do Comité de Etica do IIER
(contato: 3896-1406)
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ANEXO IV.
SOLUCOES UTILIZADAS PARA A TECNICA DE
HEMATOXILINA SIMPLIFICADA
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Solucdes utilizadas para a Técnica de Hematoxilina Simplificada
(Ferreira, 2003)

A Solucao de Schaudinn
* Bicloreto de Mercurio (solucao saturada) 200ml
» Alcool absoluto
» Alcool acético glacial el
15ml a cada 100ml
da mistura

Obs.: Cloreto de mercurio solubilidade em agua 6,59/100ml a 20°C ou
48g/100ml a 100°C.

B Solucao lodado
» Alcool a 70% 98ml
= Tintura de iodo a 2% 2ml

Obs: Dissolve-se 2g de iodo em 100ml de alcool acrescentando alguns cristais
de iodeto de potassio (cerca de 2g).

Cc Solucao de Alumen de Ferro
* Alimen de ferro (ou sulfato férrico amoénio) 29
» Agua destilada 98ml

Obs.: Guardar em frasco ambar.
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