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1. INTRODUCAO
Pythium insidiosum, um importante oomiceto patdégeno € o0 agente

etiologico da pitiose em mamiferos (GAASTRA et al.,, 2010), uma enfermidade
grave e emergente, que afeta principalmente equinos no Brasil e humanos na
Tailandia (SANTOS 2011 et al., 2001; WEIBLEN et al., 2015; KRAJAEJUM et al.,
2018).

Epidemiologicamente, nota-se a exposicdo das espécies afetadas a
ambientes alagados e pantanosos. O acumulo de 4gua estagnada e temperaturas
entre 30°C e 40°C favorecem a reprodugao assexuada do oomiceto, que origina
zoosporos biflagelados moveis que constitui a forma infectante. Esses zoGsporos
ao serem liberados nas aguas séo atraidos para o pelo dos animais, penetram na
pele através de lesBes pré-existentes, produzindo a enfermidade (MENDOZA et
al., 1996).

P. insidiosum além de estar presente em ambientes aquaticos, como areas
pantanosas e reservatorios de aguas (Presser; Goss, 2015; Zambrano et al.,
2017), também foi recuperado de larvas de Culex quinquefasciatus na india
(Schurko et al., 2003) e de larvas de Aedes aegypti no Estado de Tocantins,
regido central do Brasil (VILELA et al.,, 2018). Este fato sugere que este micro-
organismo apresenta afinidade por hospedeiros invertebrados, podendo utilizar
larvas de mosquitos para completar seu ciclo de vida.

Na literatura h& relatos de infeccdo em animais e humanos sem histérico
de contato com ambientes aquaticos, bem como a ocorréncia de lesbes em
regides do corpo com pouca probabilidade de contato com aguas contaminadas
(Bissonnette et al., 1991; Pierezan et al., 2009; Santos et al., 2011), induzindo a
guestionamentos a respeito da presenca de outras fontes de infeccao.

Considerando que as larvas dos culicideos e P. insidiosum compartilham o

mesmo nicho ecoldgico e que este oomiceto foi previamente isolado de larvas de
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C. quinquefasciatus e A. aegypti, torna-se relevante conhecer a participacao
destes insetos na epidemiologia da pitiose, bem como no ciclo biolégico desse
micro-organismo patoégeno. O objetivo deste estudo foi verificar se P. insidiosum é

capaz de infectar formas imaturas de Culex quinquefasciatus.

2. METODOLOGIA
A colénia de C. quinquefasciatus foi estabelecida conforme protocolo

previamente descrito por VIANNA; COSTA, RIBEIRO (1996). Para a producgao de
zoospoéros de P. insidiosum empregou-se uma cepa padréo oriunda de equino
(CBS 101555). A zoosporogénese foi realizada conforme metodologia
previamente descrita por Mendoza e Prendas (1988) com modificacbes. A cada
recipiente contendo as fases imaturas do culicideo foi adicionado um volume de
30 mL de meio de inducéo contendo aproximadamente 8 x 10° zoésporos de P.
insidiosum/mL (PEREIRA et al., 2007). O grupo controle foi elaborado da mesma
maneira, porém recebeu 30 mL de meio de inducdo sem zodsporos do oomiceto.
Vinte e quatro horas apd0s a exposicdo aos zoosporos de P. insidiosum, 500
larvas em estagio L1 e L2 (divididos em 10 pools de 50 imaturos); 500 larvas em
estagio L3 e L4 (10 pools); 500 pupas (10 pools) e 500 ovos (10 pools) de C.
quinquefasciatus.foram coletados e lavados em agua destilada estéril por quatro
vezes consecutivas e macerados. Aliquotas do macerado foram semeadas em
agar bendazol (AB) e agar pentaclorobenzeno (APCB) (PRESSER & GOSS,
2015). As placas foram incubadas a 37°C/48 horas e col6nias suspeitas de P.
insidiosum  foram identificadas por suas caracteristicas macro e
micromorfolégicas. O mesmo procedimento foi realizado para o grupo controle e
para andlise da presenca de P. insidiosum na agua declorada. O experimento foi
realizado em duplicata e em duas repeti¢cdes realizadas em momentos diferentes.
Andlise histopatoldgica: Larvas em estagio L4 infectadas (n=37) e controle (n=37)
foram coletadas e acondicionadas em frascos contendo formalina 10%.
Posteriormente foram rotineiramente processadas para analise histopatologica e
submetidas a coloracdo de hematoxilina-eosina (H&E) e método de metenamina
de prata (Grocott).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Vinte e quatro horas apdés a semeadura dos pools de larvas (L1-L4)

observou-se o crescimento de col6nias caracteristicas de P. insidiosum. A analise
microscopica das colbnias revelou a presenca de hifas cenociticas que
apresentavam raras septacdes e ramificacdbes em angulo reto condizentes com

hifas do oomiceto, evidenciando que todos os estagios larvais foram infectados
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com zodésporos de P. insidiosum. Esses resultados corroboram Schurko et al.
(2003) e Vilela et al. (2018), comprovando que P. insidiosum é capaz de infectar
0s estagios larvais de mosquito. Os parametros de desenvolvimento, taxa de
mortalidade e motilidade das larvas de C. quinquefasciatus infectadas com
zooOsporos ndo demonstraram alteracfes durante do periodo de experimento.

Na histologia das larvas L4 infectadas com P. insidiosum evidenciou-se
aparéncia normal da cabeca, térax e abdémen. As células do epitélio do intestino
apresentavam nucleos desordenados e estruturas tubuliformes e arredondadas
foram observadas no corpo gorduroso, proximo ao tecido epitelial e tegumento.
Tais estruturas foram evidenciadas impregnadas pela prata no Grocott, ndo sendo
encontradas nas larvas do grupo controle.

Nos estagios de ovo e pupa de C. quinquefasciatus nao foi possivel
detectar-se a presenca do oomiceto. A auséncia da infeccdo no estagio de ovo
era esperada, uma vez que os ovos sao depositados em forma de “jangada”
sobre a lamina de &agua, ndo ficando submersos. Além disso, possuem uma
cuticula serosa quitinizada que os protege da entrada de patdégenos (FORATTINI
2002). Segundo Ravishankar et al. (2001) P. insidiosum ndo é capaz de invadir
tecidos intactos. Adicionalmente, em C. quinquefasciatus a fase de pupa é curta,
ela ndo se alimenta e sofre uma série de mudancas fisiolégicas, pois este estagio
€ intermediario entre a vida essencialmente aquatica e a vida terrestre (adultos)
(FORATTINI, 2002). Desta forma, acredita-se que essas mudancas poderiam
explicar a auséncia de infeccéo no estagio pupal.

4. CONCLUSOES
Os resultados desta pesquisa evidenciam que P. insidiosum € capaz de

infectar os estagios larvais L1, L2, L3 e L4 de C. quinquefasciatus, mas nao os
estagios de ovo e pupa. E provavel que o oomiceto utilize as larvas desse
hospedeiro invertebrado para manutencgéo de seu ciclo de vida nos ecossistemas
aguaticos. No entanto, outras pesquisas sdo imprescindiveis para explicar a

participacéo do culicideo no ciclo deste importante oomiceto patdgeno.
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