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Resumo — O género Acanthamoeba enquadra-se entre 0s protozoarios de maior prevaléncia
no meio ambiente. Estudos anteriores demonstram a capacidade de Acanthamoeba polyphaga
em desenvolver-se no intestino de larvas e adultos de Aedes aegypti em condicdes de
laboratério. Entretanto, a susceptibilidade de mosquitos de origem silvestre a infeccdo por
esta ameba de vida livre (AVL), ainda ndo foi investigada. O objetivo deste estudo foi avaliar
a ocorréncia de Acanthamoeba sp. em populagdes naturais de Ae. aegypti e caracterizar as
amebas isoladas. As larvas de Ae. aegypti foram obtidas com o auxilio de armadilhas de
oviposicdo. A presenga de cistos e trofozoitos de amebas de vida livre foi investigada em
pools de larvas saudaveis pertencentes ao 3° e 4° estadio, apos identificacdo e um rigoroso
processo de lavagem. As larvas foram maceradas e centrifugadas, e um in6culo de 50 pL do
sedimento foi depositado no centro da placa contendo agar ndo-nutriente a 1,5%, com uma
sobrecamada de Escherichia coli (ATCC 25922) mortas pelo calor a 56°C, para o isolamento
e cultivo de amebas. O procedimento foi realizado em triplicata. Até o momento, foram
realizadas cinco coletas distintas de culicideos, onde aspectos morfoldgicos evidenciaram a
presenca de Ae. aegypti. AVL foram isoladas em todos os pools analisados, cuja
caracterizacdo morfoldgica sugere a ocorréncia do género Acanthamoeba. AVL
possivelmente pertencente ao género Acanthamoeba é capaz de infectar populacbes naturais
de Ae. aegypti.
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Introducéo

Aedes aegypti é considerado o mosquito vetor mais importante dos sorotipos virais
DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4 que ocasionam a dengue classica e a sua forma hemorrégica
(Gubler, 2001). De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, a infec¢do pode acometer
anualmente 50 milhdes de pessoas no mundo. Por exemplo, em 2009 foram reportados
853.468 casos na regido das Américas, incluindo 20.832 episodios correspondentes a dengue
hemorragica (World Health Organization, 2009a, b).

E importante ressaltar a dificuldade existente em realizar o controle populacional deste
mosquito, uma vez que possui um ciclo de vida particular, bem como uma facil adaptagéo ao
ambiente. Por estas razdes, a busca por meios de controle mais eficientes e especificos vém
aumentando, sendo imprescindiveis estudos acerca da atividade de possiveis agentes
bioldgicos, os quais reduzem naturalmente a populacdo de mosquitos. Embora existam muitos
avancos cientificos, até 0 momento ha uma lacuna relevante acerca de alguns protozoarios e
seu grau de nocividade a culicideos.
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O género Acanthamoeba enquadra-se entre os protozoarios de maior prevaléncia no
meio ambiente. E bem distribuido em todo o mundo e ja foi isolado do solo, poeira, 4gua
tratada e natural, piscinas, lentes de contato, entre outros (Salazar et al., 1982; Lorenzo-
Morales et al., 2005; Carlesso et al., 2007; Pens et al., 2008; Caumo et al., 2009; Kawaguchi
et al., 2009).

Estudos preliminares demonstram a capacidade de Acanthamoeba polyphaga em
desenvolver-se no intestino de larvas e adultos de Ae. aegypti em condi¢cGes de laboratério
(Rott et al., 2010). Entretanto, a susceptibilidade de mosquitos de origem silvestre a infeccdo
por este parasito ainda ndo foi investigada, ndo havendo, portanto, estimativas de sua
prevaléncia. Deste modo, objetivou-se avaliar a ocorréncia de Acanthamoeba sp. em
populacgdes naturais de Aedes aegypti, além de caracterizar os isolados obtidos.

Materiais e Métodos

A coleta de larvas de Ae. aegypti foi feita em cinco bairros distintos de Porto Alegre,
RS: Camaqud, Cavalhada, Cristal, Jardim Vila Nova e Santa Tereza, com o auxilio de
armadilhas de oviposicao (ovitrampas).

As larvas utilizadas no experimento passaram por um rigoroso processo de lavagem,
seguido de maceracdo. Apds, as mesmas foram centrifugadas e 50 pL do sedimento, em
triplicata, foi depositado no centro da placa de &gar ndo-nutriente a 1,5%, com uma
sobrecamada de Escherichia coli (ATCC 25922) mortas pelo calor a 56°C, para o isolamento
de amebas de vida livre. As placas foram vedadas com filme plastico (Parafilm®) e mantidas
em estufa, a 30°C. Apds 48 horas, as placas foram analisadas ao microscopio éptico (100X)
por até 10 dias. A caracterizacdo morfoldgica dos isolados de Acanthamoeba seguiu 0s
critérios propostos por Page (1988).

Para a exclusdo do género Naegleria fowleri, foi realizada a técnica de exflagelacéo,
que consiste na adicdo de 10 mL de agua destilada estéril sobre cada placa de agar néo-
nutriente com crescimento de amebas de vida livre e observacdo por até 1h em microscopio
oOptico (100X) para verificar a emissao de flagelos.

Como parte da caracterizacdo dos isolados de Acanthamoeba sp., avaliou-se o tempo
de contracdo do vacuolo pulsatil de cada amostra, em microscépio éptico (100X) (De Carli,
2001), além da realizacéo de testes de osmotolerancia e termotolerancia, de acordo com Khan
etal. (2001).

Resultados e Discussao

Das cinco coletas de larvas de Ae. Aegypti realizadas, todas apresentaram, nos pools,
amebas de vida livre com caracteristicas morfoldgicas sugestivas do género Acanthamoeba. A
figura 1 mostra um isolado com tipico crescimento de AVL possivelmente do género
Acanthamoeba em placa de agar ndo-nutriente a 1,5%, recoberto com Escherichia coli.

Os testes de exflagelacdo foram negativos para os cinco isolados de amebas de vida
livre, indicando que ndo ha a presenca de Naegleria fowleri entre as amostras estudadas.
Neste género amebiano, os trofozoitos possuem a capacidade de se transformar em estruturas
flageladas, possuindo, tipicamente, dois flagelos anteriores, embora trés ou quatro flagelos
possam ser visualizados ocasionalmente (Visvesvara & Schuster, 2008).

Em todas as amostras foi possivel verificar a nitida presenca de vactolos pulsateis,
cujo tempo de contracdo € mostrado na tabela 1.



4\

3
¢

Figura 1: Trofozoitos de AVL provavelmente pertencentes ao género Acanthamoeba
da amostra do bairro Santa Tereza (Microscopio optico 100X).

Tabela 1. Tempo de contracdo de vacuolos de amebas de vida livre isoladas de Ae. aegypti.

Isolados (de acordo com bairro de origem) Tempo de contracdo médio (em segundos)®

Camaqua 37,2
Cavalhada 31,1
Cristal 27,2
Jardim Vila Nova 32,8
Santa Tereza 36,4

#10 trofozoitos por amostra.

Analisando-se os testes de tolerdncia a temperatura e ao manitol, todos os isolados
apresentaram crescimento a 30°C (controle), 37°C e 0,5 M de manitol. Nenhuma amostra
apresentou crescimento a 42°C e 1,0 M de manitol. Estes resultados evidenciam que, diante
da incapacidade de adaptacdo a elevada temperatura e concentracdo osmolar, os isolados
podem ser isentos de patogenicidade para humanos e outros mamiferos, de acordo com
sugestdo de Khan et al. (2001).

Conclusdes

O género Acanthamoeba é capaz de infectar populacdes naturais de Ae. aegypti. O
prosseguimento do presente trabalho, com um maior nimero amostral e confirmacdo dos
isolados através de PCR (Polymerase Chain Reaction) fornecera importantes informacdes
acerca da prevaléncia desta ameba de vida livre em culicideos vetores. Desta forma, servira
como subsidio para posteriores pesquisas sobre a interacdo e o possivel impacto do
microorganismo sobre o ciclo de vida de Ae. aegypti.
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