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PREVALENCIA DE Acanthamoeba spp. (SARCOMASTIGOPHORA:
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RESUMO

AssociacOes simbibticas, comensais e parasitarias sdo amplamente
relatadas em insetos. Pelo fato de larvas de culicideos e amebas de vida livre
(AVL) habitarem meios aquéticos similares, objetivou-se verificar a prevaléncia
de Acanthamoeba spp. em populagdes silvestres de Aedes aegypti. Esta AVL
foi investigada em 60 pools contendo 10 larvas de A. aegypti, as quais foram
coletadas através de ovitrampas instaladas em diversos bairros da cidade de
Porto Alegre (RS, Brasil). Os isolados de Acanthamoeba spp. foram
caracterizados morfologicamente e submetidos a técnica de Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) para confirmacado do género. Ademais, realizou-
se analise genotipica e testes presuntivos de patogenicidade para algumas
cepas. Entre os pools, 54 (90%) foram positivos para AVL, dos quais 47 (87%)
isolados eram pertencentes ao género Acanthamoeba. Os grupos genotipicos
T4, T3 e T5 foram identificados, correspondendo a 14 (53,8%), 10 (38,5%) e
dois (7,7%) isolados, respectivamente. De acordo com testes fisioldgicos
empregados para 14 cepas, 12 (85,7%) foram consideradas ndo patogénicas e
duas (14,3%) foram consideradas com baixo potencial patogénico. Estes
resultados servem como base para um maior conhecimento acerca da
interacdo entre estes protozoarios e mosquitos vetores, em seu habitat natural.
Além disso, é o primeiro estudo dedicado ao isolamento de Acanthamoeba spp.
a partir de culicideos coletados do ambiente.

'Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Instituto de Ciéncias
Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (91
p.) Marco, 2012.
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PREVALENCE OF Acanthamoeba spp. (SARCOMASTIGOPHORA:
ACANTHAMOEBIDAE) IN WILD POPULATIONS OF Aedes aegypti (DIPTERA:
CULICIDAE)’

Author: Dayane Andriotti Otta
Supervisor: Profé. Dr2. Onilda Santos da Silva

ABSTRACT

Symbiotic, commensal and parasitic associations are widely reported in
insects. By the fact of mosquito larvae and free-living amoebae (FLA) occupy
the similar aquatic sites, the aim of this study was to determine the prevalence
of Acanthamoeba spp. in Aedes aegypti larvae collected in the environment.
The amoebae were investigated in 60 pools, each containing 10 larvae of A.
aegypti which were collected by using larvitraps installed in various districts of
Porto Alegre (RS, Brazil). Acanthamoeba isolates were morphologically
characterized and submitted to Polymerase Chain Reaction technique to
confirm the genus. In addition, genotype analyses as well as presumptive tests
for pathogenicity in some samples were performed. Among the pools, 54 (90%)
were positive for FLA. From those isolates, 47 (87%) belong to the genus
Acanthamoeba. The genotype groups T4, T3 and T5 have been identified
corresponding to 14 (53.8%), 10 (38.5%) and two (7.7%) isolates respectively.
The physiological tests performed in 14 strains showed that 12 (85.7%) were
non pathogenic, while two (14.3%) were considered with low pathogenic
potential. These results provide a basis for a better understanding between
these protozoan and mosquitoes interaction in their natural habitat. Moreover,
this study is the first to report isolation of Acanthamoeba spp. from mosquitoes
collected in the environment.

'Master of Science dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology, Instituto de
Ciéncias Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,
Brazil. (91 p.) March, 2012.
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1 INTRODUCAO

O culicideo Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae),
principal vetor do virus da dengue e da febre amarela urbana no Brasil,
caracteriza-se por ser uma espécie domiciliada. Realiza sua postura de ovos
(oviposicdo) em locais com depdsito de agua limpa, embora ja tenha sido
evidenciado em ambientes poluidos (Silva et al., 1999). Ademais, apresenta
grande capacidade de estabelecer criadouros artificiais dentro e ao redor de
residéncias. Em regides onde predomina a precariedade no abastecimento de
agua, torna-se comum o0 seu armazenamento em recipientes, constituindo,
desta forma, os mais adequados criadouros para A. aegypti (Becker, 2008).
Além disso, pneus em desuso, vasos de plantas e caixas d’agua descobertas
também representam locais preferenciais para o desenvolvimento deste
culicideo (Neves et al., 2005).

A aptidao para ocupar distintos nichos ecoldgicos caracteriza estes
insetos como um grupo de animais com importante sucesso em sua
capacidade adaptativa, o que facilita sua sobrevivéncia. Além disto, a
interferéncia direta de alguns endossimbiontes parece ser bastante significativa

em sua biologia (Brownlie & Johnson, 2009).



Os insetos atuam como hospedeiros de muitos microorganismos, que se
desenvolvem e colonizam seus tecidos, especialmente o sistema digestivo. A
estes microorganismos sao atribuidas inimeras funcoes fisiol6gicas, entre elas
o auxilio na digestdo de alimentos, nutricdo e reproducdo de mosquitos (Gaio
et al., 2011).

Embora existam estudos que objetivem identificar a diversidade
microbiana em culicideos, ha inUmeras lacunas a serem preenchidas. Varios
microorganismos compartilham o mesmo habitat aquatico das formas larvais de
A. aegypti, o que possibilita inumeras interacées simbidticas, comensais e
parasitarias.

Acanthamoeba spp. (Sarcomastigophora: Acanthamoebidae), pertencen-
te a um grupo denominado amebas de vida livre (AVL), pode estar intimamente
relacionada com culicideos aquaticos. Trata-se de um dos protozoarios de
maior prevaléncia no meio ambiente, com ampla distribuicdo mundial. Estudos
evidenciaram seu isolamento a partir do ar (Kingston & Warhurst, 1969), agua
tratada e natural (Thomas et al., 2008; Stockman et al., 2011; Winck et al.,
2011), solo (Kawaguchi et al., 2009), poeira (Niyyati et al., 2009), ambiente
hospitalar (Carlesso et al., 2010), piscinas (Rott & Caumo, 2011), entre outros.
Seu isolamento foi realizado, inclusive, em regides da Antartica (Brown et al.,
1982).

Apesar de ser reconhecida como contaminante em culturas de bactérias,
de leveduras e de células de mamiferos, além de ter sido isolada de animais e
humanos (Khan, 2009), pesquisas acerca da ocorréncia de Acanthamoeba spp.

em mosquitos vetores sdo escassas.



Em estudo preliminar, Rott et al. (2010) demonstraram a capacidade de
Acanthamoeba polyphaga em se desenvolver no intestino de larvas, pupas e
adultos de A. aegypti em condicdes de laboratério. Entretanto, a presenca do
protozoario em mosquitos silvestres ainda nao foi investigada, ndao havendo,
portanto, estimativas de sua prevaléncia ou distribuicao.

Pelo fato de larvas de culicideos e AVL habitarem meios aquaticos
similares, objetivou-se verificar a prevaléncia de Acanthamoeba em populagcdes
silvestres de A. aegypti, mediante a identificacdo morfolégica e molecular do
protozoario de interesse. Além disso, pretendeu-se submeter alguns isolados
amebianos a caracterizacao genotipica e testes presuntivos de patogenicidade.
Sendo assim, este trabalho serve como base para um maior conhecimento
acerca da interacdo entre AVL e mosquitos vetores, em seu habitat natural,

elucidando importantes aspectos da biologia destes organismos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aedes aegypti

2.1.1 Referencial historico e distribuicao

Aedes aegypti é originario da Africa, possivelmente da regido da Etiopia,
e sua distribuicdo mundial teve inicio nos trépicos, entre os séculos XVII e XIX,
periodo caracterizado por grande progresso maritimo, industrial e comercial.
Durante as navegacgdes, os mosquitos utilizavam a agua armazenada nos
pordes dos navios como local de reproducao. Desta forma, seu ciclo biologico e
taxa de dispersdo eram mantidos constantes, possibilitando a introducao da
espécie em novas regides quando os navios aportavam (Gubler, 2002). Supbe-
se que este culicideo possa ter primeiramente invadido Portugal e Espanha,
antes de chegar ao hemisfério ocidental por intermédio de navios europeus
(Tabachnick, 1991). Posteriormente, a disseminacdo ocorreu por veiculos
terrestres e avides (Neves et al., 2005).

Durante as décadas de 1950 e 1960, a espécie foi erradicada em varios
paises da América, entretanto, devido a falhas estratégicas em seu controle, foi
encontrada novamente em 1970. No Brasil, provavelmente os navios negreiros
foram responsaveis pela entrada do mosquito no pais, conseguindo-se

erradica-lo em 1955. Em 1967 voltou a ser detectado, no



Estado do Para, com segunda erradicacdo em 1973. Ocorreu nova aparicao
em 1976, desta vez em Salvador e, desde entdo, ndo houve mais subsidios
para elimina-lo (Fundacao Nacional de Saude, 2002; Tauil, 2002).

Com o transcorrer dos anos, adquiriu ampla abrangéncia, dispersando-
se em regides tropicais e subtropicais, principalmente entre os limites de
latitude 45° Norte e 35° Sul, embora possa ser evidenciado fora destes
paralelos, porém sempre em zonas com isoterma de 20°C (Gadelha & Toda,
1985; Consoli & Oliveira, 1994). A distribuicaio do mosquito também é
restringida pela altitude, normalmente ndo sendo demonstrada em regides
acima de 1.000 metros. Entretanto, foi encontrado previamente na india e na
Colémbia diante de altura de 2.121 e 2.200 metros, respectivamente, onde a

temperatura média anual é de 17°C (PAHO, 1995).

2.1.2 Biologia e ciclo de vida
Os culicideos sao caracterizados por realizar metamorfose completa
(holometabolia) durante seu desenvolvimento pds-embrionario, apresentando

fases distintas de ovo, larva, pupa e adulto (Figura 1) (Forattini, 2002).



Figura 1. Fases do desenvolvimento de A. aegypti. Ovos (a); larva (b); pupa (c); adulto (d).
Fonte: Dayane Otta/ Laboratério de Parasitologia UFRGS

A postura é precedida pela atividade hematofagica, onde a fémea,
normalmente realiza mais de um repasto sanguineo entre duas oviposicoes
consecutivas, principalmente quando é perturbada antes de estar totalmente
ingurgitada. Apos a alimentacao, a maturacao dos ovos (ovogénese) € iniciada,
salientando-se que o desenvolvimento dos oécitos somente sera concluido
diante da completa ingestdo de sangue (Barata, 2001). A oviposicao é
realizada acima do nivel da agua, com cerca de 10 a 100 ovos sendo
depositados por vez (Rey, 1991).

Quanto a eclosdo, existem duas possibilidades peculiares: sua
ocorréncia pode ser observada logo apés o fim da embriogénese ou apresentar

um periodo de laténcia, conhecido como diapausa do ovo. Nesta ultima



circunstancia, a resisténcia a dessecacdo representa uma forma de
sobrevivéncia de tais organismos quando o0s ovos sao deixados fora da agua
(Consoli & Oliveira, 1994; Forattini, 2002).

Uma vez ocorrida a eclosdo, o culicideo assume a forma larval. Sao
observados quatro estadios (L1, L2, L3, L4), os quais sao aquaticos, utilizando
este ambiente para promover seu crescimento e nutricao (Forattini, 2002).

As formas larvais de culicideos se alimentam de microorganismos, tais
como bactérias, protozoarios e algas. Além disso, detritos e partes de
vertebrados mortos também constituem importantes fontes alimentares. As
particulas passiveis de ingestdo por larvas de mosquitos podem ser
classificadas, de acordo com suas dimensdes, como: ultrafinas (>0,5 pum a <50
um); finas (>50 um a <1 mm) ou grandes (1 mm). Dependendo da espécie, as
larvas obtém alimento a partir da interface entre o ar e a 4gua, em colunas de
agua, em raizes submersas de plantas ou sob superficies minerais e organicas
presentes em meios aquaticos (Clements, 1992; Merritt et al., 1992).

O comportamento alimentar observado em larvas também pode ser
classificado, apresentando carater passivo ou ativo. Na forma passiva, escovas
presentes ao redor da cavidade bucal geram correntes que permitem o acesso
a fontes de nutricdo. Enquanto o processo ativo corresponde a movimentagao
da larva em busca de alimento, compreendendo: a) coleta ativa, onde
particulas em suspensao sao ingeridas; b) raspagem, realizada em substancias
aderidas a superficies; ¢) mordedura, na qual ocorre a fragmentacao de
tecidos; d) predacdo, podendo ser caracterizada por canibalismo (Forattini,

2002).



A evolugdo para a pupa também ocorre em ambiente aquatico,
correspondendo a uma fase de transicao entre a larva e 0 mosquito. Por este
motivo, trata-se de uma forma imatura que nao se alimenta. Diferenciam-se por
apresentar motilidade, que é rara neste estagio em outros insetos (Consoli &
Oliveira, 1994; Forattini, 2002; Gallego Berenguer, 2007).

Apbs a emergéncia dos adultos, o ciclo de reproducédo € iniciado e
ocorre a consequente dispersdo dos individuos, os quais assumem habitos
terrestres (Forattini, 2002). A maior parte dos mosquitos adultos & constituida
por metabolismo energético dependente da ingestdo de carboidratos,
normalmente advindos da natureza por intermédio de seivas, flores e frutos
(Nayar et al., 1973). Caracterizam-se por habitos preferencialmente diurnos,
sendo que as fémeas possuem predilecdo pelo sangue humano para
alimentacao, a fim de suprir suas necessidades fisiolégicas apds a copula. O
pico de atividade ocorre entre as 16 e 18 horas (Gadelha & Toda, 1985; Silva et
al., 2002).

Em adicado, populacdes adultas de A. aegypti podem sofrer interferéncia
de uma série de fendmenos climaticos, tais como a variabilidade sazonal e
anual de temperatura, a umidade atmosférica e a precipitacdo pluviométrica.
Estudos epidemiol6gicos demonstram que um aumento de dois ou trés graus
na temperatura equivale a uma duplicacdo da densidade de A. aegypti. A
temperatura afeta a duracdo do ciclo gonotréfico, consistindo em um fator

importante para a sazonalidade de culicideos (Halstead, 2008).



2.1.3 Morfologia

Os ovos de A. aegypti apresentam cerca de 1 mm de comprimento,
possuindo uma superficie lisa, com auséncia de estruturas flutuadoras (Figura
1a). Tém aspecto alongado, com simetria bilateral e casca (cério) dividida em
trés camadas: (1) membrana vitelina interna bastante delgada, (2) endocoério
endurecido e espesso (3) e exocério delgado e transparente. Possuem
coloragao clara no momento da oviposicao, tornando-se escuros apés alguns
minutos (Consoli & Oliveira, 1994).

No que tange as larvas (Figura 1b), estas sado caracterizadas
morfologicamente de acordo com o exposto: 1) Cabega grande, com um par de
antenas nao-segmentadas e pecas bucais consistindo de epifaringe,
mandibulas, maxilas, hipofaringe e labio, sendo que o labio superior possui
duas escovas ou tufos de cerdas; 2) Toérax globuloso, ndo-segmentado e
notavelmente mais amplo do que a cabeca; 3) Abdome formado por nove
segmentos. O Ultimo, representando a regido anal, € composto por quatro
papilas anais, parcialmente desenvolvidas. O penultimo segmento possui 0s
espiraculos, diretamente localizados sobre a regido dorsal ou ao término do
sifao respiratorio, uma estrutura cujo contato direto de sua extremidade com a
superficie da agua promove a respiracao. O sifao respiratorio possui uma fileira
Unica de espinhos (pécten), localizada em sua regidao posterobasal, sendo as
mesmas estruturas espinhosas também observadas no oitavo segmento do
abdome (Gallego Berenguer, 2007). O formato dos espinhos do pécten é de
grande importancia taxonémica, auxiliando a diferenciagdo entre géneros e

espécies no estagio larval (Figura 2).
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Figura 2. Aspecto dos espinhos do pécten em A. aegypti, localizados
no oitavo segmento do abdome. Microscépio éptico (400X). Barra = 50 um.
Fonte: Dayane Otta/ Laboratério de Parasitologia UFRGS

As pupas apresentam corpo dividido em duas porgdes: cefalotérax
(cabega + toérax) e abdome, constituido por oito segmentos (Figura 1c).
Caracterizam-se pelo grande desenvolvimento da regido cefalotoracica, que
contém em sua regido dorsal duas trompas respiratérias subcilindricas ou
subcbnicas, com o corpo apresentando o aspecto de um sinal de interrogacéo.
O Jdltimo segmento do abdome mostra duas expansdes laminares,
denominadas de paletas natatérias (Consoli & Oliveira, 1994; Gallego
Berenguer, 2007).

O corpo do adulto é notoriamente composto por cabega, térax e abdome
(Figura 1d). Externamente, como em todos os mosquitos, 0 aspecto das
antenas facilita a diferenciacdo do sexo: nos machos, as cerdas sdo mais
longas e volumosas (plumosas), enquanto nas fémeas estas sdo curtas e

pouco numerosas (pilosas). O principal diferencial de A. aegypti é seu aspecto
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rajado, de coloracdo escura e manchas brancas ao longo do corpo. Ha a
ocorréncia de linhas curvas branco-prateadas no térax (mesonoto), além de
linha longitudinal central, compondo um desenho em formato de lira (Figura 3)
(Rey, 1991). Quanto a morfologia interna, se destacam as estruturas do canal
alimentar, constituido por esbéfago, dois diverticulos dorsais, um diverticulo
ventral, glandulas salivares, intestino anterior, médio e posterior (Consoli &
Oliveira, 1994).

Em adicdo, os mecanismos de defesa desenvolvidos por culicideos
merecem destaque. Estrutura particularmente importante para larvas, pupas e
adultos diz respeito a membrana peritréfica, que é uma camada acelular
delgada que reveste o intestino médio de insetos. Esta estrutura pode envolver
microorganismos ingeridos durante o estagio larval, contribuindo para a

reducao da invasao de patégenos (Moncayo et al., 2005).

Figura 3. Mesonoto de A. aegypti com desenho em formato de lira.
Fonte: University of Florida - Florida Medical Entomology Laboratory, 2008.
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2.1.4 InteracGes simbiodticas, comensais e parasitarias

AssociacOes simbidticas sdo amplamente relatadas em insetos que
possuem dietas nutricionalmente deficientes, tais como escassez de fonte
alimentar sanguinea. Desta maneira, é provavel que 0s microorganismos
fornecam nutrientes importantes para seu hospedeiro, uma vez que estes
sejam limitados ou inexistentes na dieta ou, ainda, que ndo possam ser
produzidos pelo metabolismo do préprio inseto (Weiss & Aksoy, 2011).

Outro tipo de interacdo bastante estudada diz respeito ao parasitismo,
situacdo na qual o simbionte impde prejuizos ao hospedeiro (Brownlie &
Johnson, 2009). Por outro lado, muitos microorganismos encontrados em
insetos ndo parecem exercer qualquer impacto significativo e, sua remocéao,
normalmente, ndo resulta em nenhum dano ou beneficio ao artrépode que o
alberga. Estes simbiontes s&o conhecidos como comensais (Bordenstein &
Werren, 2000).

Sabe-se que todos os tipos de interacdo entre organismos merecem
atencao adequada, resultando em grande interesse cientifico nos ultimos anos.
A elucidacdo dos mecanismos envolvidos nas relacdes estabelecidas por A.
aegypti constitui um fator importante para a caracterizacdo de mosquitos
vetores.

A realizacdo de estudo objetivando analisar a diversidade microbiana em
A. aegypti revelou a colonizacdo bacteriana pelos géneros Serratia (Bizio,
1823) (Proteobacteria: Enterobacteriaceae), Klebsiella (Trevisan, 1885)
(Proteobacteria: Enterobacteriaceae), Asaia (Yamada et al., 2000) (Proteo-

bacteria: Acetobacteriaceae), Bacillus (Cohn, 1872) (Firmicutes: Bacillaceae),
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Enterococcus (Thiercelin & Jouhaud, 1903) (Firmicutes: Enterococcaceae),
Enterobacter (Hormaeche & Edwards, 1960) (Proteobacteria: Enterobacte-
riaceae), Pantoea (Gavini et al., 1989) (Proteobacteria: Enterobacteriaceae) e
Kluyvera (Farmer et al., 1981) (Proteobacteria: Enterobacteriaceae). A maioria
dos microorganismos foi oriunda do intestino médio dos culicideos, a excegao
de Enterobacter spp., encontrado apenas em ovos, além de Asaia spp. e
Pantoea spp., encontrados em ovos e ovarios. Dos isolados leveduriformes,
Pichia spp. (Hansen, 1904) (Ascomycota: Saccharomycetaceae) foi relatada no
intestino médio e Candida spp. (Berkhout, 1923) (Ascomycota:
Saccharomycetaceae) foi identificada no intestino e ovarios (Gusmao et al.,
2010).

Em adicdo, pesquisa realizada em Madagascar também permitiu o
isolamento de diferentes bactérias oriundas de A. aegypti. Os resultados
revelaram a presenca de Acinetobacter spp. (Brisou & Prévot, 1954)
(Proteobacteria: Moraxellaceae), Staphylococcus saprophyticus (Fairbrother,
1940) (Firmicutes: Staphylococcaceae), Pseudomonas spp. (Migula, 1894)
(Proteobacteria: Pseudomonadaceae), Enterobacter spp. (Proteobacteria:
Enterobacteriaceae) e Asaia spp. (Proteobacteria: Acetobacteriaceae). A
localizacdo precisa destes microorganismos nao foi alvo de investigacao
(Zouache et al., 2011).

Gusmao et al. (2007) realizaram o primeiro estudo intencionando o
isolamento microbiano a partir do diverticulo ventral de A. aegypti, culminando
com a identificacdo de Bacillus spp. (Cohn, 1872), Bacillus subtilis (Ehrenberg

1835) Cohn 1872, Serratia spp. (Bizio, 1823) e Pichia caribbica (Vaughan-
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Martini et al., 2005). Cabe ressaltar que o diverticulo ventral serve como um
compartimento para armazenamento de agucares, que nao possui
comunicacao direta com o intestino médio de mosquitos. Estas observacoes
sugerem que 0S organismos encontrados podem desempenhar um papel
importante no metabolismo de aglcares e, possivelmente, encontram-se
amplamente distribuidos em estruturas internas de culicideos.

De forma complementar, foi demonstrado que a reducédo de bactérias
intestinais em A. aegypti, garantida pela utilizacdo de diferentes antibiticos,
afeta a lise de hemacias, provoca retardo na digestao de proteinas, priva o
culicideo de nutrientes essenciais e interfere na maturacdo de odcitos,
resultando na producéao reduzida de ovos viaveis (Gaio et al., 2011).

Contribuindo para a variedade de simbiontes, distintos protozoarios tém
sido isolados a partir de mosquitos vetores. As espécies de Ascogregarina
(Apicomplexa: Lecudinidae) vém sendo extensivamente estudadas por infectar
principalmente culicideos do género Aedes, sendo conhecidas por seu carater
espécie-especifico (Chen, 1999). Em estudo conduzido na Argentina, verificou-
se que 83 (21,2%) de 391 fémeas adultas de A. aegypti coletadas no ambiente
estavam infectadas por Ascogregarina culicis (Ross), demonstrando sua
importante dispersao (Vezzani & Wisnivesky, 2006). No Brasil, a prevaléncia
variou entre 22% a 95% entre larvas coletadas na regido amazobnica (Dos
Passos & Tadei, 2008). A transmissdo do parasito em ambiente aquatico
ocorre quando os estadios larvais ingerem oocistos provenientes da defecacao
ou morte de adultos. Os trofozoitos de gregarinas alimentam-se

intracelularmente no epitélio do intestino médio, apresentando crescimento que
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acompanha o desenvolvimento do mosquito. A formacdo de gametas e de
esporozoitos no interior dos tubos de Malpighi, durante as fases de pupa e
adulto jovem, resulta na liberacdo de novos oocistos, reiniciando o ciclo
(Morales et al., 2005).

Além da presenca de microorganismos que representam associacoes
mutualisticas e comensais, os insetos podem albergar parasitos herdados
maternalmente. As espécies mais extensivamente estudadas pertencem ao
género bacteriano Wolbachia (Hertig, 1936) (Proteobacteria: Rickettsiaceae).

Linhagens de Wolbachia spp. sdo capazes de provocar uma série de
anormalidades reprodutivas em artropodes, com grande destaque ao fendmeno
da incompatibilidade citoplasmatica (IC). A IC resulta em morte embrionaria,
decorrente da copula entre uma fémea de inseto ndo infectada e um macho
infectado por Wolbachia spp. Também ocorre quando o macho e a fémea estao
infectados por cepas distintas da bactéria (Weiss & Aksoy, 2011).

Além disso, Kremer et al. (2009) demonstraram que tal bactéria
influencia a expresséo de ferritina nas células de alguns insetos, entre eles A.
aegypti, apdés suplementacdao de ferro, interferindo significativamente no
metabolismo deste mineral. Acredita-se que esta atividade ocorra a fim de
suprir as necessidades fisiolégicas da Wolbachia spp. ou, ainda, que
represente um mecanismo importante para a permanéncia do microrganismo
em ambiente intracelular, uma vez que a redugao da concentracao de ferro labil
protege a célula do estresse oxidativo e da apoptose.

N&ao obstante, foi relatado recentemente que Wolbachia spp. estabelece

uma notdria interagdo com o virus da dengue. A bactéria inibe a replicagao viral
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e reduz significativamente o seu potencial de transmissao (Bian et al., 2010).
Hoffmann et al. (2011) obtiveram sucesso ao liberar, no ambiente, adultos de
A. aegypti infectados com Wolbachia, o que ocasionou a redugdo da
capacidade vetora dos culicideos. A eficacia baseou-se na transmissao da
bactéria a populacao de insetos silvestres.

Outro tipo de associacdao, marcadamente parasitaria, esta relacionada a
fungos entomopatogénicos. Alguns géneros fungicos tém sido bastante
estudados devido a sua atividade nociva contra A. aegypti. Entre eles,
Beauveria bassiana (Vuillemin, 1912) (Ascomycota: Cordycipitaceae)
caracteriza-se por promover altas taxas de mortalidade, podendo ser
transmitido a fémeas saudaveis, ap6s acasalamento com machos infectados
experimentalmente (Garcia-Munguia et al., 2011).

Metarhizium anisopliae (Metschnikoff, 1879) Sorokin, 1883 (Ascomycota:
Clavicipitaceae) € outro espécime fungico que detém consideravel atencgao
devido ao grande potencial infectivo a culicideos, afetando diretamente sua
longevidade (Scholte et al., 2007). Uma observacdo importante foi feita por
Paula et al. (2011), onde se verificou que a linhagem Rockefeller, assim como
individuos selvagens de A. aegypti, apresentavam significativa reducao na
susceptibilidade a Metarhizium anisopliae, imediatamente apds o repasto
sanguineo. O mesmo efeito ndo foi observado no grupo de mosquitos
alimentados apenas com sacarose. Este dado indica que o estado nutricional
dos culicideos representa um fator relevante, podendo afetar significativamente

a vulnerabilidade de A. aegypti frente a microorganismos.
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Conforme demonstrado pela literatura, existe grande heterogeneidade
de bactérias, fungos e protozoarios encontrados neste mosquito vetor, com
desempenho de diferentes funcdes. Desta forma, novas pesquisas sao
necessarias a fim de reconhecer outros microorganismos que podem ser
albergados por populacdes de A. aegypti.

Com base nesta premissa, Rott et al. (2010) comprovaram, em
condigbes laboratoriais controladas, a colonizagdo de A. aegypti (linhagem
Rockefeller) por Acanthamoeba polyphaga (ATCC 30872), diante do re-
isolamento deste protozoario. O microorganismo, até entdo, ndao possuia
nenhuma relagcdo conhecida com culicideos vetores e, atualmente, possibilita
uma nova perspectiva acerca de sua ocorréncia em mosquitos de origem

silvestre.

2.2 Acanthamoeba spp.

2.2.1 Referencial histérico

O primeiro isolamento de AVL foi realizado por Puschkarew (1913), a
partir de poeira, nomeando o protozoario como Amoeba polyphagus. Mais
tarde, Page (1967), renomeou o isolado como Acanthamoeba polyphaga,
mantendo-se a designacdo genérica de Acanthamoeba, proposta por
Volkonsky, em 1931.

Este grupo adquiriu significancia epidemiol6gica em 1958, ano em que
Culbertson evidenciou o crescimento de um microorganismo contaminante em

cultura celular, durante o desenvolvimento de vacinas contra a poliomielite. O
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material obtido, quando inoculado em ratos e animais, provocava um quadro
patolégico de encefalite, o qual era responsavel pela morte dos animais. A
investigacdo do agente etioldgico revelou a presenca de uma ameba
pertencente ao género Acanthamoeba, que até entdo era considerada
saprofitica e nao patogénica (Culbertson et al., 1958; Culbertson et al., 1959).

Posteriormente, verificou-se que a citopatologia produzida em culturas
teciduais de rim de macaco, utilizadas para crescimento de poliovirus, era
causada por Acanthamoeba spp., € nao por um virus simio, como fora proposto
inicialmente (Culbertson, 1971).

Desde entdo, algumas linhagens do protozoario demonstraram forte
relacdo com o desenvolvimento de processos patolégicos. Em 1972, Jager &
Stamm relataram o primeiro caso de encefalite amebiana granulomatosa (EAG)
em humanos, causada por Acanthamoeba spp. J& 0 primeiro caso de ceratite

humana por esta AVL foi reportada por Nagington et al. (1974).

2.2.2 Ciclo biologico e morfologia
O microorganismo apresenta dois estagios distintos durante seu ciclo
biolbgico, correspondendo a fase ativa de trofozoito, durante a qual € realizada

a reproducao, e a fase dormente na forma de cisto (Figura 4) (Khan, 2009).
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Figura 4. Trofozoito (a) e cistos (b) de Acanthamoeba spp. n: nucleo; vc: vacuolo
contratil. Microscépio de contraste de fase (1000X). Barra = 10 um (a) € 5 um (b).
Fonte: Karin Caumo/ Laboratério de Parasitologia UFRGS

A dimenséao dos trofozoitos varia entre 15 a 50 um e alimentam-se de
bactérias, algas e leveduras provenientes do seu habitat, embora possam
existir axenicamente em liquidos com nutrientes, devido ao mecanismo de
pinocitose (Bowers, 1977; Bowers & Olszewski, 1983; Visvesvara et al., 2007).

A forma trofozoitica é caracterizada pela presenca de pseuddpodes para
a locomocao, que apresentam o aspecto de espinhos (acantopddios), um
nacleo com nucléolo proeminente, além de possuir vacuolo contratil e
fagocitario. Este estagio predomina enquanto houver condicbes 6timas de
crescimento, tais como fonte alimentar abundante, pH neutro, temperatura
adequada (30°C) e osmolaridade entre 50 a 80 mOsmol. E observado que o
tempo de geracao difere em 8 a 24 horas entre diferentes espécies/gendtipos,
periodo pelo qual a célula passa por uma série de fases distintas, culminando
na sua multiplicacao, que é assexual e ocorre por fissdo binaria (Khan, 2009).

Na forma de cisto, a ameba realiza um processo de condensacao, dando
origem a uma estrutura redonda, com parede celular dupla correspondente ao
endocisto e ectocisto, cujas medidas variam de 10 a 25 uym. Esta condicao

garante sua sobrevivéncia diante de situacdes hostis, nas quais permanecera
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metabolicamente inativa ou com atividade metabdlica minima (Khan, 2006;
Visvesvara et al., 2007).

Cabe salientar que, muitas vezes, Acanthamoeba spp. é encontrada em
associagdao com biofilmes, o que também pode facilitar sua sobrevivéncia no
ambiente. E notdrio que microorganismos agrupados em biofilmes sdo menos
susceptiveis aos tratamentos antimicrobianos, incluindo a desinfecgao,

constituindo uma protecao adicional para AVL (Thomas et al., 2010).

2.2.3 Atividade carreadora de microorganismos (“Cavalo de Tréia”)

Diversos estudos demonstram a habilidade de Acanthamoeba spp. em
promover um ambiente intracelular adequado para a sobrevivéncia de
inUmeros microorganismos patogénicos. Entre eles, destacam-se Acinetobacter
baumannii (Bouvet & Grimont, 1986) (Proteobacteria: Moraxellaceae) (Cateau
et al., 2011), Cryptosporidium parvum (Tyzzer, 1907) (Apicomplexa:
Cryptosporidiidae) (Scheid & Schwarzenberger, 2011), Campylobacter jejuni
(Jones et al., 1931) Véron & Chatelain, 1973 (Proteobacteria: Campylobactera-
ceae) (Axelsson-Olsson et al., 2005), Chlamydia spp. (Jones et al., 1945)
(Chlamydiae: Chlamydiaceae), Mycobacterium spp. (Lehmann & Neumann,
1896) (Actinobacteria: Mycobacteriaceae), Pseudomonas spp. (Migula, 1894)
(Proteobacteria: Pseudomonadaceae), Legionella spp. (Brenneretal.,, 1979)
(Proteobacteria: Legionellaceae) (Declerck et al., 2007; lovieno et al., 2010),
Vibrio cholerae (Pacini, 1854) (Proteobacteria: Vibrionaceae) (Sandstrém et al.,
2010), Escherichia coli K1 (T. Escherich, 1885) (Proteobacteria:

Enterobacteriaceae) (Alsam et al., 2006), Shigella dysenteriae (Shiga, 1897)
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Castellani & Chalmers, 1919 e Shigella sonnei (Levine, 1920) Weldin, 1927
(Proteobacteria: Enterobacteriaceae) (Saeed et al., 2009).

A interacdo com AVL pode ser benéfica as bactérias patogénicas pela
facilidade de escapar da predacgao e pela possibilidade de crescimento em um
protozoario que, normalmente, fagocita e digere espécies de bactérias nao-
resistentes. Diante da resisténcia a digestao intracelular, ocorre, possivelmente,
sobrevivéncia no interior de formas cisticas, acarretando em prote¢do para
qualquer microorganismo, diante de condicdes ambientais deletérias. Em
adicdo, o crescimento em trofozoitos permite a manutengdo constante da
multiplicacéo intracelular (Thomas et al., 2010).

Apesar da capacidade de albergar inimeros microorganismos,
pesquisas revelam que Acanthamoeba spp. ndo consegue manter algumas
bactérias em seu meio intracelular. Neste caso, outros mecanismos podem ser
ativados, como na interagdo entre  Acanthamoeba  castellanii
(Sarcomastigophora: ~ Acanthamoebidae) e Vibrio  parahaemolyticus
(Fujino et al., 1951) (Proteobacteria: Vibrionaceae), observada em co-cultivo.
Nesta situacdo, a bactéria apresenta sobrevivéncia extracelular dependente de
fatores produzidos e secretados pelo protozoario (Laskowski-Arce & Orth,
2008).

Embora existam inumeras evidéncias de que Acanthamoeba spp. atua
como um “cavalo de Tréia”, podendo albergar virus, bactérias, fungos e
protozoarios, um maior aprofundamento acerca destas interacdes se faz
necessario (Khan, 2009). E importante elucidar qual organismo é beneficiado

neste tipo de relacdo, além de definir a capacidade de transmissdo e a
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viabilidade de microorganismos entre cepas de Acanthamoeba spp. € 0

ambiente.

2.2.4 Caracterizacao morfologica e genotipica

O género Acanthamoeba é dividido em trés grupos distintos de acordo
com a morfologia e tamanho dos cistos (Pussard & Pons, 1977). Espécies
pertencentes ao grupo | sdo caracterizadas por cistos grandes (> 18 um) com
um endocisto em formato estrelar e ectocisto liso ou enrugado. O grupo Il
apresenta cistos pequenos (< 18 um) com endocisto levemente estrelar de
aspecto poliédrico, globular ou ovodide, e ectocisto enrugado. Ja o grupo Il
contém cistos menores que 19 um com endocisto redondo, e ectocisto fino e
liso. As espécies representadas por cada grupo morfolégico sdo demonstradas

na Tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo das principais espécies de Acanthamoeba em grupos
morfoldgicos:

Grupo | Grupo Il Grupo Il
A. astronyxis A. mauritaniensis A. palestinensis
A. comandoni A. castellanii A. culbertsoni
A. echinulata A. polyphaga A. royreba
A. tubiashi* A. quina A. lenticulata
A. divionensis A. pustulosa
A. triangularis
A. lugdunensis
A. griffini
A. rhysodes
A. paradivionensis
A. hatchetti*

Adaptado de Khan (2006).
* Espécies classificadas posteriormente, por Visvesvara (1991).

Posteriormente, Page (1988) agregou informacdes relevantes aos dados

ja existentes, descrevendo o tipo de locomogdo e o comportamento de
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trofozoitos em distintas temperaturas, resultando na criacdo de uma chave
dicotbmica para a identificacdo de AVL.

Entretato, ao longo do tempo, foi verificado que a classificacdo de
espécies de Acanthamoeba spp., baseada unicamente em caracteristicas
morfolégicas, apresentava algumas limitagdes. Varios estudos demonstraram
que uma mesma cepa poderia exibir variacées significativas na morfologia de
cistos e trofozoitos. Neste contexto, foi de fundamental importancia o
desenvolvimento de técnicas moleculares para a reclassificacdo do género,
principalmente com base na similaridade da regido 18S do RNA ribossomal
(18S rDNA) (Khan, 2006).

Desde entédo, a caracterizacao molecular deste grupo de AVL tem sido
realizada de forma constante e progressiva. Stothard et al. (1998) inicialmente
propuseram a classificacdo de espécies de Acanthamoeba spp. em 12

genotipos (T1-T12), conforme Tabela 2.
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Tabela 2. Classificacdo genotipica de espécies de Acanthamoeba, segundo
Stothard et al., 1998.

Genotipo Espécie Acesso GenBank
T1 A. castellanii U07400
T2 A. palestinensis Uo7411
A. pustulosa AF019050
A. polyphaga AF019051
T3 A. griffini U07412; S81337
A. polyphaga AF019052
A. pearcei AF019053
T4 A. castellanii U07413; U07414; U07416; U07401;
U07403; U07405
A. lugdunensis/ uo07407
A. polyphaga
A. hatchetti AF019060
A. polyphaga U07415; AF019061; U07402; AF019056;
AF019062
A. culbertsoni AF019057
A. rhysodes U07417; U07406
T5 A. lenticulata U94741; U94738; U94730; U94732
U94733; U94731; U94735; U94737
U94736; U94740; U94739; U94734
16 A. palestinensis AF019063
T7 A. astronyxis AF019064
T8 A. tubiashi AF019065
T9 A. comandoni AF019066
T10 A. culbertsoni AF019067
T11 A. stevensoni AF019069
A. hatchetti AF019068
T12 A. healyi AF019070
De forma complementar, Horn et al. (1999) identificaram duas

sequéncias genotipicas adicionais, T13 e T14, sendo representadas por

Acanthamoeba sp. UWC9 e Acanthamoeba sp. UWE39, respectivamente.

Hewett et al.

(2003) descreveram o gendtipo T15, correspondendo a

sequéncias de Acanthamoeba jacobsi. Em 2005, Maghsood et al. propuseram

a subdivisdao do gendtipo T2 em T2a e T2b, em virtude de diferenga
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correspondente a 4,9% em sequéncias genotipicas deste grupo. Corsaro &
Venditti (2010) encontraram evidéncias de um novo gendétipo, T16, enquanto
Nuprasert et al., (2010) relataram o ultimo genétipo identificado até o momento,
denominado T17.

Cabe salientar que a classificagdo molecular exige uma divergéncia de
5% ou mais entre as sequéncias nucleotidicas de Acanthamoeba spp., para

estabelecimento dos distintos grupos genotipicos (Khan, 2006).



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de estudo

Foram analisadas populacdes de mosquitos coletadas no municipio de
Porto Alegre, capital do Estado do Rio Grande do Sul (Brasil), a qual se localiza
sob 302 01' 59" de latitude Sul e 512 13' 48" de longitude Oeste do Meridiano de
Greenwich. Apresenta uma area total de 496,8 Km? e populacdo estimada em
1.409.351 habitantes, de acordo com os ultimos dados da Fundacao de
Economia e Estatistica (FEE, 2010).

A coleta de imaturos foi realizada entre os meses de janeiro e fevereiro,
compreendendo os anos de 2010 e de 2011. O Levantamento de indice Rapido
de A. aegypti (LIRAa) em Porto Alegre, demonstrou que o indice de Infestacdo
Predial (IIP)" médio, verificado em janeiro de 2010 e de 2011, correspondeu a
2,0% e a 2,1%, respectivamente. Conforme o Ministério da Saude, estes
percentuais representam um risco médio para a transmissdo de dengue,
embora varios locais do municipio apresentem indices acima de 3,9%,

considerados de alto risco (Prefeitura Municipal de Porto Alegre, 2011).

"1IP = Iméveis positivos  x 100
Imoveis pesquisados
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Para este estudo, selecionou-se 10 bairros com presenca reconhecida
do mosquito vetor, a saber: Auxiliadora, Bom Jesus, Cavalhada, Camaqua,
Cidade Baixa, Cristal, Jardim Carvalho, Jardim Vila Nova, Protasio Alves e

Santa Tereza (Figura 5).

Bairros
1. Auxiliadora
2. Bom Jesus
3. Cavalhada

4. Camaqua

5. Cidade Baixa
6. Cristal
7
8
9
1

. Jardim Carvalho
. Jardim Vila Nova
. Protasio Alves
0. Santa Tereza

I
t

Figura 5. Localizagcao dos bairros de Porto Alegre (RS, Brasil) incluidos no estudo e seus
respectivos indices de infestacéo predial (1IP) para o més de janeiro (2010 e 2011).



28

3.2 Amostragem

Como nao ha dados prévios disponiveis na literatura sobre a prevaléncia
esperada de Acanthamoeba spp. em populacdes silvestres de A. aegypti, ndo
foi possivel a realizacdo de calculo para a obtencdo do tamanho amostral.
Desta forma, o critério de selecao foi a disponibilidade de formas imaturas de
culicideos, com realizacao de 60 coletas (n = 60), entre janeiro e fevereiro de

2010 e de 2011.

3.3 Obtencao de larvas de A. aegypti

O presente estudo foi conduzido com 600 larvas de A. aegypti. Para a
aquisicao de tais espécimes, foram utilizadas armadilhas de oviposicao
(ovitrampas), compostas por recipientes plasticos na cor preta, com capacidade
de 500 mL de liquido, e palhetas de fibra de madeira reconstituida (Eucatex®),
com 15 cm de comprimento e 3 cm de largura (Figura 6). As palhetas foram
parcialmente submersas em agua, para que fosse possivel a realizacdo de
oviposicao na parte imediatamente superior a lamina d’agua, onde a palheta
encontrava-se umida.

As ovitrampas foram depositadas em locais protegidos da incidéncia
solar, localizando-se aproximadamente a 1 metro de distancia do solo. Alguns
materiais foram utilizados para auxiliar a coleta das formas imaturas, tais como
pipeta Pasteur, peneira, concha e lanterna.

Foram distribuidas 32 armadilhas de oviposicdo em 10 bairros distintos

da cidade de Porto Alegre (RS, Brasil). Destas, cinco foram examinadas entre
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0s meses de janeiro e fevereiro de 2010, enquanto 27 foram instaladas no ano
seguinte, entre 0 mesmo periodo.

Apbs sete dias da instalacdo das armadilhas, as mesmas eram
inspecionadas, procedendo-se com o recolhimento das formas larvais
existentes em tubos de ensaio limpos e envio imediato ao laboratério (Figura
7). De cada armadilha, 10 larvas do culicideo eram utilizadas.

A identificacdo dos espécimes foi realizada microscopicamente, de
acordo com chaves taxondémicas (Forattini, 2002), sendo que a observacao de
caracteristicas peculiares, relacionadas ao pécten, foi de extrema importancia

para sua rapida e precisa caracterizacao.

Figura 6. Armadilha instalada em Porto Alegre (RS, Brasil) para
obtencéao de larvas de A. aegypti. Fonte: Dayane Otta
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Figura 7. Larvas de A. aegypti, coletadas em Porto Alegre (RS, Brasil) e enviadas
ao laboratério de parasitologia de UFRGS, acondicionadas em tubo de ensaio.
Fonte: Dayane Otta/ Laboratério de Parasitologia UFRGS

Os procedimentos empregados para as coletas respeitaram as
condi¢cbes necessarias de seguranca, tendo sido aprovadas, previamente, pela

Secretaria de Saude do municipio de Porto Alegre.

3.4 Desenvolvimento larval em laboratério

As larvas jovens coletadas, pertencentes ao 1° e 2° instar, foram
mantidas em laboratério, por periodo de trés a quatro dias, a fim de atingirem
os estadios adequados para seu processamento. Para estes casos pontuais, o
desenvolvimento larval ocorreu em camara bioldégica (Tecnal®) com
temperatura ajustada de 28 + 1°C, umidade relativa de 80 * 5% e fotofase de
12 horas, em concordancia com Silva et al. (1998). Durante este periodo, os
imaturos permaneceram no mesmo ambiente liquido ao qual foram coletados,

sem a oferta de alimentacao adicional.
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3.5 Lavagem de larvas de A. aegypti

Com o intuito de remover todo e qualquer contaminante externo,
incluindo linhagens de Acanthamoeba spp. que poderiam estar aderidas a sua
superficie, as larvas utilizadas passaram por um rigoroso processo de lavagem.

Primeiramente, as formas larvais foram acondicionadas em tubos
Falcon estéreis, que foram constituidos por grupos de 10 larvas cada, oriundas
da mesma ovitrampa. Em seguida, foram adicionados 5 mL de agua destilada
estéril gelada, com centrifugacdo e posterior remocdo do volume liquido.
Realizou-se lavagem em 2 mL de tampao fosfato pH 7,2 (PBS) e centrifugacao
por 5 minutos a 1.500 rpm. O procedimento descrito foi repetido por mais duas
vezes, totalizando trés lavagens. Apéds, cada pool foi transferido para um tubo
Eppendorf, onde foi realizada a maceracao dos espécimes com micropistilo

esterilizado.

3.6 Isolamento de amebas de vida livre

Para o isolamento e cultivo de AVL, foram utilizadas placas de Petri
estéreis contendo agar nao-nutriente (ANN) a 1,5% com uma sobrecamada de
Escherichia coli (ATCC 25922) mortas pelo calor, a 56 °C por 2 horas.

A presenca de cistos e trofozoitos de Acanthamoeba spp. foi investigada
em pools contendo 10 larvas de A. aegypti pertencentes ao 3° e 4° estadio. As
larvas, ap6s a maceragao, foram centrifugadas a 1.500 rpm, por 5 minutos, e
50 puL do sedimento foram depositados no centro da placa, servindo como

indculo. O procedimento foi realizado em triplicata.
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Apoés a adicdo do inoculo, as placas foram vedadas com filme plastico
Parafim® (SPI Supplies, West Chester, PA, USA) e mantidas em estufa
bacteriolégica, a 30°C. Transcorridas 48 horas, procedia-se com a analise do
material ao microscépio éptico para detectar cistos e trofozoitos de AVL, em
aumento de 100X. As placas negativas para amebas foram monitoradas por 30
dias e, mantendo-se nesta condicédo, eram destinadas ao descarte.

Como controle negativo, foram utilizadas larvas de A. aegypti
pertencentes a linhagem Rockefeller, protegidas do contato com
Acanthamoeba spp. Os espécimes foram lavados conforme descrito
anteriormente, macerados e inoculados em placas de ANN 1,5%. O material foi
mantido sob 30°C, com observacao microscopica realizada durante o periodo
de 30 dias, visando identificar possiveis materiais e/ou solucbes contaminadas

pelo protozoario.

3.7 Obtencao de culturas monoxénicas de amebas de vida livre

Diante da evidenciacdo de amebas em placas de ANN por observagao
microscopica, foram realizados subcultivos monoxénicos a fim de eliminar
espécimes contaminantes, essencialmente compreendidos por bactérias e
estruturas fangicas. Deste modo, o procedimento consistiu na remocao de
partes do agar com melhor visualizacdo de cistos ou trofozoitos de amebas,
transferindo-as para outra(s) placa(s), em iguais condicées da cultura primaria,
até a remocao completa dos microorganismos indesejados. Em amostras com
intensa contaminagcdo por fungos filamentosos e leveduras, utilizou-se uma

sobrecamada de Anfotericina B (Fungizona®).
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3.8 Clonagem de amebas de vida livre

A clonagem de trofozoitos de AVL foi realizada para a obtencdo de
populagbes geneticamente puras. Inicialmente, obteve-se uma suspensao
amebiana de cada isolado, oriunda da remocao de trofozoitos do cultivo
monoxénico. Uma aliquota do material (18 pL) foi depositada em camara de
Fuchs-Rosenthal para a contagem de trofozoitos, sendo a concentracido
ajustada para 200 trofozoitos/mL, com estimativa de um trofozoito a cada 5 pL.
Deste modo, a suspenséo foi distribuida em volumes de 5 pL em cada um dos
16 campos, delimitados externamente com caneta retroprojetor, em uma nova
placa de ANN 1,5% recoberta por E. coli (ATCC 25922) (Figura 8). Apds, 0s
campos foram visualizados ao microscopio 6ptico, em aumento de 100X e, um
trofozoito foi selecionado aleatoriamente para a realizagdo de um subcultivo em

nova placa, finalizando o processo de clonagem.

Figura 8. Clonagem de AVL. Placa de ANN 1,5% com 16 campos contendo 5 pL de suspensao
amebiana (A e B). Fonte: Dayane Otta/ Laboratorio de Parasitologia UFRGS
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3.9 Caracterizacao morfologica dos isolados de Acanthamoeba

3.9.1 Teste de exflagelacao

Com o objetivo de exclur a presenca de Naegleria spp.
(Sarcomastigophora: Vahlkampfiidae) entre os isolados, realizou-se o teste de
exflagelagdo. Esta AVL apresenta morfologia semelhante a Acanthamoeba
spp., entretanto, diferencia-se desta pela emissdo de flagelos quando em
contato com ambientes liquidos. Sendo assim, uma placa de ANN 1,5% de
cada isolado foi acrescida de 10 mL de agua destilada estéril, em temperatura
ambiente. O liquido foi transferido para frascos de cultura estéreis e incubados
a 37°C. O conteudo dos frascos foi analisado em microscépio 6ptico invertido a

cada 30 minutos, durante 4 horas (De Carli, 2001; Silva & Rosa, 2003).

3.9.2 Anadlise do tamanho de cistos

Para esta avaliacdo, cistos de Acanthamoeba spp. foram submetidos a
coloragao por tricrémico, de acordo com Brickner & Garcia (1993). Sendo
assim, 3 mL de suspensdo amebiana foi centrifugada a 2.500 rpm durante 5
minutos. As lavagens foram repetidas por mais duas vezes, utilizando-se PBS.
O sedimento foi ressuspenso em solugao salina de Page e, posteriormente,
acrescido de fixador acetato de sddio - acido acético - formaldeido (SAF),
desenvolvido por Junod (1972).

Uma aliquota de 100 pL foi transferida a uma Iamina de microscopia,

com secagem em estufa bacteriolégica a 37 °C, por trés horas. A coloracao por
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tricromico foi realizada em cubas de Coplin e, apds estarem secas, as laminas
foram observadas em microscopio 6ptico, com aumento de 1000X.

A andlise de cistos baseou-se na observacao de suas medidas e de sua
dupla parede, conforme descrito por Pussard & Pons (1977) e Page (1988). Foi
realizada avaliagdo morfométrica de 10 cistos em ocular milimetrada, para a
obtencado de uma média aritmética.

Eventual consulta acerca do preparo dos reativos pode ser realizada no

ANEXO I.

3.9.3 Tempo de contracao de vacuolos pulsateis

A fim de verificar o tempo de contracdo de vacuolos pulsateis,
realizaram-se contagens cronometradas a partir de trofozoitos, em culturas
monoxénicas. As observacoes foram feitas em microscopio Optico, diante de
aumento de 100X. Cada contagem teve inicio a partir do fechamento do
vacuolo, com encerramento apdés a abertura total e novo fechamento do
mesmo (De Carli, 2001). As contagens foram realizadas em 10 trofozoitos de
cada isolado, procedendo-se com o calculo para a obtencdo de uma média

aritmética.

3.10 Caracterizacao molecular dos isolados de Acanthamoeba

3.10.1 Extracao de DNA genémico

Para a realizacdo da extracao de DNA gendmico, utilizou-se suspensao

com 1.000.000 trofozoitos/mL, os quais foram submetidos a trés processos de
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lavagem para recuperagao do sedimento, com centrifugacdes a 2.500 rpm por
10 minutos. Os procedimentos foram realizados de acordo com protocolo de
Aljanabi & Martinez (1997), com algumas modificagcdes.

Inicialmente, os sedimentos foram suspensos em 400 pL de tampéao
TEN (0,4 M NaCl; 10 mM Tris-HCI pH 8,0; 2 mM EDTA pH 8,0), com agitacao
em vortex por 10 a 15 segundos. Apéds, foram adicionados 40 pL de dodecil
sulfato de sddio 20% (SDS) (concentragao final de 2%) e 8 uL de proteinase K
20 mg/mL (concentracao final de 400 pg/mL), sendo homogeneizados e
incubados a 56 °C por periodo minimo de 1 hora. Em seguida, 300 puL de NaCl
(6 M) foram acrescentados em cada amostra, com agitagdo em vortex por 30
segundos e centrifugacdo por 20 minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo e 700 pyL de isopropanol foram adicionados,
procedendo-se com a incubacdo do material a -20°C por 1 hora. As amostras
foram centrifugadas por 20 minutos a 12.000 rpm e, apo6s, o sedimento foi
lavado com etanol 70% e novamente centrifugado, desta vez durante 10
minutos a 12.000 rpm. Finalmente, o material foi desidratado sob temperatura
ambiente e ressuspenso em 60 pL de agua ultra-pura autoclavada. O DNA
obtido foi imediatamente utilizado para ensaios de PCR (Polymerase Chain

Reaction) ou armazenado a -20°C até posterior utilizagéo.

3.10.2 Quantificacao e pureza do DNA genémico
A quantificagdo e a qualidade das amostras de DNA extraidas foram
mensuradas a partir de espectrofotobmetro (NanoVue - GE Healthcare) em

comprimento de onda de 260 nm e razdo entre 260/280 nm. A taxa entre as
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leituras em 260 nm e 280 nm (OD2go/OD2gp) fornece uma estimativa da pureza
do acido nucléico. Preparacdes puras de DNA contém OD2g/OD2gy com
valores préximos a 1,8 (Sambrook et al., 1989). Também utilizou-se gel de
agarose a 0,8% corado com brometo de etidio 0,5 pg/mL, uma vez que a
corrida em gel é uma ferramenta valiosa para verificar a integridade do material

genético.

3.10.3 Confirmacao do género Acanthamoeba por PCR

A confirmacao do género Acanthamoeba foi realizada pela Polymerase
Chain Reaction (PCR), de acordo com Booton et al. (2004). Para o emprego da
técnica, foram utilizados os primers especificos JDP, que apresentam as
seguintes sequéncias oligonucleotidicas:

JDP1 (Forward): 5 — GGCCCAGATCGTTTACCGTGAA -3’
JDP2 (Reverse): 5 — TCTCACAAGCTGCTAGGGGAGTCA -3’

Para isolados de Acanthamoeba, os primers JDP amplificam um
fragmento de 423-551 pb da regido 18S do rDNA, denominado Acanthamoeba-
specific amplimer S1 (ASA.S1), conforme proposto por Schroeder et al. (2001).

Cada reacao foi realizada com volumes de 25 pL, contendo DNA molde,
0,2 mM de dNTPs (Ludwig Biotecnologia), 0,4 uM de cada oligonucleotideo
(Invitrogen™), 1,5 mM de MgCl,, Tampao de reacdo 5X (5X Green/Colorless
GoTaqg® DNA Polymerase), 1U de GoTag® DNA Polymerase (Promega) e
agua tratada com dietil-pirocarbonato (DEPC) (Ambion®) em quantidade

suficiente para completar o volume.
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As condicdes de PCR incluiram uma desnaturacao inicial de 94°C por 5
minutos, seguida por 35 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 67°C por 1 minuto e 72°C
por 1 minuto, com uma etapa de extensao final de 5 minutos a 72°C.

Os fragmentos amplificados foram separados, por eletroforese, em gel
de agarose corado com brometo de etidio 2% e visualizados em transluminador
ultravioleta. O controle negativo abrangeu todos os reagentes, com excecao do

DNA, além de ser utilizada E. coli (ATCC 25922) para tal finalidade.

3.10.4 Purificacao de bandas do DNA genémico
As bandas de DNA gendmico de alguns isolados, observadas em luz
ultravioleta, foram removidas do gel de agarose e purificadas com o Kkit

k™ Quick Gel Extraction (Invitrogen™). As instrucdes do

comercial PureLin
fabricante foram seguidas com algumas adaptacdes. Primeiramente, 400 mg
do gel de agarose contendo DNA foi dissolvido em 1,2 mL de tampéo,
denominado Buffer L3, a 50°C. O gel dissolvido foi centrifugado a 12.000 xg por
1 minuto, em tubo com coluna, com posterior adigdo de 500 pL de tampéo de
lavagem Wash Buffer W1, contendo etanol. Em seguida, realizou-se
centrifugacdo a 12.000 xg por 2 minutos, sendo o procedimento repetido por
trés vezes. O material foi eluido em 30 puL do tampéao de eluicdo Elution Buffer
E5, incubado por 20 minutos em temperatura ambiente e submetido a nova
centrifugacédo, concluindo o processo de purificacdo. As amostras de DNA

purificadas foram quantificadas e distribuidas em tubos criogénicos, estando

aptas para o sequenciamento.
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3.10.5 Sequencimento dos isolados de Acanthamoeba

Parte representativa dos isolados de Acanthamoeba tiveram seus
fragmentos genémicos enviados a empresa Macrogen Inc. (Seoul, Coréia do
Sul) para realizacdo da técnica de sequenciamento. As reagdes foram
conduzidas com o kit BigDye™ Terminator (Applied Biosystems), a partir de
sequenciador automatico ABI 3730XL. Foram enviados 50 ng de DNA
purificado de 26 amostras, além de primers JDP1 e JDP2 na concentracao de

10 pmol.

3.10.6 Analise de sequéncias nucleotidicas
As sequéncias obtidas foram visualizadas com auxilio do programa
Chromas versao 2.24 (Technelysium Pty Ltd) (Figura 9), analisadas com

ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/) e editadas manualmente

com o software BioEdit vers&o 7.0.9.0 (Hall, 1999). A comparagcé&o com o banco
de dados nucleotidicos do NCBI (National Center for Biotechnology
Information) foi realizada por intermédio do programa BLAST, Basic Local

Alignment  Search Tool (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Para a

determinacao de grupos genotipicos, levou-se em consideracdo o maior indice
de similaridade entre as sequéncias deste estudo e as sequéncias

correspondentes as espécies publicadas por Stothard et al. (1998).
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Figura 9. Imagem do software Chromas, empregado para a visualizagdo de cromatogramas e
sequéncias nucleotidicas. Fonte: Dayane Otta/ Laboratério de Parasitologia UFRGS

3.11 Estimativa da patogenicidade dos isolados de Acanthamoeba
através de testes fisioldgicos

Dentre os isolados de Acanthamoeba spp. obtidos, 14 foram submetidos
a andlises fisioldgicas, fornecendo uma perspectiva de seu comportamento
frente a diferentes temperaturas (teste de termotolerancia) e concentracao
osmolar (teste de osmotolerancia). As metodologias foram descritas por Khan
et al. (2001), relatando a importdncia dos estudos de tolerancia para a

avaliacao do potencial patogénico de AVL.

3.11.1 Teste de termotolerancia

Para analises de termotolerancia, preparou-se uma suspensao
amebiana de cada isolado, onde cerca de 1.000 trofozoitos, em 30 pL, foram
inoculados no centro de placas de ANN 1,5%, recobertas por E. coli (ATCC

25922). As placas foram incubadas em trés temperaturas distintas: 30°C
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(controle positivo), 37°C e 42°C por 10 dias. O crescimento dos
microorganismos foi classificado como intenso, moderado, discreto ou
negativo, diante da contagem de cistos e de trofozoitos presentes a uma
distancia de 20 mm do indéculo, em cinco campos microscépicos distintos

(aumento de 100X). Todos os testes foram realizados em triplicata.

3.11.2 Teste de osmotolerancia

Para mensurar a influéncia de diferentes osmolaridades sobre o
crescimento dos isolados, foram utilizadas placas de ANN 1,5%, recobertas por
E. coli (ATCC 25922), contendo concentracées de 0,5 e 1,0 M de manitol.
Cerca de 1.000 trofozoitos, em 30 pL, foram inoculados no centro das placas,
com incubagédo a 30°C por 10 dias. Para controle do crescimento amebiano,
foram utilizadas placas de ANN 1,5% sob as mesmas condi¢des de incubagao,
porém, com auséncia de manitol. O crescimento dos microorganismos foi
classificado como intenso, moderado, discreto ou negativo, diante da contagem
de cistos e de trofozoitos presentes a uma distancia de 20 mm do inéculo, em
cinco campos microscopicos distintos (aumento de 100X). Todos os testes

foram realizados em triplicata.

3.12 Cepas de referéncia da ATCC (American Type Culture
Collection) para Acanthamoeba spp.

Duas cepas de referéncia foram utilizadas como controle positivo para
os experimentos deste estudo, a saber, Acanthamoeba polyphaga ATCC

30461, isolada de ceratite amebiana humana (origem clinica) e Acanthamoeba
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polyphaga ATCC 30872, isolada de massa d’agua de um lago (origem
ambiental). Tais microorganismos sao mantidos e cultivados no laboratério de

Parasitologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

3.13 Analise dos dados

Os dados foram avaliados mediante o emprego de estatistica descritiva,

compreendendo calculos de média, desvio-padrao e percentuais.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Positividade de armadilhas para larvas de A. aegypti

Todas as armadilhas estabelecidas no ano de 2010 foram positivas para
larvas de A. aegypti em uma Unica ocasidao, constituindo unicatas. Assim,
coletou-se larvas de A. aegypti nos bairros Camaqua, Cavalhada, Cristal,
Jardim Vila Nova e Santa Tereza.

Nas armadilhas instaladas em 2011, foram observados diferentes niveis
de positividade a cada semana avaliada. O numero de ovitrampas positivas foi
maior na 72 semana de observacao (12/44,4%), enquanto os menores indices
foram verificados nas quatro semanas iniciais de inspecao, correspondentes ao

més de janeiro de 2011 (Tabela 3).
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Tabela 3. Armadilhas positivas para larvas de A. aegypti, de acordo com bairro
de coleta e semana de observacao (ano de 2011).

Bairro Armadilhas Semanas de observacao
instaladas Janeiro Fevereiro

1 a 23_1 3§ 4-’1_l 5§ 63_1 7§ 83_1

Numero de armadilhas positivas

Auxiliadora 8 1 1 2 3 2 3 7 2
Bom Jesus 4 1 0 0 0 1 1 0 2
Cidade Baixa 1 0 0 0 0 0 0 0 1
J. Carvalho 4 0 1 1 1 3 2 1 1
Protésio Alves 10 1 3 1 0 4 3 4 2
Total (n) 27 3 5 4 4 10 9 12 8
Total (%) 100 11,1 18,5 14,8 14,8 37,0 33,3 44,4 29,6

Os meses do verao implicam, sabidamente, em condi¢des favoraveis
para o desenvolvimento de A. aegypti, facilitando seu encontro em grandes
metrépoles. Em 2011, a temperatura média em Porto Alegre foi de 26°C, nos
meses de janeiro e fevereiro, com precipitacao pluviométrica média de 91,7
mm e 141,1 mm, respectivamente (Metroclima, 2011). Tais condi¢des

permitiram a coleta de um numero satisfatério de larvas de A. aegypti.

4.2 Isolamento de AVL a partir de larvas de A. aegypti
Dos 60 pools de larvas de A. aegypti investigados, 54 (90%) albergavam
AVL. Os isolados foram oriundos de culicideos coletados em 17 locais distintos,

compreendendo estabelecimentos comerciais e residéncias (Tabela 4).
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Tabela 4. Numero de pools de A. aegypti amostrados de acordo com o local de origem, positividade para AVL e isolados

obtidos.
Pools de A. aegypti Origem Amostras Isolados
Bairro Local AVL AVL
7 Auxiliadora Condominio Residencial 7+ CA1-7
10 Auxiliadora Estacionamento privado 8+ EE1-8
3 Auxiliadora Estacionamento publico 3+ EC1-3
1 Auxiliadora Academia 1+ AC1
5 Bom Jesus Condominio Residencial 4+ CB1-4
1 Camaqua Residéncia 1+ CAM1
1 Cavalhada Residéncia 1+ CAV1
1 Cidade Baixa Residéncia 1+ CIB1
1 Cristal Residéncia 1+ CR1
8 Jardim Carvalho Comércio 6+ COM1-6
2 Jardim Carvalho Oficina Mecanica 2+ OF1-2
1 Jardim Vila Nova Residéncia 1+ JVNT1
9 Protasio Alves Floricultura 8+ FL1-8
3 Protasio Alves Auto-pecas descoberta 3+ ROB1-3
4 Protasio Alves Auto-pecas coberta 4+ RON1-4
2 Protasio Alves Posto de combustivel 2+ PO1-2
1 Santa Tereza Comércio 1+ STH1
60 pools 10 bairros 17 locais 54 isolados AVL
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O isolamento de amebas foi realizado entre o 3% e 5° dia ap6s a
inoculacdo do macerado de larvas de A. aegypti, em placas de ANN 1,5%. A
Unica excecgao constituiu-se no isolado EE5, cujo crescimento foi evidenciado
no 26° dia da inoculacao, e que posteriormente, demonstrou nao pertencer ao
género Acanthamoeba.

Os isolados, em geral, apresentavam trofozoitos caracteristicos (Figura
10a), com vacuolos pulsateis bastante definidos, além de acantopddios e
nucleo evidente. As formas trofozoiticas persistiam por trés a cinco dias, sendo

progressivamente substituidas pelo estagio cistico (Figura 10b).

Figura 10. Trofozoitos (a) e cisto (b) do isolado ST1, em placa de ANN 1,5% com
sobrecamada de E. coli (ATCC 25922). Microscépio 6ptico (100X). Barra = 10 pm.
Fonte: Dayane Otta/ Laboratério de Parasitologia UFRGS

A presenca de contaminantes foi marcante em todas as placas com
indculo primario, abrangendo intenso numero de bactérias, leveduras e fungos
filamentosos (Figura 11). Sabe-se que as formas larvais de mosquitos contém
uma grande quantidade de microorganismos em seu interior, sendo este um
aspecto relevante para o nivel de contaminacao verificado. A realizagdao de
repiques, a cada trés dias, foi indispensavel para a rapida reducao de
organismos indesejaveis, prosseguindo-se com o procedimento até a remocao

completa dos mesmos (Figura 12).



Figura 11. Cistos do isolado EE4 contendo contaminacao fungica (hifas).
Microscopio 6ptico (100X). Barra = 60 pm.
Fonte: Dayane Otta/ Laboratério de Parasitologia UFRGS

Figura 12. Cistos do isolado EE4 sem contaminagéo flngica, apds sucessivos
repiques e uso de Fungisona®. Microscépio optico (100X). Barra = 60 pm.
Fonte: Dayane Otta/ Laboratério de Parasitologia UFRGS

47



48

Em adicdo, 12 amostras (22,2%) apresentaram presenca concomitante
de AVL e protozoarios ciliados. A identificacdo de tais organismos ciliados nao
foi alvo de estudo, embora algumas pesquisas demonstrem seu papel na
biologia de culicideos. Eisenberg et al. (2000) realizaram estudo sobre a
interacdo entre Aedes sierrensis (Diptera: Culicidae) e Paramecium aurelia
(Ciliophora: Parameciidae), evidenciando que estes protozoarios sao capazes
de persistir a intensa predacao larval, servindo como um recurso alimentar
estavel e constante para as larvas.

Entre os pools de larvas de A. aegypti da linhagem Rockefeller,
utilizados como controle negativo, nenhum apresentou crescimento de AVL em
placas de ANN 1,5%. Este dado revela a auséncia de contaminacao
laboratorial pelo protozoario, demonstrando que todos os isolados amebianos

foram oriundos do ambiente.

4.3 Caracterizacao morfoldgica dos isolados de AVL

4.3.1 Teste de exflagelacao

Todos os isolados de AVL mostraram-se negativos para o teste de
exflagelacao, indicando a auséncia de Naegleria spp. entre as amostras. Este
grupo de amebas € caracterizado pela capacidade de seu trofozoito em
assumir uma forma flagelada durante o ciclo biolégico. Tais organismos estéao
distribuidos mundialmente e podem ser encontrados em solo e em ambientes

aquaticos (Schuster & Visvesvara, 2004).
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Naegleria fowleri (Sarcomastigophora: Vahlkampfiidae) é uma espécie
que detém consideravel atencado, pois € considerada altamente patogénica
para humanos e, por isso, concentra grande parte do interesse cientifico acerca
deste género. Além disso, Naegleria australiensis e Naegleria italica sao
capazes de provocar infeccdo em camundongos (Visvesvara et al., 2007). Ja
em insetos, a presenca desta AVL nao é conhecida.

Cabe salientar que o teste de exflagelagcdo pode resultar em alguns
resultados falso-negativos, uma vez que os parametros para exflagelacao de
Naegleria spp. sao bastante variaveis, e nem todos os isolados emitem flagelos
em condicoes de laboratério (Behets et al., 2003). Por exemplo, Edagawa et al.
(2009), entre 261 isolados distintos de Naegleria spp., evidenciaram que
apenas 131 destes eram capazes de formar flagelos (50,2%). Por este motivo,
a caracterizagdo molecular de AVL é de suma importancia, sendo representada
neste estudo pela minuciosa pesquisa e identificacdo de Acanthamoeba spp.,

que é o género predominante em amostras ambientais.

4.3.2 Identificacao e classificacao do género Acanthamoeba por
critérios morfologicos

Os isolados que apresentaram caracteristicas fenotipicas compativeis
com Acanthamoeba spp. em cultivo monoxénico, foram selecionados para a
realizacdo de estudo morfoldgico. A coloragao de tricrdmico evidenciou cistos
peculiares, com ectocisto e endocisto delimitados, possuindo medidas que se
enquadravam ao género de interesse. Quanto aos trofozoitos, foi avaliado o

tempo de contracdo de vacuolos pulsateis para cada isolado (Tabela 5).



Tabela 5. Caracteristicas morfolégicas dos cistos de Acanthamoeba spp

trofozoitos.
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. € tempo de contracdo de vacuolos pulsateis dos

Tamanho médio dos

Formato do

Formato do

Tempo de contracao

Isolado cisto_s (pm)*~ Endocisto Ectocisto de vapt]olos*j
+ desvio padrao + desvio padrao
AC1 15,8+ 1,2 Poligonal Rugoso 30,9+35
CA1 14,6 £1,3 Poligonal Rugoso 36,5+£2,9
CA2 144 +1)9 Poligonal e estrelado Rugoso e liso 38,728
CAS3 15,5+£0,9 Poligonal e estrelado Rugoso e liso 38,6 +3,4
CA4 15,3+ 1,5 Poligonal Rugoso 36,2+1,8
CA5 149 +1,7 Poligonal Rugoso 39,5 £ 3,1
CA6 14,2+0,5 Poligonal e estrelado Rugoso e liso 31,9+£3,6
CAV1 15,3+ 1,5 Poligonal Rugoso 34,1 +3,4
CAM1 15,9+1,3 Estrelado Liso 37,2+3,4
CB1 16,2 £ 1,1 Poligonal e estrelado Rugoso e liso 31,1 £33
CB2 15,7 £0,8 Esférico Liso 34,6 +3,0
CB3 15,0+£1,6 Poligonal Rugoso 29,8 £ 2,1
CB4 14,1 £1,2 Estrelado Liso 30,725
CiB1 16,4 £0,5 Poligonal e estrelado Rugoso e liso 32,022
COM1 14,3 0,6 Poligonal Rugoso 35,4 £3,9
COM2 15,9+ 1,1 Poligonal Rugoso 36,9 £3,4
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Tabela 5 (continuacao). Caracteristicas morfoldgicas dos cistos de Acanthamoeba spp. e tempo de contracdo de vacuolos
pulséateis dos trofozoitos.

Tamanho médio dos

Formato do

Formato do

Tempo de contracao

Isolado cisto_s (pm)*~ Endocisto Ectocisto de vapt]olos*j
+ desvio padrao + desvio padrao

COM5 142+1,5 Poligonal Rugoso 35,1 £3,6
CR1 11,2+0,7 Esférico Rugoso 28,2+ 3,6
EC1 15,2+1,0 Poligonal Rugoso 26,0 £ 4,1
EC2 12,1+£0,8 Poligonal Rugoso 248+23
EC3 15,7+0,9 Poligonal Rugoso 30,4 £3,2
EE1 149+1,3 Poligonal Rugoso 37,8+£2,3
EE2 15,2+0,9 Esférico Rugoso 39,829
EE3 16,5+ 1,1 Poligonal Rugoso 33,4+3,.3
EE4 16,4 £0,8 Poligonal Rugoso 30,1 £ 3,7
EE6 143+1,4 Poligonal e triangular Rugoso 34,0+4,0
EES8 13,412 Estrelado Liso 48,7 £ 3,2
FL1 16,6 £ 1,1 Esférico Liso 34,024
FL2 16,4 £0,9 Poligonal e estrelado Rugoso e liso 37,1+23
FL3 14,8 £ 0,6 Poligonal Rugoso 35,2+29
FL4 15,314 Esférico Liso 31,4+£1,8
FL5 16,7 £1,0 Poligonal Rugoso 30,3+£2,6



52

Tabela 5 (continuacao). Caracteristicas morfoldgicas dos cistos de Acanthamoeba spp. e tempo de contracdo de vacuolos
pulséateis dos trofozoitos.

Tamanho médio dos

Formato do

Formato do

Tempo de contracao

Isolado cisto_s (pm)*~ Endocisto Ectocisto de vapt]olos*j
+ desvio padrao + desvio padrao

FL6 15,3+0,7 Estrelado Liso 355+23
FL7 16,1 £0,9 Poligonal e estrelado Rugoso e liso 33,8+£2,9
FL8 14,3 +1,3 Poligonal Rugoso 33,5+£2,2
JVN1 15,7+1,6 Esférico Liso 35,9+3,3
OF1 15,2 £ 1,1 Poligonal e estrelado Rugoso e liso 39,9+3,6
OF2 15,8 £1,3 Estrelado Liso 32,4+£5,0
PO2 149 +1)7 Poligonal Rugoso 29,3+£1,9
ROB1 17,3+£0,8 Poligonal Rugoso 35427
ROB2 16,6 £ 1,1 Poligonal e estrelado Rugoso e liso 39,2+25
ROB3 15,4+ 0,9 Estrelado Liso 37,8+28
RON1 14,1 £1,3 Estrelado Liso 35,6 + 3,1
RON2 16,8 £1,0 Poligonal Rugoso 379+3,4
RON3 15,1 £0,7 Poligonal Rugoso 33,122
RON4 15,7+1,6 Estrelado Liso 39,5+3,6
STH1 14,2+0,9 Estrelado Liso 35,4+3,5

* Média determinada pela medida de 10 cistos de cada isolado.
** Média determinada pela cronometragem do tempo de contragédo de vacuolos em 10 trofozoitos de cada isolado (segundos).
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Com base na observacao de trofozoitos, verificou-se que a maioria dos
isolados apresentaram tempo de contracdo de vacuolos inferior aos relatados
por De Carli (2001), o qual descreveu intervalos que oscilavam entre 45 e 50
segundos para Acanthamoeba spp. Deste modo, apenas o isolado EE8 foi
concordante com os dados da literatura. Em contrapartida, a analise
morfolégica de cistos forneceu todas as evidéncias necessarias para a
identificacdo do género, onde 47 (87%) isolados demonstraram pertencer ao
género Acanthamoeba.

A partir da observacdao das formas cisticas, foi possivel realizar a
classificacao inicial das amebas, de acordo com os grupos morfoldgicos
estabelecidos por Pussard & Pons (1977). O grupo taxonémico Il foi o mais
prevalente, correspondendo a 43 (91,5%) isolados, enquanto caracteristicas
tipicas do grupo Ill foram encontradas em 4 (8,5%) cepas (CB2, FL1, FL4 e
JVN1). O didmetro dos cistos variou de 11,2 a 17,3 um.

A disparidade dos isolados, quanto ao endocisto e ectocisto, permitiu a
diferenciacao dos dois grupamentos taxonémicos encontrados no presente
estudo, uma vez que as diferencas mais pronunciadas estdo baseadas na
morfologia destas estruturas. Algumas células submetidas a coloragdao por
tricromico podem ser visualizadas na Figura 13.

O aspecto heterogéneo observado em alguns cistos, do mesmo isolado,
também foi uma observacdo importante. Algumas amostras contemplavam
cistos com duas morfologias distintas, apesar do emprego da técnica de
clonagem. Dentre os isolados de Acanthamoeba spp., 9 (19,15%)

apresentaram associacao de cistos poligonais e estrelados, enquanto 1 (2,1%)
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continha cistos poligonais e triangulares. Estes resultados sugerem que as
formas cisticas deste protozoario podem apresentar algumas variacées quanto
a morfologia, sendo inerentes e especificas para cada isolado.

Estudos anteriores demonstraram que cistos de Acanthamoeba sofrem
influéncia direta do ambiente ao qual se desenvolvem, podendo apresentar-se
sob distintas formas (Sawyer, 1971; Stratford & Griffiths, 1978). Estas
evidéncias serviram como subsidios para questionar a utilizagcdo da estrutura
de cistos como critério taxon6mico. Desta maneira, os métodos moleculares
disponiveis atualmente servem como importante ferramenta na identificacao

precisa de Acanthamoeba spp.

Figura 13. Isolados de Acanthamoeba spp. corados com tricromico. Cistos do |solado FL2 (a),
cistos do isolado EE6 (b), trofozoito do isolado FL6 (c), cistos do isolado CB4 (d). Microscopio
Optico (1000X). en: endomsto ec: ectocisto. Barra = 10 um. Fonte: Dayane Otta/ Laborat6rio
de Parasitologia UFRGS.
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4.4 Caracterizacao molecular dos isolados de AVL

4.4.1 Pureza e concentracao do DNA genémico

Todos os isolados de AVL foram submetidos a técnica de extracao de
DNA genbmico, para posterior realizacdo de analises moleculares.

As amostras de DNA apresentaram indices satisfatorios de pureza, com
relacdo 260/280 oscilando entre 1,429 e 2,146, o que evidencia sua alta
qualidade. Em relacdo a concentracdo do material genético, os resultados
demonstraram grande eficiéncia da extracao de DNA em trofozoitos, com valor
maximo de 526,5 ng/uL, entre os isolados. As menores concentragdes
corresponderam a 3,5 ng/uL, 6,5 ng/uL e 11,8 ng/uL. Estes limitrofes inferiores
podem ter sido observados em funcdo de quantidade significativa de cistos
presentes nas amostras (isolados COM5, RON3 e COM1, respectivamente), o
que ratificaria a dificuldade existente na obtencao de material genético a partir
de cistos de AVL.

Goldschmidt et al. (2008) evidenciaram a resisténcia de cistos de
Acanthamoeba spp. a diversos métodos classicos de extracdo de DNA. Na
forma cistica, os reativos empregados nao sao eficientes para promover a
liberacdo de DNA. Tal fato ocorre devido a presenca de dupla parede celular
em cistos, composta pelo ectocisto e endocisto, a qual impede a devida lise

das células e, consequentemente, a disponibilidade do contelddo genético.
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4.4.2 Confirmacao do género Acanthamoeba por Polymerase Chain
Reaction (PCR)

Dos 54 isolados de AVL obtidos neste estudo, 47 (87%) foram
confirmados como pertencentes ao género Acanthamoeba pela técnica de
PCR, em concordancia com os resultados da analise morfolégica. O padrao

das bandas é demonstrado na Figura 14.
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Figura 14. Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos produtos de PCR de Acanthamoeba spp.,
provenientes de populagdes naturais de A. aegypti. (M) Marcador de peso molecular (100 pb),
(AP2) Acanthamoeba polyphaga ATCC 30461, (AP4) Acanthamoeba polyphaga ATCC 30872,
(E.coli) Escherichia coli ATCC 25922, (C-) Controle negativo.
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Pesquisas apontam a técnica de PCR como valiosa ferramenta para a
identificacdo de Acanthamoeba spp., uma vez que 1 a 10 trofozoitos séo
suficientes para garantir sua deteccao (Schroeder et al., 2001). Neste estudo, a
metodologia empregada mostrou-se bastante sensivel, sendo que a
concentragdo minima de DNA utilizada, de 3,5 ng/pL, apresentou amplificagao
visivel em gel de agarose. Como o esperado, a intensidade da banda foi
inferior aos isolados que continham grandes concentracées de DNA extraido.

Esta é a primeira pesquisa dedicada ao isolamento de Acanthamoeba
spp. em populagdes silvestres de A. aegypti. Anteriormente, Rott et al. (2010)
descreveram a interacdo entre o0s dois organismos, diante de condicdes
experimentais controladas. No estudo supracitado, uma suspensdo de 1x10°
trofozoitos/mL de Acanthamoeba polyphaga (ATCC 30872) foi oferecida como
fonte alimentar para cepas Rockefeller de A. aegypti Como resultado, a
inoculacado de material macerado em placas de ANN 1,5%, com sobrecamada
de E. coli (ATCC 25922), possibilitou o re-isolamento de Acanthamoeba
polyphaga em larvas, pupas e adultos. Tais observagdes sugerem que o
protozoario € capaz de evadir os mecanismos de protecdo de mosquitos
vetores, ultrapassando a barreira representada pela membrana peritréfica.

Mortazavi et al. (2010) também pesquisaram a interagcdo entre
Acanthamoeba spp. e insetos, porém, utilizando gafanhotos como modelo de
estudo acerca da patogénese deste protozoario. Os resultados demonstraram
alteracées degenerativas em varios tecidos, ocorrendo invasdao do sistema
nervoso central, levando a uma mortalidade de 100% dos gafanhotos

estudados ao 11° dia de infecgdo. Os protozoarios empregados foram
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representados por isolados clinicos de Acanthamoeba spp., pertencentes aos
genotipos T1 e T4, sendo injetados no hemoceloma abdominal dos gafanhotos.
Tais microorganismos foram encontrados na hemolinfa durante todo o curso da
infeccao e apresentaram facilidade em atravessar a barreira hemato-encefalica
dos insetos.

Em contraponto a inexisténcia de outros trabalhos similares que
relacionem insetos e AVL, é possivel encontrar vasta literatura sobre o
isolamento e caracterizacdo de Acanthamoeba spp. em distintos habitats
naturais. Cabe ressaltar que o ambiente aquatico é compartilhado por larvas de
culicideos e AVL. Ademais, particulas de poeira e de solo também podem
conter este grupo de protozoarios. A veiculacao de particulas sélidas em agua
pode ocorrer por acao de ventos e de chuvas, constituindo uma possivel fonte
adicional de contato entre Acanthamoeba spp. e A. aegypti.

A fim de corroborar os dados de prevaléncia de Acanthamoeba spp.,
inUmeros pesquisadores de diversos paises, reunem esforcos para contribuir
na caracterizacdo ambiental deste protozoario. Stockman et al. (2011), entre os
anos de 1990 e 1992, coletaram um total de 2.454 amostras de agua, em 467
domicilios localizadas em Ohio (Estados Unidos). A deteccdo de amebas foi
realizada em 371 (79%) residéncias, em uma ou mais amostras de agua, com
237 (51%) correspondendo a Acanthamoeba spp.

No Brasil, Winck et al. (2011) investigaram a ocorréncia da ameba em
136 amostras de agua de torneira, em Porto Alegre (RS), constatando que 31
(22,79%) continham AVL. Destes isolados, 13 foram classificados como

Acanthamoeba spp., de acordo com caracteristicas fenotipicas e andlises
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moleculares. De maneira similar, Caumo & Rott (2011) também desenvolveram
um estudo na cidade de Porto Alegre, analisando 65 amostras de agua de
piscina. Os resultados demonstraram a presenca de AVL em 13 destas (20%),
sendo que todas foram confirmadas como pertencentes ao género
Acanthamoeba.

Com igual importancia, diversos estudos revelam a presenca desta AVL
em poeira, proveniente de distintas fontes. Carlesso et al. (2010) pesquisaram
a presenca de Acanthamoeba spp. em 135 amostras de poeira e/ou biofilme,
oriundos de ambiente hospitalar, em Porto Alegre (RS). Destas, 47 (35%)
foram positivas para AVL, com 31 (23%) correspondendo ao género de
interesse. O mesmo percentual foi encontrado por Chan et al. (2011), na
Malasia, ao investigar a presenca de Acanthamoeba spp. em 87 amostras de
poeira proveniente de ar-condicionado. A positividade foi observada em 20
amostras (23%).

De acordo com o exposto, verifica-se que a ocorréncia de
Acanthamoeba spp. em amostras de agua e de poeira é amplamente citada na
literatura cientifica. De modo a contribuir com os dados ja existentes, o
presente estudo agrega subsidios relevantes para a caracterizacdo desta AVL,
uma vez que sua presenca em amostras ambientais de culicideos era
desconhecida.

O elevado percentual de positividade para Acanthamoeba spp. em
populacdes de A. aegypti, encontrado neste estudo, reflete a intensa exposicao
natural entre culicideos e o protozoario de interesse. O compartilhamento dos

mesmos habitats certamente exerceu influéncia adaptativa significativa para
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estes organismos, estabelecendo-se relacbes harménicas que, provavelmente,
favorecem a sobrevivéncia e o desenvolvimento de A. aegypti.

Em estudos de laboratério, Saucedo et al. (2010) (dados nao publicados)
encontraram associagdo positiva entre fémeas do culicideo (linhagem
Rockefeller) alimentadas com Acanthamoeba polyphaga (ATCC 30872) e
namero médio de ovos. O grupo alimentado (n=10) realizou a ovipostura de
3.345 ovos/més, enquanto o grupo controle (n=10), isento de alimentacdo com
amebas, ovipbs 2.544 ovos/més. Tais resultados sugerem que esta AVL pode
fornecer um importante aporte alimentar para A. aegypti no ambiente,
contribuindo para sua reproducao.

Ademais, as dimensdes de cistos (10 a 25 um) e trofozoitos (15 a 50
um) de Acanthamoeba spp. sdo compativeis com o tamanho de particulas
alimentares classificadas como ultrafinas, cujas medidas variam de 0,5 a 50
um. Estas particulas séo as principais fontes nutricionais para formas larvais de
mosquitos, uma vez que sao facilmente ingeridas através do processo de
filtragao (Forattini, 2002). Sendo assim, os imaturos nao encontrariam nenhuma
barreira fisica para utilizar Acanthamoeba spp. como alimento.

Estudos mais abrangentes demonstram que os culicideos exercem
intensa atividade predatéria sobre protozoarios. Ostman et al. (2008)
evidenciaram que zonas tratadas com Bacillus thuringiensis israelensis (Bti)
(Goldberg & Margalit, 1977), utilizado para garantir a mortalidade de
populagdes larvais de mosquitos, proporcionaram um aumento médio de 4,5
vezes na densidade de protozoarios heterotréficos. Além disso, a riqueza

taxonémica de tais protozoarios apresentou aumento médio de 60% quando
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comparado com dareas nao-tratadas com Bti. Desta forma, a interagdo entre
estes organismos ganha maior destaque, uma vez que diversos protozoarios

também podem constituir-se em relevantes fontes alimentares para culicideos.

4.4.3 Sequenciamento parcial do gene 18S rDNA

O sequenciamento de 26 amostras deste estudo resultou na obtencao
de fragmentos com 326 a 440 pares de base. O alinhamento das sequéncias
com o banco de dados nucleotidicos do NCBI (GenBank), através do programa
BLAST, evidenciou que os isolados apresentam identidade igual ou superior a
95% com pelo menos uma cepa de referéncia utilizada por Stothard et al.
(1998), permitindo sua classificagdo em grupos genotipicos (Tabela 6). As
sequéncias nucleotidicas foram depositadas no GenBank sob os niumeros de

acesso JQ418494 — JQ418519, podendo ser visualizadas no Apéndice 1.
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Tabela 6. Percentual de identidade entre os isolados de Acanthamoeba e
cepas de referéncia para estabelecimento de grupos genotipicos.

Isolado Grupo genotipico* Acesso ao Percentual de
GenBank identidade
AC1 T4 U07403.1 97%
AF019056.1
CAM1 T3 S81337.1 99%
AF019053.1
CAV1 T3 S81337.1 99%
AF019053.1
CB1 T3 AF019053.1 98%
CR1 T3 AF019053.1 99%
S81337.1
EC2 T3 AF019053.1 99%
EE1 T4 U07407.1 99%
EE2 T4 U07407.1 99%
EE3 T4 U07407.1 98%
U07403.1
EE4 T4 U07407.1 99%
EE6 T4 U07407.1 99%
EES8 T4 U07407.1 99%
FL1 T5 U94730.1; U94732.1 99%

U94733.1; U94731.1
U94735.1; U94737.1

FL2 T4 U07413.1; U07406.1 99%
U07403.1
AF019061.1
FL3 T4 AF019060.1 98%
AF019061.1
FL4 15 U94733.1; U94735.1 97%

U94737.1; U94736.1
U94740.1; U94734.1
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Tabela 6 (continuacao). Percentual de identidade entre os isolados de
Acanthamoeba e cepas de referéncia para estabelecimento de grupos
genotipicos.

Isolado Grupo genotipico* Acesso ao Percentual de
GenBank identidade
FL5 T3 AF019053.1 99%
S81337.1
OF1 T3 AF019053.1 98%
S81337.1
OF2 T4 AF019056.1 95%
U07403.1
ROBH1 T4 U07413.1 97%
AF019057.1
ROB2 T4 U07413.1 96%
ROB3 T4 U07405.1; U07402.1 98%
U07415.1; U07414.1
AF019057.1
RONT1 T3 S81337.1 99%
RON2 T4 U07407.1;U07403.1 99%
RON4 T3 S81337.1 99%
STH T3 S81337.1 97%
AF019053.1

* De acordo com Stothard et al. (1998).

Foram identificados trés grupos genotipicos distintos, T4, T3 e T5,
correspondendo a 14 (53,8%), 10 (38,5%) e 2 (7,7%) isolados,
respectivamente. Os resultados obtidos estdo em concordancia com diversos
estudos que relatam estes gendtipos, porém com isolamento a partir de agua e
de poeira, duas fontes diretas que garantem o contato de culicideos com o

referido protozoario.
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Magliano et al. (2009) isolaram um espécime potencialmente patogénico
de Acanthamoeba spp. em agua de torneira de Sao Paulo (SP, Brasil),
pertencente ao genétipo T4. Ja em estudo conduzido em Porto Alegre (RS,
Brasil), Caumo et al. (2011), entre 13 isolados Acanthamoeba provenientes de
agua de piscina, verificaram os genétipos T5, T4 e T3, em nove (69,2%), trés
(23,1%) e um (7,7%) isolado, respectivamente.

Quanto a analise de poeira e biofilmes, Carlesso et al. (2010), em estudo
igualmente realizado na cidade de Porto Alegre, porém em ambiente hospitalar,
evidenciaram trés isolados pertencentes ao genoétipo T4 e um isolado do
genodtipo T3, ambos originarios de amostras de poeira. J& o grupo T5 foi
encontrado em duas amostras de biofilme.

Além de trabalhos realizados no Brasil, pesquisadores de diversos
paises contribuem para a caracterizacdo genotipica desta AVL. A anadlise
filogenética de 37 sequéncias nucleotidicas de Acanthamoeba spp., cujos
protozoarios foram obtidos de rios e estacdes de tratamento de agua, no
Japao, mostrou a distribuicao dos genétipos T3 (56,8%), T4 (13,5%), T5 (8,1%)
e T13 (18,9%) (Edagawa et al., 2009).

Ja a analise de diferentes fontes de poeira provenientes do Ira, obtidas a
partir de um centro de oftalmologia, de sistemas de ventilagdo e de plantas,
demonstrou a presenca dos genoétipos T4 (84,6%), T5 (7,6%) e T11 (7,6%),
entre 13 isolados (Niyyati et al., 2009). Tais resultados coincidem com o
presente estudo, onde figurou o genétipo T4 como mais prevalente.

E interessante observar que a maior parte das pesquisas demonstra

consideravel diversidade de gendétipos Acanthamoeba identificados, variando
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com o0s pontos amostrados e locais investigados. Entretanto, os grupos
genotipicos T3, T4 e T5, verificados neste estudo, sao frequentemente
relacionados a amostras de agua e de poeira, independente da origem e
condi¢cdes de isolamento.

De acordo com o exposto, os dados existentes na literatura demonstram
que 0s genotipos encontrados possuem diferentes niveis de distribuicdo no
ambiente, tornando qualquer organismo susceptivel em seu habitat, tal como
ocorre com A. aegypti.

Ao que se refere a identificacdo dos isolados em nivel de espécie, foi
possivel sugerir a identidade das amostras CB1, EC2, EE1, EE2, EE4, EES,
EES8, FL1, FL4, RON1 e RON4. O restante dos isolados apresentou maxima
similaridade com duas ou mais espécies de Acanthamoeba, impossibilitando
uma maior diferenciacéao de tais isolados. A. polyphaga ATCC 30872 (AP4) foi

utilizada como controle da técnica de sequenciamento (Tabela 7).
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Tabela 7. Maxima identidade entre os isolados de Acanthamoeba e as
espécies depositadas no GenBank.

Isolado Espécies sugeridas Acesso ao GenBank Maxima
identidade
AC1 Acanthamoeba culbertsoni AF534139.1 98%
Acanthamoeba castellanii AF534135.1
Acanthamoeba polyphaga AY237735.1
Acanthamoeba rhysodes AF260720.1
Acanthamoeba lugdunensis AF260718.1
CAMA1 Acanthamoeba pearcei AF019053.1 99%
Acanthamoeba griffini GU597017.1; S81337.1
CAV1 Acanthamoeba pearcei AF019053.1 99%
Acanthamoeba griffini S81337.1; GU553135.1
CB1 Acanthamoeba griffini HQO007040.1 99%
CR1 Acanthamoeba pearcei AF019053.1 99%
Acanthamoeba griffini GU553135.1; S81337.1
EC2 Acanthamoeba pearcei AF019053.1 99%
EE1 Acanthamoeba polyphaga GU596994.1 99%
AY026243.1; U07407.1
EE2 Acanthamoeba polyphaga DQ013363.1; U07407.1 99%
EE3 Acanthamoeba castellanii JF437606.1 98%
Acanthamoeba rhysodes AF260720.1
Acanthamoeba lugdunensis AF260718.1
Acanthamoeba polyphaga AY026243.1
DQ013363.1
EE4 Acanthamoeba polyphaga  AY026243.1;U07407.1 99%
EE6 Acanthamoeba polyphaga  AY026243.1;U07407.1 99%
EES8 Acanthamoeba polyphaga  AY026243.1; U07407.1 99%
FL1 Acanthamoeba lenticulata U94741.1; U94740.1 99%
U94738.1; U94737.1
FL2 Acanthamoeba hatchetti AF260722.1 99%
Acanthamoeba polyphaga AF019061.1
Acanthamoeba rhysodes U07406.1
Acanthamoeba castellanii  AF260724.1; U07403.1
FL3 Acanthamoeba hatchetti AF260722.1 98%
Acanthamoeba polyphaga AF019061.1

GU596996.1



Tabela 7 (continuacao).

Maxima

identidade entre os
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isolados de

Isolado Espécies sugeridas Acesso ao GenBank Maxima
identidade
FL4 Acanthamoeba lenticulata EF176005.1 97%
GU573877.1
FL5 Acanthamoeba pearcei AF019053.1 99%
Acanthamoeba griffini GU597017.1; S81337.1
OFA1 Acanthamoeba pearcei AF019053.1 98%
Acanthamoeba griffini GU597017.1; S81337.1
OF2 Acanthamoeba polyphaga AF019056.1 95%
Acanthamoeba castellanii JF437606.1
EF554328.1
ROB1 Acanthamoeba quina AY703023.1 99%
Acanthamoeba polyphaga AF260725.1
Acanthamoeba AF260719.1
palestinensis
ROB2 Acanthamoeba quina AY703023.1 97%
Acanthamoeba polyphaga AF260725.1
Acanthamoeba AF260719.1
palestinensis
ROB3 Acanthamoeba hatchetti AF260723.1 98%
Acanthamoeba castellanii U07405.1; U07414.1
Acanthamoeba polyphaga Uu07402.1; U07415.1
Acanthamoeba culbertsoni AF019057.1
RON1 Acanthamoeba griffini GU597017.1; S81337.1 99%
RON2  Acanthamoeba triangularis AF316547.2 99%
Acanthamoeba castellanii EF554328.1
Acanthamoeba hatchetti AF260723.1
Acanthamoeba rhysodes AF260720.1
Acanthamoeba lugdunensis AF260718.1
Acanthamoeba polyphaga u07407.1
RON4 Acanthamoeba griffini GU597017.1; S81337.1 99%
ST1 Acanthamoeba pearcei AF019053.1 97%
Acanthamoeba griffini GU597017.1; S81337.1
AP4 Acanthamoeba polyphaga AY026244.1 100%
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4.5 Estimativa da patogenicidade dos isolados de Acanthamoeba
através de testes fisiolégicos

A fim de predizer o potencial de patogenicidade existente entre os
isolados de Acanthamoeba, selecionou-se 14 cepas para a realizagdo de testes
de termotolerancia e osmotolerancia. Todos o0s isolados apresentaram
crescimento a 37°C e a 0,5 M de manitol, dois (14,3%) demonstraram
crescimento a 1,0 M, enquanto nenhum foi capaz de desenvolver-se a 42°C

(Tabela 8).

Tabela 8. Avaliacdo do crescimento dos isolados de Acanthamoeba em
diferentes condicbes de temperatura e osmolaridade, através de testes
fisiologicos™.

Isolado Termotolerancia Osmotolerancia
37°C 42°C 0,5M 1,0M
CAMA1 +++ - +++ -
CAV1 +++ - +++ -
CB1 ++ - +++ -
CR1 +++ - +++ -
EC1 +++ - +++ ++
FLA1 +++ - +++ -
FL2 ++ - +++ -
FL4 +++ - +++ -
FL5 +++ - +++ -
FL6 +++ - +++ +++
FL7 +++ - +++ -
FL8 + - +++ -
JVN1 +++ - +++ -
ST +++ - +++ -
AP2? +++ ++ +++ ++
AP4° +++ - +++ -

* Crescimento: +++, intenso (> 30 trofozoitos/cistos); ++, moderado (20 a 30 trofozoitos/cistos);
+, discreto (1 a 19 trofozoitos/cistos); -, negativo.
& Acanthamoeba polyphaga ATCC 30461; ° Acanthamoeba polyphaga ATCC 30872
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De acordo com os resultados obtidos, 12 (85,7%) isolados foram
considerados nao patogénicos, e dois (14,3%), correspondentes aos isolados
EC1 e FL6, foram considerados com baixo potencial patogénico, uma vez que
apresentaram crescimento significativo diante da concentracdo de 1,0 M de
manitol, diferentemente dos demais.

Inimeros estudos demonstram que o crescimento de Acanthamoeba
spp. em altas temperaturas e osmolaridades relaciona-se fortemente com a
patogenicidade destas AVL. Griffin (1972) obteve resultados que foram
importantes para evidenciar este comportamento. Na ocasido, cepas de
Acantamoeba spp. patogénicas para camundongos toleraram temperaturas
elevadas, enquanto espécies nao patogénicas desenvolveram-se até 37°C ou
temperaturas inferiores. Os mecanismos precisos pelos quais as cepas
patogénicas deste protozoario se adaptam a tais situacdes extremas,
mantendo suas atividades metabdlicas, ainda permanecem desconhecidos
(Khan, 2003).

A auséncia de patogenicidade entre os isolados de Acanthamoeba
testadas apdia as evidéncias de que esta AVL desempenha um papel
importante para a nutricdo de culicideos aquaticos. Entretanto, as vias que
garantem sua sobrevivéncia, permitindo ao protozoario resistir as defesas
imunes de A. aegypti, devem ser esclarecidas.

Apesar dos resultados no presente estudo, ndo se exclui a possibilidade
de que a ameba possa exercer algum impacto negativo quando associada a
determinados endossimbiontes. Algumas pesquisas sugerem que a presenca

de bactérias intracelulares pode aumentar a viruléncia de Acanthamoeba spp.
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Por exemplo, Fritsche et al. (1998) demonstraram que isolados de
Acanthamoeba spp. infectados com endossimbiontes tém capacidade
estatisticamente maior de produzir efeito citopatico em comparagdo com
amebas nédo infectadas. Portanto, microorganismos carreados por esta AVL
devem ser criteriosamente investigados, uma vez que podem interferir no ciclo

de vida de culicideos, provocando danos para este e outros organismos.



5 CONCLUSOES

Este é o primeiro estudo a evidenciar que populacdes silvestres de A.
aegypti albergam Acanthamoeba spp., com elevada prevaléncia em formas
larvais. As altas taxas de isolamento desta AVL indicam o frequente contato
destes microorganismos com culicideos aquaticos no ambiente.

A andlise fenotipica dos isolados de Acanthamoeba spp. demonstrou a
ocorréncia dos grupos morfoldgicos Il e Ill, com a confirmacdo do género
realizada pelo emprego da técnica de PCR. Esta ferramenta molecular
mostrou-se altamente sensivel, promovendo a deteccdo satisfatéria de
Acanthamoeba spp. diante de pequenas concentracées de DNA gendmico.

O sequenciamento de parte dos isolados amebianos revelou a presenca
de trés grupos genotipicos, T3, T4 e T5. Estes gendtipos sdo comumente
relacionados com amostras de agua e de poeira, as quais representam
importantes fontes de contato entre culicideos e AVL em habitats naturais.

Dentre os isolados de Acanthamoeba spp. selecionados para a
realizacdo de testes fisiolégicos, nenhum foi capaz de desenvolver-se em
ambas situagdes de temperatura e concentracdo osmolar elevadas. Estes
resultados indicam a auséncia de cepas com elevado potencial patogénico,

entre as amebas analisadas. Entretanto, é necessario explorar a



72

presenca intracelular de alguns endossimbiontes deste protozoario, uma vez
que podem desencadear prejuizos a culicideos.

O presente estudo servira como subsidio para novas pesquisas, como
importante perspectiva de investigacao acerca da biologia de culicideos e suas
interacdes no ambiente. O aprofundamento cientifico da relacdo estabelecida
entre A. aegypti e Acanthamoeba spp. se faz necessario a fim de melhor
esclarecer uma possivel influéncia deste protozoario sobre a nutricao,

reproducao e desenvolvimento de mosquitos.
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APENCIDES

APENDICE I. Sequéncias nucleotidicas de Acanthamoeba spp., isoladas de populacdes silvestres de A. aegypti
(sequenciamento parcial do gene 18S rDNA).

>AC1 (GenBank: JQ418494)
TTCACCGGGGTACGGGCTAAGCCGCCCCGCGCCGGCCCAGAAAGACCGACGCCAAGGACGACCGCACCGATGGTGGTGTTTTGTA
TTCAACGTCTCCTAATCGCTGGTCGGCATCGTTTATGGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGTCTTCGATCCCCTAACTTTCGTTCTT
GATTAATGAAAACATCCTTGGCAGATGCTTTCGCAGAAGTTAATCTTTCATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTAAATATTAATG
CCCCCAACTATCCCTATTAATCATTACCCTAGTCCTCGCGCTGCCAAAACCAACTGAAAATAGGAGGACAGGGTCCTATTCCACTATC
CCATGCGAATGTATTTTTCGGCGGAAAATTGGAGTTGTCT

>CAM1 (GenBank: JQ418495)
CCGCGGGCCGGCGAGCAAGCCGTCCCGATGATGCCGCCTTGTGAGCGACACACCAAAGACGACCGCAATGCGCATGGTGGTGTTT
TGTATTCAACGTCTCCTAATCGCTGGTCGGCATCGTTTATGGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGTCTTCGATCCCCTAACTTTCGT
TCTTGATTAATGAAAACATCCTTGGCAGATGCTTTCGCAGAAGTTAATCTTTCATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTAAATATT
AATGCCCCCAACTATCCCTATTAATCATTACCCTGGTCCTCGCGGCAAACCAACTGAAAATAGGAGGACAGGGTCCTATTCCATTATC
CCATGCTAATGTATTCGGTGGCAGAAAATTGGATCTGCCTGCTTTGAACACTCTAATTATTTCACGGTAAACAATCTAGCGCCACA

>CAV1 (GenBank: JQ418496)
TCCTCGGGGCCAGGCCGAGCTTAGCCGTCCCGATGATGCCGCCTTGTGAAGCGACACACCAAAGACGACCGCAATGCGCATGGTG
GTGTTTTGTATTCAACGTCTCCTAATCGCTGGTCGGCATCGTTTATGGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGTCTTCGATCCCCTAAC
TTTCGTTCTTGATTAATGAAAACATCCTTGGCAGATGCTTTCGCAGAAGTTAATCTTTCATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTA
AATATTAATGCCCCCAACTATCCCTATTAATCATTACCCTGGTCCTCGCGGCAAACCAACTGAAAATAGGAGGACAGGGTCCTATTCC
ATTATCCCATGCTAATGTATTCGGTGGCAGAAAATTGGATCTGCCTGCTTTGAACACTCTAATTTTTTCACGGTAAACGATCTGGGCC
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>CB1 (GenBank: JQ418497)
GGCCATAGCCCGTCCCGATTGATGGCCGCCTTTGGTGAAGCGAACACACCAAAAGACGACCGCAATGCGCATGGTGGTGTTTTGTAT
TCAACGTCTCCTAATCGCTGGTCGGCATCGTTTATGGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGTCTTCGATCCCCTAACTTTCGTTCTTG
ATTAATGAAAACATCCTTGGCAGATGCTTTCGCAGAAGTTAATCTTTCATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTAATTATTAATGC
CCCCAACTATCCCAATTAATCATTACCCTGGTCCTCGCGGCAAACCAACAGAAAAAAAAACGACTGGG

>CR1 (GenBank: JQ418498)
CTAGGGAGTCCTGCGAGCTAGCCGTCCCGATGATGCCGCCTTGTGAGCGACACACCAAAGACGACCGCAATGCGCATGGTGGTGTT
TTGTATTCAACGTCTCCTAATCGCTGGTCGGCATCGTTTATGGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGTCTTCGATCCCCTAACTTTCG
TTCTTGATTAATGAAAACATCCTTGGCAGATGCTTTCGCAGAAGTTAATCTTTCATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTAAATATT
AATGCCCCCAACTATCCCTATTAATCATTACCCTGGTCCTCGCGGCAAACCAACTGAAAATANGCGGACAGGGTCCTATTCCATTATC
CCATGCTAATGTATTAGGTGGCAGAAAACTGGAGGA

>EC2 (GenBank: JQ418499)
TACAATCGGGAGCCTGCGAGCTAGCCGTCCCGATGATGCCGCCTTGTGAGCGACACACCAAAGACGACCGCAATGCGCATGGTGGT
GTTTTGTATTCAACGTCTCCTAATCGCTGGTCGGCATCGTTTATGGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGTCTTCGATCCCCTAACTT
TCGTTCTTGATTAATGAAAACATCCTTGGCAGATGCTTTCGCAGAAGTTAATCTTTCATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTAAA
TATTAATGCCCCCAACTATCCCTATTAATCATCACCCTGGTCCTCTCGGCAAAACAACTGA

>EE1 (GenBank: JQ418500)
TATCGCTGTCACAGCAGGCAGATCCATTTTCTGCCACCGAAAACATTAGCATGGGATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCA
GTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTAGGGTAATGATTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTG
GATTTATGAAAGATTAACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCA
GATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAGACGTTGAATACAAAACACCACCATCGGTGCGGTCGTCC
TTGGCGTCGGTTTCGGCCGGCGCGGGGGCGGCTTAGCCCGGTGGCACCGGTGAATGACTCCCCTAGCAGCTTTGTGAGA
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>EE2 (GenBank: JQ418501)
CTAGGGGGCACGGGCTAGCCGCCCCGCGCCGGCCGAACCGACGCCAAGGACGACCGCACCGATGGTGGTGTTTTGTATTCAACGT
CTCCTAATCGCTGGTCGGCATCGTTTATGGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGTCTTCGATCCCCTAACTTTCGTTCTTGATTAATG
AAAACATCCTTGGCAGATGCTTTCGCAGAAGTTAATCTTTCATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTAAATATTAATGCCCCCAAC
TATCCCTATTAATCATTACCCTAGTCCTCGCGCTGCCAAAACCAACTGAAAATAGGAGGACAGGGTCCTATTCCATTATCCCATGCTAA
TGTATTCGGTGGCAGAAAATTGGATCTGCCTGCTTTGAACACTCTAATTTTTTCACGGTAAACAGATCTGGGCCAAA

>EE3 (GenBank: JQ418502)
GTTCGGGGCCCGGGGCTAGCCGCCCCCCGCGCCGGCCCGAAACCGACGCCAAGGACGACCGCACCGATGGTGGTGTTTTGTATTC
AACGTCTCCTAATCGCTGGTCGGCATCGTTTATGGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGTCTTCGATCCCCTAACTTTCGTTCTTGAT
TAATGAAAACATCCTTGGCAGATGCTTTCGCAGAAGTTAATCTTTCATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTAAATATTAATGCCC
CCAACTATCCCTATTAATCATTACCCTAGTCCTCGCGCTGCCAAAACCAACTGAAAATAGGAGGACAGGGTCCTATTCCATTATCCCAT
GCTAATGTATTCGGTGGCAGAAAATTGGATCTGCCTGCTTTGAACACTCTAATTTTTTCACGGGAAACGAACCGGGGCCAAAAA

>EE4 (GenBank: JQ418503)
TTACGGGGCACGGGGCTAGCCGCCCCCCGCGCCGGCCCGAAACCGACGCCAAGGACGACCGCACCGATGGTGGTGTTTTGTATTC
AACGTCTCCTAATCGCTGGTCGGCATCGTTTATGGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGTCTTCGATCCCCTAACTTTCGTTCTTGAT
TAATGAAAACATCCTTGGCAGATGCTTTCGCAGAAGTTAATCTTTCATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTAAATATTAATGCCC
CCAACTATCCCTATTAATCATTACCCTAGTCCTCGCGCTGCCAAAACCAACTGAAAATAGGAGGACAGGGTCCTATTCCATTATCCCAT
GCTAATGTATTCGGTGGCAGAAAATTGGATCTGCCTGCTTTGAACACTCTAATTTTTTCACGGTAAACGATTCTGGGCCA

>EE6 (GenBank: JQ418504)
TCATGGGCACGGGCTTAGCCGCCCCGCGCCGGCCGAACCGACGCCAAGGACGACCGCACCGATGGTGGTGTTTTGTATTCAACGT
CTCCTAATCGCTGGTCGGCATCGTTTATGGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGTCTTCGATCCCCTAACTTTCGTTCTTGATTAATG
AAAACATCCTTGGCAGATGCTTTCGCAGAAGTTAATCTTTCATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTAAATATTAATGCCCCCAAC
TATCCCTATTAATCATTACCCTAGTCCTCGCGCTGCCAAAACCAACTGAAAATAGGAGGACAGGGTCCTATTCCATTATCCCATGCTAA
TGTATTCGGTGGCAGAAAATTGGATCTGCCTGCTTTGAACACTCTAATTTTTTCACGGTAAACGATCTGGGCC
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>EE8 (GenBank: JQ418505)
AATTTGGGTGTCCGTGGCTAGCCGCCCCGCGCCGGCCGAAACCGACGCCAAGGACGACCGCACCGATGGTGGTGTTTTGTATTCAA
CGTCTCCTAATCGCTGGTCGGCATCGTTTATGGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGTCTTCGATCCCCTAACTTTCGTTCTTGATTA
ATGAAAACATCCTTGGCAGATGCTTTCGCAGAAGTTAATCTTTCATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTAAATATTAATGCCCCC
AACTATCCCTATTAATCATTACCCTAGTCCTCGCGCTGCCAAAACCAACTGAAAATAGGAGGACAGGGTCCTATTCCATTATCCCATGC
TAATGTATTCGGTGGCACAAAATTGGATCTGCCTGCTTTGAACACTCTAATTTTTTCACGGTAAACGATCTGGGG

>FL1 (GenBank: JQ418506)
TTCACTTTACCCGAAAGGATTACAGCGGTGTTTTGTATTCAACGTCTCCTAATCGCTGGTCGGCATCGTTTATGGTTAAGACTACGACG
GTATCTGATCGTCTTCGATCCCCTAACTTTCGTTCTTGATTAATGAAAACATCCTTGGCAAACGCTTTCGCAGAAGTTAATCTTTCATAA
ATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTAAATATTAATGCCCCCAACTATCCCTATTAATCATTACCCTGATATAACCTCGCTGTAAACAAA
ACCAACTGAAAATAGGAGGTCAGGGTCCTATTCCATTATCCCATGCTAATGTATTCGGTGGCAGGAAAAATATCTGCCCGCTTTGAAC
ACTCTAATTTTTTCACGGTAAACGATCTGGGCCAAAATTGGGA

>FL2 (GenBank: JQ418507)
AGACCAAACCGCCAAGGACAACCGCGCCGATGGTGGTGTTTTGTATTCAACGTCTCCTAATCGCTGGTCGGCATCGTTTATGGTTAA
GACTACGACGGTATCTGATCGTCTTCGATCCCCTAACTTTCGTTCTTGATTAATGAAAACATCCTTGGCAGATGCTTTCGCAGAAGTTA
ATCTTTCATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTAAATATTAATGCCCCCAACTATCCCTATTAATCATTACCCTAGTCCTCGCGCT
GCCAAAACCAACTGAAAATAGGAGGACAGGGTCCTATTCCATTATCCCATGCTAATGTATTCGGTGGCAGAAAATTGGATCTGCCTGC
TTTGAACACTCTAATTTTTTCACGGTAAACATTCTGGGCCAAAAATG

>FL3 (GenBank: JQ418508)
TAAGAGTCAGCAGGCAATCCATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGG
TTTTGGCAGCGCGAGGACTAGGGTAATGATTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTA
TGAAAGATTAACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACC
GTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAGACGTTGAATACAAAACACCACCATCGGCGCGGTCGTCCTTGGCG
TTGTCGGCTTCACGGCTGGCGGCGCGAGGGCGGTTTAGCCCGGTGGCACCGGTGAATGACTCCCCTAGCAGCTTTGTGAGA
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>FL4 (GenBank: JQ418509)

TCAAACATTACCCCCGAAGGATTAACAGCGGTGTTTTGTATTCAACGTCTCCTAATCGCTGGTCGGCATCGTTTATGGTTAAGACTAC
GACGGTATCTGATCGTCTTCGATCCCCTAACTTTCGTTCTTGATTAATGAAAACATCCTTGGCAAACGCTTTCGCAGAAGTTAATCTTT
CATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTAAATATTAATGCCCCCAACTATCCCTATTAATCATTACCCTGATATAACCTCGCTGTAA
ACAAAACCAACTGAAAATACGACGTCAGGGTCCTATTCCATTATCCCAGGCTAATGTAATCGGAGGCCGGAAAACTCCCCGCCCGCG

>FL5 (GenBank: JQ418510)
TGCCGAGCTTAGCCGTCCCGATGATGCCGCCTTGTGAGCGACACACCAAAGACGACCGCAATGCGCATGGTGGTGTTTTGTATTCAA
CGTCTCCTAATCGCTGGTCGGCATCGTTTATGGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGTCTTCGATCCCCTAACTTTCGTTCTTGATTA
ATGAAAACATCCTTGGCAGATGCTTTCGCAGAAGTTAATCTTTCATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTAAATATTAATGCCCCC
AACTATCCCTATTAATCATTACCCTGGTCCTCGCGGCAAACCAACTGAAAATAGGAGGAAGGGTC

>OF1 (GenBank: JQ418511)
TTAATGCCGAGCTTAGCCGTCCCGATGATGCCGCCTTGTGAGCGACACACCAAAGACGACCGCAATGCGCATGGTGGTGTTTTGTAT
TCAACGTCTCCTAATCGCTGGTCGGCATCGTTTATGGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGTCTTCGATCCCCTAACTTTCGTTCTTG
ATTAATGAAAACATCCTTGGCAGATGCTTTCGCAGAAGTTAATCTTTCATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTAAATATTAATGC
CCCCAACTATCCCTATTAATCATTACCCTGGTCGTCGCGGCAAAAAAACTAAAAAAAAATGAGGGA

>0F2 (GenBank: JQ418512)
TCCGAGGTGCACCGGGGCTCAGCCCGCCCCGCGCCCGGCCCCCGAAAGACCGACGCCAAGGACGACCGCGCCGATGGTGGTGTT
TTGTATTCAACGTCTCCTAATCGCTGGTCGGCATCGTTTATGGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGTCTTCGATCCCCTAACTTTCG
TTCTTGATTAATGAAAACATCCTTGGCAGATGCTTTCGCAGAAGTTAATCTTTCATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTAAATATT
AATGCCCCCAACTATCCCTATTAATAACTAAACCCGAGCCCGCGCGGCCAAAAGAAACAGTAAAAACAA
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>ROB1 (GenBank: JQ418513)
CAGTTCAGCATGCAGATCCATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTT
TTGGCAGCGCGAGGACTAGGGTAATGATTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTAT
GAAAGATTAACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCG
TCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAGACGTTGAATACAAAACACCACCATCGGTGCGGTCGTCCTTGGCGT
CTCGGTCCTTCACGGGGCCGGGGCGCGGGGGTGGCTTAGGCCGGTGGCACCGGAGAATGACTCCCCTTTGAGATAATGAGA

>ROB2 (GenBank: JQ418514)
TGGGGGTCAGCAGCAGATCCATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGG
TTTTGGCAGCGCGAGGACTAGGGTAATGATTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTA
TGAAAGATTAACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACC

GTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAGACGTTGAATACAAAACACCACCATCGGTGCGGTCGTCCTTGGCG

TCTCGGTCCTTCACGGGGCCGGGGGGCGGGGGAGGCTGATGCCGGCGGCACCGGAGACCGCCTCCCCCATGAGATAGTGAGA

>ROB3 (GenBank: JQ418515)
TAGTCCATTCAGCATGCAGATCCATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTT
GGTTTTGGCAGCGCGAGGACTAGGGTAATGATTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGAT
TTATGAAAGATTAACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATA
CCGTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAGACGTTGAATACAAAACACCACCATCGGTGCGGTCGTCCTTGG
CGTCTCGGTTTCTGCCGGGGCGCGGGGGCGGGTTAGGCCGGTGGCACCGGTGAATGACTCCCCTACCAGCTTGTGATAATGAGA

>RON1 (GenBank: JQ418516)
TTTGCCAGGTCCAGCATGCAGATCCATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCA
GTTGGTTTGCCGCGAGGACCAGGGTAATGATTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATT
TATGAAAGATTAACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATA
CCGTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAGACGTTGAATACAAAACACCACCATGCGCATTGCGGTCGTCTTT
GGTGTGTCGCTCACAAGGCGGCATCATCGGGACGGCTTAGCTCGCATGGCACCGGTGAATGACTCCCCTAGCAGCTTGGTGAGGA
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>RON2 (GenBank: JQ418517)
TTTACGTCAGCAGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGG
TTTTGGCAGCGCGAGGACTAGGGTAATGATTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTA
TGAAAGATTAACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACC

GTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAGACGTTGAATACAAAACACCACCATCGGTGCGGTCGTCCTTGGCG

TCGGTTTCGGCCGGCGCGGGGGCGGCTTAGCCCGGTGGCACCGGTGAATGACTCCCCTAGCAGCTTGTGAGA

>RON4 (GenBank: JQ418518)
GTATTGGGGGTCAGCAGCAGATCCATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAG
TTGGTTTGCCGCGAGGACCAGGGTAATGATTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTT
ATGAAAGATTAACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATAC
CGTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAGACGTTGAATACAAAACACCACCATGCGCATTGCGGTCGTCTTTG
GTGTGTCGCTCACAAGGCGGCATCATCGGGACGGCTTAGCTCGCATGGCACCGGTGAATGACTCCCCTAGCAGCTTGTGAGA

>ST1 (GenBank: JQ418519)
TCACTCGGAGCAAGGCCGAGCTTAGCCGTCCCGATGATGCCGCCTTGTGAGCGACACACCAAAGACGACCGCAATGCGCATGGTGG
TGTTTTGTATTCAACGTCTCCTAATCGCTGGTCGGCATCGTTTATGGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGTCTTCGATCCCCTAACT
TTCGTTCTTGATTAATGAAAACATCCTTGGCAGATGCTTTCGCAGAAGTTAATCTTTCATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTAA
ATATTACTGCCCCCATCTATCCCTTTTAATCATTTCCCTGGCCTTCGATGCAAACTTTCTAAAATATACTGCGTTCA

>AP4 (Acanthamoeba polyphaga ATCC 30872)
TTACGTAGGGTCAACATTATCGCGCAAGGAGTAACAGCGGTGTTTTGTATTCAACGTCTCCTAATCGCTGGTCGGCATCGTTTATGGT
TAAGACTACGACGGTATCTGATCGTCTTCGATCCCCTAACTTTCGTTCTTGATTAATGAACGCTTGGCGTTGCAATTGCGTGGCTGTG
GTTTAAGATTTTCCCTTCATTGGT




ANEXOS

ANEXO I. Preparo de solucoes e procedimentos relacionados.

Solucao salina de Page

Preparo:
Componentes Quantidades
Cloreto de sddio (NaCl) 120 mg
Sulfato de magnésio (MgSQO,. 7 H.0) 4 mg
Hidrogenofosfato dissédico anidro (Na,HPO,4) 142 mg
Diidrogenofosfato de potassio (KH2POy) 136 mg
Cloreto de calcio (CaCl,. H,O)* 4 mg
Agua destilada 1000 mL

* Ultimo componente a ser dissolvido no preparo da solucéo.

Apoés a dissolucao de todos os componentes, o pH foi ajustado em 6,2

0,2, com posterior esterilizacdo em autoclave (121°C/ 15 minutos).
Agar nao-nutriente (ANN)

Preparo:

Componentes Quantidades

Solugéo salina de Page (1X) 100 mL

Agar bacterioldgico 159

A dissolucao completa do agar bacteriolégico em solucao salina de Page
foi realizada mediante agquecimento em microondas, seguido de esterilizacao
em autoclave (121°C/ 15 minutos).
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Fixador SAF

Preparo (Junod, 1972):

Componentes Volumes
Acetato de sodio (C2H3sO2Na. 3HO) 1,59
Acido acético glacial (C2H405) 2,0 mL
Formaldeido 37-40% (HCHO) 4,0 mL
Agua destilada 92,5 mL

Coloracao de tricromico

Preparo do corante (Briickner & Garcia, 1993):

Componentes Valores
Cromotrope 2R 0,69
“Light Green” SF 0,3¢g
Acido fosfottingstico 0,79

Acido acético glacial P.A. 1,0 mL
Agua destilada 100 mL

Etapas para coloracao:

As laminas foram expostas aos seguintes reativos, com tempos

cronometrados:

Alcool 70% durante 5 minutos;

Alcool 70% iodado durante 1 minuto;

Alcool 70% 70% durante 5 minutos;

Corante tricrdmico durante 13 minutos;

Alcool 90% acidificado por 1 a 3 segundos;

Alcool 100% por tempo suficiente para limpar a 1amina;
Alcool 100% (duas cubas) durante 3 minutos cada;

Xileno durante 10 minutos.



