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RESUMO. Amebíase invasiva, causada por Entamoeba histolytica, é microscopicamente 

indistinguível da espécie não-patogênica Entamoeba dispar. Com auxílio de ferramentas de 
bioinformática, objetivou-se diferenciar Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar por técnicas 
moleculares. A análise foi realizada a partir do banco de dados da National Center for 
Biotechnology Information; pela pesquisa de similaridade de sequências, elegeu-se o gene da 
cisteína sintase. Um par de primer foi desenhado (programa Web Primer) e foi selecionada a 
enzima de restrição TaqI (programa Web Cutter). Após a atuação da enzima, o fragmento foi 
dividido em dois, um com 255 pb e outro com 554 pb, padrão característico da E. histolytica. 
Na ausência de corte, o fragmento apresentou o tamanho de 809 pb, referente à E. dispar. 

Palavras-chave: Entamoeba histolytica, Entamoeba dispar, PCR, bioinformática. 

ABSTRACT. Molecular discrimination of Entamoeba histolytica and Entamoeba dispar 

by bioinformatics resources. Under microscopic conditions, the invasive Entamoeba 

histolytica is indistinguishable from the non-pathogenic species Entamoeba dispar. In this way, 
the present study was carried out to determine a molecular strategy for discriminating both 
species by the mechanisms of bioinformatics. The gene cysteine synthetase was considered 
for such a purpose by using the resources of the National Center for Biotechnology 
Information data bank in the search for similarities in the gene sequence. In this way, a 
primer pair was designed by the Web Primer program and the restriction enzyme TaqI was 
selected by the Web Cutter software program. The DNA fragment had a size of 809 bp 
before cutting, which is consistent with E. dispar. The gene fragment was partitioned in a 
first fragment with 255 bp and a second one with 554 bp, which is similar to the genetic 
characteristics of E. histolytica.  

Key words: Entamoeba histolytica, Entamoeba dispar, PCR, bioinformatics. 

IntroduçãoIntroduçãoIntroduçãoIntrodução    

As parasitoses intestinais representam um dos 
grandes problemas médico-sanitários à sociedade, 
pela frequência com que ocorrem e, especialmente, 
pela possibilidade de incapacitar o indivíduo 
atingido, ou mesmo levá-lo a óbito (Neves, 2005). 
No Brasil, as parasitoses intestinais constituem um 
grave problema de saúde, pela dificuldade de acesso 
ao saneamento básico e pelas condições 
socioeconômicas precárias de grande parte da 
população (Brasileiro, 2002). 

Amebíase invasiva é um grave problema de saúde 
em muitos países tropicais (Kimura et al., 1997). 
Estima-se que, no mundo, 50 milhões de indivíduos 
adoeçam anualmente por amebíase, com 100.000 
mortes por ano (Martinez-Palomo e Espinoza-
Cantellano, 1998). No Brasil, pelas diferenças sociais, 
 

econômicas e culturais do país, além da diversidade 

geográfica, as comparações são incompletas e difíceis de 

serem elaboradas. De maneira geral, na Região Sul e 

Sudeste, a incidência de E. histolytica e E. dispar varia de 

2,5 a 11%; na Região Amazônica, chega a 19% e, nas 

demais regiões, apresenta cerca de 10% (Nozaki et al., 

1990; Neves et al., 2002). Entretanto, portadores 

assintomáticos de E. histolytica e E. dispar são, 

frequentemente, encontrados em todas as regiões, com 

exceção da Região Norte, onde a doença apresenta a 

forma mais séria, tanto intestinal quanto extraintestinal 

(Cunha et al., 1977), sendo considerada um grave 

problema de saúde na região metropolitana de Belém 

(Silva et al., 2005). 
Entamoeba histolytica e E. dispar são duas espécies 

estreitamente relacionadas, mas genética (Tannich  
et al., 1989; Tannich e Burchard, 1991; Diamond e 
Clark, 1993; Petter et al., 1993) e bioquimicamente 
distintas (Sergeaunt  et al., 1978; Ortner et al., 1997). 
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Embora ambas possam colonizar o intestino humano e 
sejam indistinguíveis por critérios morfológicos, 
somente a E. histolytica pode invadir os tecidos e causar 
doenças, como colite hemorrágica ou abscessos 
extraintestinais (Willhoeft et al., 1999). Pode-se afirmar 
que, pelo menos 90% das infecções, antes prescritas 
como causadas por E. histolytica, sejam em consequência 
da E. dispar (Zaki e Clark, 2001). 

A detecção e a diferenciação entre as duas 
espécies fazem-se necessárias, pois, além de E. dispar 
ser três a dez vezes mais frequente que E. histolytica, 

ela não é patogênica, não necessitando medicar o 
indivíduo (Villela, 2002). Segundo este autor, a não-
diferenciação entre essas espécies leva a tratamentos 
desnecessários, com drogas que são potencialmente 
tóxicas e, em muitos casos, ineficazes. Portanto, 
fazer a diferenciação entre os dois organismos é de 
grande importância clínica. 

Alguns testes têm sido empregados na diferenciação 
entre E. histolytica e E. dispar, como por exemplo, tipagem 
com anticorpos monoclonais contra antígenos 
específicos de superfície (adesinas), por meio da análise 
do RNA microssomal, análise do polimorfismo de 
fragmentos de restrição (Villela, 2002) e ELISA (Sharma 
et al., 1999). Entretanto, os trabalhos encontrados, que 
envolvem técnicas de biologia molecular, utilizam meios 
de cultura para o crescimento celular (Clark e Diamond, 
1991; Britten et al., 1997; Zindrou et al., 2001), tornando 
o método muito laborioso. Raros são os trabalhos que 
oferecem metodologia mais simplificada para a 
diferenciação por PCR (Evangelopoulos et al., 2000) ou 
por PCR seguido de digestão com enzimas de restrição 
(Tannich e Burchard, 1991) e, quando algumas 
metodologias são comparadas, há vantagem do uso da 
PCR (Evangelopoulos et al., 2001). Todavia, o 
diagnóstico oferecido pela grande maioria dos 
laboratórios no Brasil não distingue as duas espécies.  

O presente estudo teve como objetivo diferenciar 
Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar por 
intermédio das ferramentas da bioinformática, 
oferecendo mais uma opção de análise por meio de 
PCR seguido de digestão com enzima de restrição. 

Material e métodosMaterial e métodosMaterial e métodosMaterial e métodos    

Este trabalho compreendeu buscas em banco de 
dados genéticos (National Center for Biotechnology 
Information, National Institutes of Health, USA 
(NCBI, 2002) por genes que fossem similares nas 
duas espécies em estudo (E. histolytica e E. dispar), 
porém diferentes do DNA humano ou bacteriano. 
Após a escolha do gene apropriado, foi iniciada a 
busca por diferenças entre as duas sequências de 
DNA com a utilização de enzimas de restrição. 
Primers específicos foram desenhados para que 

apenas a região de interesse pudesse ser amplificada 
para análise e elaboração do diagnóstico por DNA 
genômico. O trabalho foi constituído por análise 
computacional e análise laboratorial. 

Escolha do gene de interesseEscolha do gene de interesseEscolha do gene de interesseEscolha do gene de interesse    

Para a escolha do fragmento de DNA, foram 

estabelecidos alguns critérios. Não foram utilizados 

segmentos de DNA obtidos por transcrição reversa 

de RNA mensageiro, o DNA complementar 

(cDNA). Outro critério foi a desconsideração de 

sequências de DNA muito semelhantes ao DNA 

humano ou bacteriano. 

Duas sequências gênicas da cisteína sintase foram 

obtidas do NCBI – Nucleotides, uma de E. histolytica 

(AB000266) e outra de E. dispar (AB028631). Estas 

sequências foram comparadas entre si utilizando-se o 

programa Blast (Altschul et al., 1997). 

Análise de restriçãoAnálise de restriçãoAnálise de restriçãoAnálise de restrição    

As sequências de DNA do gene da cisteína 

sintase de E. histolytica e E. dispar foram analisadas 

pelo programa WebCutter (www.firstmarket.com/ 

cutter/cut2.html). Foi elaborado um mapa de 

restrição com base nas enzimas que reconheciam e 

digeriam a sequência de DNA apenas uma vez.  

Os mapas de restrição resultantes foram 

comparados entre si para que se detectasse uma 

enzima apropriada. Foi selecionada a enzima de 

restrição que reconheceu apenas uma das sequências 

de DNA, a sequência de E. histolytica. 

Desenho dos Desenho dos Desenho dos Desenho dos primersprimersprimersprimers    

As sequências de DNA dos genes da cisteína sintase 

de E. histolytica e de E. dispar foram submetidas ao 

programa Web Primer (http://alces.med.umn.edu/ 

websub.html). Os parâmetros fornecidos para que o 

programa pudesse sugerir pares de primers foram: 

tamanho entre 19 a 27 bases; temperatura de 

anelamento variando entre 64 a 68ºC; dez primers 

diretos (D) e dez primers reversos (R). Os demais 

parâmetros do programa não foram alterados. 

Os dez pares de primers sugeridos pelo programa 

foram analisados para que o par adequado fosse 

separado. Para isso, cada primer foi calculado 

individualmente quanto à temperatura de 

anelamento e variação de energia livre (∆G), 

conforme descrito por Rychlik (1993). 

Para a escolha dos primers também foram 

consideradas suas posições na sequência de DNA, de 

modo que primers D e R posicionados muito distantes 

ou muito próximos um do outro foram desprezados. 
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Isolamento das amebasIsolamento das amebasIsolamento das amebasIsolamento das amebas    

Por centrífugo-flutuação em sulfato de zinco 
(Faust et al., 1939), as amebas foram separadas das 
fezes. Cinco gramas de fezes foram homogeneizadas 
em 10 mL de água destilada e, em seguida, filtradas 
em gaze dobrada quatro vezes. O filtrado foi 
centrifugado por 1 min. a 2.500 rpm. O pellet foi 
ressuspendido em água. Esta operação foi repetida 
três vezes, quando resultou em líquido sobrenadante 
de cor clara. O sobrenadante foi desprezado e o pellet 
ressuspendido em solução de sulfato de zinco a 33%, 
densidade de 1,18 g mL-1. Os tubos foram levados à 
centrifugação por 1 min. a 2.500 rpm, e o 
sobrenadante foi utilizado para a extração do DNA. 

Isolamento do DNAIsolamento do DNAIsolamento do DNAIsolamento do DNA    

Em um microtubo de 2 mL foram colocados 200 

µL da suspensão obtida no passo anterior e 500 µL 
do tampão de lise: 100 mM Tris-HCl, pH 8,0; 1,4 
M NaCl; 2 M EDTA; 2% brometo de 

hexadeciltrimetilamonio (CTAB), 0,2% β-
mercaptoetanol. O material foi agitado vigorosamente 
em vortex. Após ter sido incubado em banho-maria, a 

65ºC, por 1h, o material foi centrifugado a 14.000 rpm 
por 2 min. O sobrenadante foi transferido para outro 

tubo contendo 500 µL de clorofórmio:álcool isoamílico 
(24:1). Após homogeneização e nova centrifugação a 
14.000 rpm, por 15 min., o sobrenadante foi transferido 

para outro tubo, onde foram adicionados 250 µL de 
isopropanol, homogeneizado e mantido a 4ºC por 30 
min. Após nova centrifugação de 30 min. a 14.000 rpm, 
o sobrenadante foi descartado e o pellet lavado em 1 mL 
de etanol a 75%, por duas vezes. Ao pellet foi adicionado 
tampão Tris:EDTA (TE). O DNA extraído foi mantido 
a –20ºC (solução estoque) e a 4ºC (solução uso). 

Amplificação do fragmentAmplificação do fragmentAmplificação do fragmentAmplificação do fragmentoooo    

A reação de amplificação foi realizada com 2,5 

unidades de Taq DNA polimerase em 50 µL de 
volume final da reação. Os reagentes utilizados 
foram: 10 mM Tris (pH 8,3), 50 mM KCl, 1,5 mM 

de MgCl, 200 µM de desoxinucleotídeos trifosfato, 

1,0 µM de cada primer e diferentes concentrações de 

DNA. 
O programa no termociclador consistiu de um 

passo inicial de desnaturação a 94ºC, por 3 min., 30 
ciclos de amplificação, compreendendo desnaturação 
das fitas de DNA a 94ºC, por 1 min., anelamento 
dos primers a 42ºC, por 2 min., e extensão do 
fragmento a 72ºC, por 2 min. Ao final, seguiu-se 
mais um passo de extensão a 72ºC, por 5 min. 

O resultado da reação foi analisado em gel de 

agarose a 1%, corado em brometo de etídeo e 

observado em transiluminador de luz ultravioleta. 

Resultados e discussãoResultados e discussãoResultados e discussãoResultados e discussão    

As principais ferramentas da bioinformática são 
os programas de computadores e os bancos de dados 

disponíveis na internet, atividade fundamental para a 
análise de sequências de DNA e proteínas (Bayat, 
2002). Este instrumento é capaz de oferecer 
aumento de velocidade na análise de sequências de 
DNAs de diferentes fontes, na comparação de 
variabilidades e na previsão de resultados de análises. 

Alguns genes de E. histolytica e E. dispar foram 
selecionados, como, por exemplo, o gene da 
hexoquinase, da peroxidoxina e da cisteína, após a 
busca em banco de dados. Foi escolhido o gene da 
cisteína sintase por se enquadrar nas exigências 
estabelecidas e, principalmente, por se tratar de um 
DNA genômico, diferente dos outros dois genes. 

As sequências de DNA, obtidas do GenBank por 
intermédio de seus códigos de acesso AB000266 para o 
gene de E. histolytica e AB028631 para E. dispar, foram 
utilizadas para todas as análises que se seguiram. 

O alinhamento entre as duas sequências de DNA 
do gene da cisteína sintase de E. histolytica e E. dispar 
(Figura 1) ilustra as bases que se apresentam diferentes 
nas duas espécies, e os asteriscos, colocados abaixo das 
duas sequências, estão ausentes. Diferenças genéticas 
entre cepas patogênicas e não-patogênicas também 
foram encontrada.s por Tannich e Burchard (1991). 

 
 E._histolítica      ATT CTTGAAACTATTGGAGGTACGCCATTAGTAGAACTTCATGGAGTAACAGAACATCCA
E._dispar           --- CTTGAAACTATTGGAGGTACTCCTTTAGTTGAATTACATGGAGTGACCGAACATCCC
                       ******************** ** **** * *** * ******** ** ******** 
 
E._histolíti ca      AGAATTAAGAAAGGAACACGAATTTTAGTTAAATTAGAGTATTTCAATCCAATGTCATCA
E._dispar           ACTATTAAAAAAAATACAAAAGTTCTTGTTA AGTTAGAATGTTTCAATCCAATGTCATCA
                    *  ***** ***   ***  * ** * **** * ***** * *******************
 
E._histolítica      GTTAAAGATCGTGTTGGATTTAATATTGTTT ATCAAGCTATTAAAGATGGAAGACTAAAA
E._dispar           GTTAAGGATCGTGTTGGATTTAATATTGTTT ATCAAGCTATTAAGGATGGAAGATTAAAA
                    ***** ************************* ************* ********* *****
 
E._histolítica      CCAGGAATGGAGATTATTGAATCTACATCAG GAAATACAGGAATTGCACTTTGTCAAGCT
E._dispar           CCAGGAATGGAAATTATTGAAGCTACTTCTG GAAATACAGGAATTGGATTATGTCAAGCT
                    *********** ********* **** ** * *************** * * *********
 
E._histolítica      GGAGCTGTTTTTGGGTA tcgaGTTAACATTGCAATGCCATCAACAATGTCAGTTGAAAGA
E._dispar           GGTGCTGTTTTTGGATATCCAGTGAATATAG TAATGCCATCAACAATGTCCATTGAAAGA
                    ** *********** **** *** ** ** *  ******************  ********
 
E._histolítica      CAAATGATTATGAAAGCATTTGGAGCCGAAT TAATTCTAACTGAAGGAAAGAAAGGAATG
E._dispar           CAAATGATCATGAAAGCATTTGGAGCTAATT TAGTTCTTTCAGATGGAACAAAAGGAATG
                    ******** *****************  * * ** ****  * ** ****  *********
 
E._histolítica      CCAGGTGCTATTGAAGAAGTTAACAAAATGA TAAAAGAAAATCCAGGAAAATATTTTGTT
E._dispar           CCAGGAGCTATTGCAAAATATGAAGACCTTA TCAAACAACATCCAAATAAATATTTTCCA
                    ***** ******* * **  * *  *  * * * *** ** *****   *********   
 
E._histolítica      GCAAATCAATTTGGTAATCCAGACAATACCG CAGCACATCACTACACTGCTAATGAGATT
E._dispar           GCCAACCAATTTGGTAATCCTGATAATACTG CAGCACATATTTATACTGCTAATGAGATT
                    ** ** ************** ** ***** * ********   ** ***************
 
E._histolítica      TGGGAAGATACAGATGGAGAAGTTGACATTG TTGTTTCTGCTGTTGGAACATCAGGGACT
E._dispar           TGGGAAGATACAAATGGAGAAGTTGACATTA TTGTTTCTGCTGTTGGTACTGCAGGAACT
                    ************ ***************** **************** **  **** ***
 
E._histolítica      GTTATTGGGGTTGCTGAGAAATTAAAAGAAA AGAAAAAAGGAATTAAAATAATAGCAGTT
E._dispar           GTTATTG GAGTTGGCGAGAATTTGAAGAAGAAGAAACAAGGAGTTAAAGTTGTTGCTGTA
                    ******** ****  ***** ** **  * * ***** ***** ***** *  * ** ** 
 
E._histolítica      GAGCCAGAAGAATCAGCAGTGTTGGAAGGTA AAGCAAAGGGACCACATGGAATTCAAGGA
E._dispar           GAACCAGAAGAATCAGCAG TTTTATCAGGAAAACCTAAAGGACCACATGGAATTCAAGGA
                    ** ***************** **   *** * ** * ** *********************
 
E._histolítica      ATTGGAGCAGGTTTTATTCCAGATATTTATA AGAAAGAATTTGTTGATGAAATAATACCA
E._dispar           ATTGGAGCAGGATTTGTTACTGATATTTATA AGAAAGAAGTTGTTGATGAAATAATAACA
                    *********** *** ** * ********** ******** ***************** **
 
E._histolítica      ATTAAAACACAAGATGCATGGAAAATGGCAA GAGCAGTAGTTAAATATGATGGAATTATG
E._dispar           ATTAAAACACAAGATGCATGGAAAATGGCAA GAGCAACAGTAAAATATGATGGAATTATG
                    ******************************* *****  *** ******************
 
E._histolítica      TGTGGAATGTCAA GTGGTGCAGCAATTTTAGCAGGATTAA 
E._dispar           TGTGGAATGTCAA GTGGTGCAGCAATTTTAGCA------- 
                    ************** *******************         

Figura 1. Comparação da sequência de nucleotídeos de E. 

histolytica e E. dispar. As letras em caixa alta e negrito indicam os 
primers, e as letras em caixa baixa e negrito indicam o sítio de 
restrição da TaqI.  
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Com o alinhamento também foi possível 

verificar a ocorrência de 121 mutações pontuais, 

com alta incidência de transversões (66%), em 

relação às transições (45%) neste gene, entre as duas 

espécies. Segundo Futuyma (1995), as transições são 

as variações mais frequentemente observadas. 

A submissão da sequência de DNA ao programa 

Web Primer resultou em dez sequências de primers 

diretos (D) e dez reversos (R). A Tabela 1 apresenta 

a relação destes primers juntamente com os 

resultados dos cálculos de variação de energia livre e 

temperatura de anelamento. 

Tabela 1. Cálculo de ∆G da extremidade 3’ dos 20 primers 
analisados para amplificar o gene da cisteína sintase de E. histolytica 
e E. dispar. Estão representadas as sequências dos primers, os 

valores de ∆G e as temperaturas de anelamento deles. Os primers 

selecionados estão em negrito. D = primer direto; R = primer 
reverso. 

Nº do  

primer 
Sequência dos primer 5’→3’ 

Valores 

de ∆G 
em 

kcal mol-1 

Temperatura 

de 

anelamento 

em ºC 

1 D- CAGAAGAATCAGCAGTGTTGGAAGG - 6,6 74 

2 D- TTGGAAGGTAAAGCAAAGGGACC - 6,0 60 

3 D- GTTGGAAGGTAAAGCAAAGGGACC - 6,0  72 

4 D- TTCATGGAGTAACAGAACATCCAAGAA - 5,1 70 

5 D- ACATGGAATTCAAGGAATTGGAGC - 6,3 68 

6 D- CACATGGAATTCAAGGAATTGGAGC - 6,3 72 

7 D- TGGAATTATGTGTGGAATGTCAAGTG - 4,8 72 

8 D- ATGGAATTATGTGTGGAATGTCAAGTG - 4,8 74 

9 D- GAACATCAGGGACTGTTATTGGGG - 9,3 72 

10 D- CTTGAAACTATTGGAGGTAC - 3,6 56 

11 R- GCTAAAATTGCTGCACCACTTGACA - 4,8 76 

12 R- GGTCCCTTTGCTTTACCTTCCAA - 6,9 68 

13 R- CCTTGAATTCCATGTGGTCCCTT - 6,6 68 

14 R- GCCATTTTCCATGCATCTTGTGT - 4,5 66 

15 R- TCGTGTTCCTTTCTTAATTCTTGGATG - 5,0 74 

16 R- GCTAAAATTGCTGCACCACTTGACAT - 4,7 74 

17 R- AATTCCTTGAATTCCATGTGGTCC - 6,0 68 

18 R- GCTAAAATTGCTGCACCACTTGAC - 4,8 70 

19 R- CCAAAAACAGCTCCAGCTTGACAA - 5,1 70 

20 R- GCTAAAATTGCTGCACCCAC - 6,8 56 

∆G = diferença de energia livre; D = primer direto; R = primer reverso. 

A escolha correta do primer frequentemente dita 
o sucesso ou o fracasso da amplificação por PCR. 
Cuidadoso desenho dos primers pode significar 
economia de tempo e de gastos (Sharrocks, 1994). 
Assim, uma das principais considerações em um 
protocolo de desenho de primer é obter um único e 
específico produto prescrito pelos primers 
selecionados. O primeiro passo para o desenho de 
um primer é garantir a sua especificidade (Griffin e 
Griffin, 1994). Os primers direto (D) e reverso (R), 
selecionados a partir de uma lista de opções, foram 
os de número 10 e 20 (Tabela 1). Estes primers foram 
localizados nas sequências de DNA das duas 

espécies, e a contagem da distância entre eles 
resultou em um fragmento de 809 pb, tamanho 
adequado para as análises pretendidas. Primers que 
apresentaram anelamento a uma distância superior a 

900 pb ou inferior a 200 pb foram rejeitados. 
Outro fator que foi levado em consideração 

foram os valores de ∆G, os quais apresentaram 

grande variação, de –3,6 até –9,3. Os primers D e F 
selecionados neste estudo apresentaram valores 

calculados de ∆G de –3,6 e –6,8, respectivamente. 

Segundo Rychlik (1993), primers que formam duplex 

na região 3’-terminal com valores de ∆G inferiores a 
–5,0 kcal mol-1 rendem menos de 50% de produto 
de PCR, em relação à quantia esperada, se o valor da 
energia livre fosse maior; recomenda-se que primers 
específicos tenham valores de energia livre 
superiores a –9,0 kcal mol-1.  

Também foram levados em consideração os 
valores de temperatura de anelamento de cada 
primer. Os que foram selecionados apresentam a 
mesma temperatura de anelamento, facilitando a 
padronização das condições de amplificação. 

Essas observações quanto aos cuidados referentes 
ao desenho de primers ditam a eficiência da PCR e, 
por este motivo, deve ser a etapa mais cuidadosa. 
Para auxiliar nesta tarefa, a bioinformática é uma 
ferramenta essencial e atualmente sem substituto. 
Na revisão realizada por Abd-Elsalam (2003), 
podem ser encontrados muitos programas 
específicos para a tarefa. 

Escolha das enzimas de restriçãoEscolha das enzimas de restriçãoEscolha das enzimas de restriçãoEscolha das enzimas de restrição    

Foi utilizada a enzima de restrição TaqI que 
reconhece a sequência TCGA no DNA, 
promovendo um corte entre as bases T e C. Esta 
enzima foi selecionada por reconhecer apenas um 
sítio no DNA do gene da cisteína sintase da E. 
histolytica. Tannich e Burchard (1991) identificaram 
um segmento de 428 pares de base que diferem 
internamente por sítios de restrição pelas 
endonucleases XmnI, TaqI e AccI, para ambos os 
isolados. Esses achados sustentam ainda mais o 
conceito de que a E. histolytica patogênica e a não-
patogênica são espécies distintas. Clark e Diamond 
(1991), com estudos de genes ribossomais da 
Entamoeba, também conseguiram demonstrar a 
existência de duas espécies, embora estreitamente 
relacionadas, mas geneticamente distintas, a 
patogênica (E. histolytica) e a não-patogênica  
(E. dispar). 

A posição na sequência de DNA do gene da 
cisteína sintase de E. histolytica, em que a enzima 
TaqI reconhece e corta o DNA, está representada em 
caixa baixa e negrito (Figura 1). Após a atuação da 
enzima, o fragmento foi dividido em dois, um com 
255 pb e outro com 554 pb, padrão característico da 
E. histolytica. Na ausência de corte, o que ocorre 
quando o sítio da enzima não está presente, o 
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fragmento apresentou o tamanho de 809 pb, 
referente à E. dispar. Outros trabalhos utilizando 
primers específicos e enzimas de restrição (Tannich e 
Burchard, 1991; Katzwinkel-wladarsch et al., 1994) 
obtiveram sucesso na diferenciação da espécie 
patogênica da não-patogênica. 

Um problema observado neste trabalho refere-se 
à obtenção do DNA das amebas de forma pura e 
íntegra e em quantidade suficiente. A extração de 
DNA das amebas, a partir de fezes contaminadas, 
rendeu pequena quantidade de material para análise. 

Novos testes serão realizados, seguindo metodologia 
proposta em Evangelopoulos et al. (2000). 

ConclusConclusConclusConclusãoãoãoão    

As ferramentas de bioinformática possibilitaram 

selecionar o gene da cisteína sintase para diferenciar 

a Entamoeba histolytica da Entamoeba dispar. 

Possibilitaram também obter a sequência de primers 

específicos e enzima de restrição apropriada (TaqI) 

para o teste. A inclusão deste teste em rotinas 

laboratoriais será necessária para verificar sua eficácia 

comercial. 
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