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RESUMO

Dentre os angiostrongilideos, ha duas espécies que tém sido
extensamente estudadas por constituirem problemas de saude humana:
Angiostrongylus costaricensis e A. cantonensis. Enquanto existem numerosos
estudos sobre a manutencdo e desenvolvimento in vitro de trematdédeos, sao
poucas as tentativas registradas na literatura do mesmo esfor¢co em relacéo
aos nematddeos. Através do desenvolvimento de cultivos e co-cultivos com
células embrionarias de B. glabrata buscou-se encontrar a forma mais
adequada para a producdo de larvas nas fases intramolusco dos dois
parasitos em estudo. Em um trabalho anterior foi utilizada a axenizacdo das
larvas de primeiro estagio, este método foi adaptado especialmente quanto a
concentracdo de hipoclorito de sodio que foi utilizado a 0,25% de modo
eficiente. Verificou-se que nos cultivos enriquecidos com extrato protéico do
corpo de B. glabrata, houve uma maior recuperacao de larvas de segundo
estagio. A fim de se investigar a possibilidade de uma diferenca quanto a
expressdo de proteinas entre caramujos infectados e nédo infectados, foi
realizada a eletroforese bidimensional. Uma proteina de 37 kDa no ponto
isoelétrico de 4,2 foi expressa apenas nos tecidos dos caramujos infectados.
Para se ter um estoque de larvas de primeiro estagio, testou-se formas de
criopreserva-las com diferentes concentracdes de dimetil-sulfoxido (DMSO) e
de soro fetal bovino (SFB). Para ambos nematédeos, o uso de 1% de DMSO
em meio enriquecido com 5% de SFB, incubacéo prévia de 60 minutos com o
criopreservante em temperatura ambiente, seguido pelo congelamento rapido
em nitrogénio liquido, apresentou os melhores indices de larvas ativas
recuperadas. Embora os experimentos ndo tenham tido éxito para produzir in
vitro larvas de terceiro estagio (L3), varios aspectos foram analisados e todo o
conhecimento resultante representa o inicio do caminho para, com esforco
continuo, se estabelecer um sistema in vitro capaz de produzir em grande
guantidade e regularmente essas formas parasitarias. Os resultados
apresentados contribuem para uma melhor compreensdo da complexa tarefa
de manipulacdo in vitro desses nematodeos e dos desafios para o melhor
entendimento de sua biologia.



ABSTRACT

Among the angiostrongylid worms there are two extensively studied
species because of their importance as causes of human health problems,
Angiostrongylus costaricensis and A. cantonensis. While there are numerous
in vitro studies on maintenance and evolution of trematodes, the literature is
short of reports on similar trials with nematodes. Through cultivation and co-
cultivation with Biomphalaria glabrata embryonic cells, the best conditions
were searched for the production of intra-mollusk larval stages from both
parasites under study. A previous reported protocol for axenization of first
stage larvae was adjusted especially concerning the concentration of sodium
hypochlorite and a 0,25 % preparation was found effective. It was
demonstrated that cultivation enriched with crude body proteic extract of B.
glabrata resulted in a higher recovery of second stage larvae. In order to
investigate the possibility of a differential expression of proteins after infection,
bidimensional electrophoresis was performed. A 37 kDa protein with isoeletric
point 4,2 was expressed exclusively at tissues of the infected snails. In order to
guarantee the supply of first stage larvae for a future in vitro production of L3,
several conditions for cryopreservation were assayed and the best larvae yield
was achieved with a 1% dimethil-sulphoxide and 5% bovine fetal serum, and
incubation time of 60 minutes before quick introduction into liquid nitrogen. In
conclusion, although the unsuccessful trial to produce in vitro large amounts of
L3, several aspects were assayed and the resulting knowledge may pave the
way for the ongoing effort to establish an in vitro system that enables regular
large production of parasitic forms. The results now reported have contributed
to a better understanding of the complex task of in vitro manipulation of
nematodes and the challenges standing ahead for the better understanding of
their biology.
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1 INTRODUCAO

1.1 Histdrico das angiostrongiliases

O contagio acidental em humanos ocorre do mesmo modo com 0sS
nematodeos A. costaricensis Morera e Céspedes, 1971 e A. cantonensis
(Chen, 1935) causando a angiostrongiliase abdominal ou cerebral,
respectivamente. A contaminacdo acontece pelo contato direto com o
molusco, ou de forma indireta, ou seja, pela ingestdo de alimentos
contaminados pelo muco desses invertebrados infectados (Morera, 1988;
Graeff-Teixeira et al., 1991a, 1991b, 2005, 2009).

A angiostrongiliase abdominal € causada pelo nematodeo
Angiostrongylus costaricensis, um parasito intra-arterial de roedores, tendo o
homem como hospedeiro acidental. Inicialmente, foi diagnosticada em
criancas na Costa Rica. No entanto, ocorre também em adultos (Morera e
Bontempo, 1985; Morera, 1988; Graeff-Teixeira et al., 1991a, 1991b, 2005).

As alteracbes anatomo-patoldgicas desta enfermidade s&o: eosinofilia,
reacdo granulomatosa perivascular e vasculite eosinofilica (Morera, 1988;
Graeff-Teixeira et al., 1991a). No homem, causa intensa reacao inflamatoria
na parede intestinal pela retencdo dos ovos que ndo séo eliminados junto as
fezes (Morera e Bontempo, op cit.; Graeff-Teixeira et al., 1991a), podendo
ocorrer também a oviposicdo no figado (Morera et al., 1982). Ainda ndo ha
tratamentos especificos e o0s anti-helminticos como tiabendazole,

dietiicarbamazina e levamisole s&o contra-indicados, pois podem induzir



migracao erratica dos vermes e agravamento das les6es (Morera e Bontempo
op cit.; Carvalho et al., 2005).

Angiostrongylus cantonensis causa a angiostrongiliase cerebral quando
humanos, acidentalmente, participam do ciclo como hospedeiro definitivo; o
primeiro caso desta infeccdo foi descrito em 1945 em Taiwan, no entanto,
apenas em 1960 a angiostrongiliase cerebral passou a ser considerado um
problema de saude publica (Graeff-Teixeira et al., 2009).

A angiostrongiliase cerebral geralmente causa, inicialmente, uma dor
de cabeca aguda cuja origem prové do aumento da pressdo intracraniana
(Kuberski et al., 1979; Tsai et al., 2001). A presenca de jovens adultos nas
meninges e no parénquima da medula, ponte e cerebelo produz esta reagéo
inflamatoria cujo alivio pode ser obtido através de repetidas punc¢fes lombares
visando diminuir a pressao intracraniana (Graeff-Teixeira et al., 2009).

Com relacdo ao tratamento, estudos com infecgbes experimentais e
também registros de casos isolados indicam que a morte dos vermes de A.
cantonensis, provavelmente, induz ao aumento da inflamacéo, levando ao
agravamento da doenca (Wang et al., 2006; Leone et al., 2007). No entanto,
vem sendo testados, em modelos animais, o uso conjunto de anti-helminticos
e antiinflamatorios apresentando resultados positivos (Lai, 2006; Chen e Lai,

2007).



1.2 Distribuicéo geogréafica das angiostrongiliases

Existem casos de angiostrongiliase abdominal registrados na maioria
dos paises americanos. A doenca distribui-se dos EUA ao norte da Argentina
(Graeff-Teixeira et al., 1991a). No Brasil, ha casos registrados nos estados do
Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sao Paulo, Distrito Federal,
Minas Gerais e Espirito Santo (Morera e Céspedes, 1971a; Malek, 1981;
Kamisky et al., 1987, 1995).

A angiostrongiliase cerebral ocorre na Asia, na Australia, nas Ilhas do
Pacifico, na Africa e nas Américas (Aguiar et al., 1981; Campbell e Little 1988;
Lindo et al., 2002; Caldeira et al., 2007; Graeff-Teixeira et al., 2009; Lima et
al., 2009). Um foco de transmissao autoctone foi detectado, pela primeira vez
no Brasil, na cidade de Cariacica, no estado do Espirito Santo (Caldeira et al.
2007). Recentemente, outro foco foi registrado no nosso pais, no estado de

Pernambuco (Lima et al., 2009).

1.3 Ciclo evolutivo dos parasitos

Tanto A. costaricensis como A. cantonensis possuem um ciclo evolutivo
heteroxeno, ou seja, precisam de dois hospedeiros para completar o seu
desenvolvimento. Como hospedeiro intermediario, esses parasitos necessitam
de um molusco e como hospedeiro definitivo utilizam um roedor.

O ciclo evolutivo das duas espécies em estudo pode ser resumido

assim: as larvas de primeiro estagio (L1) sédo eliminadas pelas fezes do



roedor, sendo infectantes ao molusco copréfago ou que simplesmente rasteje
sobre essas fezes. Dentro do invertebrado, o verme passa por duas mudas.
Em torno de 30 dias, ap0ds a infec¢do, surgem larvas de terceiro estagio (L3),
forma infectante ao vertebrado, sendo liberadas através do muco do molusco.
O hospedeiro definitivo se infecta pela ingestdo das L3. Dentro do roedor,
essas larvas evoluem sucessivamente como: larvas de quarto estagio (L4),
larvas de quinto estagio (L5), adultos jovens e adultos, quando passam a
ovipor.

No ciclo de A. costaricensis, quando as L3 chegam ao intestino do
roedor, elas invadem a parede da regido ileocecal, atingindo as vias linfaticas
mesentéricas, sofrendo ali a terceira muda. As L4 podem atingir as artérias
mesentéricas da regido ileocecal apds passarem pela circulacéo geral ou pelo
figado. Cerca de uma semana depois se transformam em L5, retornando ao
intestino; alojam-se nas artérias mesentéricas convertendo-se em vermes
adultos. Apos, aproximadamente, 24 dias depois da infeccdo no roedor, ele
passa a eliminar larvas junto as suas fezes (Morera e Céspedes, 1971b;
Morera, 1973; Graeff-Teixeira et al., 1991a).

O ciclo evolutivo de A. cantonensis se difere um pouco da outra
espécie. As principais diferencas sdo: (1) as L5 passam pelas meninges,
causando meningoencefalites em humanos, (2) seus vermes adultos vivem
nas ramificacbes das artérias pulmonares dos hospedeiros definitivos e (3) os
ovos sdo levados aos capilares dos pulmdes podendo ocasionar embolia

(Graeff-Teixeira et al., 2009).



1.4 Os parasitos: Angiostrongylus costaricensis e A. cantonensis

Segundo Ubelaker (1986), os agentes etioldgicos da angiostrongiliase
abdominal e da angiostrongiliase cerebral situam-se, sistematicamente, em:
Metastrongyloidea, Angiostrongylidae, Angiostrongylinae, ordem Strongylida.
As duas espécies estudadas no presente trabalho, acidentalmente, podem
causar patologias aos seres humanos. Ambas situam-se no género
Angiostrongylus (Kamensky, 1905) que reune 23 espécies de parasitos intra-
arteriais de roedores, de felinos, de canideos e, ocasionalmente, de primatas
(Robles et al., 2008).

A larva de primeiro estagio de A. costaricensis tem cerca de 0,27 mm
de comprimento e 14-15 um de largura, possui cauda pontiaguda e entalhe na
extremidade sob o lado dorsal; entre 0 3°e 0 4°di a de vida intramolusco,
transforma-se em L2, tendo 0,37 mm de comprimento e 36 um de largura;
pelo 11° até o 14° dia, converte-se a L3, forma inf ectante ao vertebrado,
apresentando 0,47 mm de comprimento e 28 um de largura, mantendo as
duas bainhas e tendo a regido anterior arredondada contendo duas
proeminentes hastes quitinosas; no 3°ou no 4°dia, apods penetrar no roedor,
sofre a terceira muda; a L4 possui dimorfismo sexual, tendo a fémea 0,92 mm
e 0 macho 0,87 mm de comprimento; no 7°dia evolui a adulto jovem (L5); no
10° dia, situa-se nas artérias mesentéricas, habitat definitivo; a fémea e o
macho adulto tém 3,75 mm e 4,4 mm de comprimento, respectivamente

(Morera, 1973).



A partir das figuras do estudo sobre culturas in vitro de A. cantonensis
realizado por Hata e Kojima (1990) foi possivel observar que as larvas de
primeiro estagio usadas para iniciar o cultivo possuiam 0,28 mm de
comprimento e 15 um de largura; as larvas de segundo estagio apresentavam
0,5 mm de comprimento e 45 um de largura. Nas discussdes deste mesmo
artigo, os autores informaram que o comprimento médio das L3 de A.
cantonensis obtidas in vitro foi de 0,46 mm, sendo semelhante ao obtido in
vivo. Diferentemente, as L3 recuperadas in vitro por Chen et al. (1981) tinham
0,35 mm de comprimento e 27 um de largura; as L2 que eles obtiveram no
cultivo apresentavam 0,3 mm de comprimento e 22 um de largura. As L4

obtidas in vitro por Hata (1993) tinham 1,76 mm (x 0,39 mm) de comprimento.

1.5 Hospedeiros intermediarios

Diversos moluscos terrestres ja tiveram a sua suscetibilidade natural ao
nematoddeo A. costaricensis comprovada. Tais como: Belocaulus angustipes
(Heynemann, 1885), Bradybaena similaris (Férussac, 1821), Deroceras laeve
(Muller, 1774), Helix aspersa Mdller, 1774, Limax flavus (Linnaeus, 1758),
Limax maximus (Linnaeus, 1758), Megalobulimus abbreviatus (Bequaert,
1948), Phyllocaulis soleiformis (d’Orbigny, 1835), P. variegatus (Semper,
1888), Sarasinula linguaeformis (Semper, 1885), S. plebeia (Fischer, 1868)
(Graeff-Teixeira et al., 1989; Duarte et al., 1992; Rambo et al., 1997; Laitano

et al., 2001; Maurer et al., 2002).



No entanto, as lesmas terrestres americanas, ou Seja, O0S
veronicelideos sdo os mais importantes hospedeiros intermediarios de A.
costaricensis. Sendo representados especialmente por Sarasinula plebeia na
Costa Rica, Equador, Honduras e Nicaragua e por Phyllocaulis variegatus e S.
linguaeformis no Brasil (Carvalho et al., 2005).

Dentre as 200 espécies pantropicais de Veronicellidae, apenas seis
ocorrem no Rio Grande do Sul. Graeff-Teixeira et al. (1989) apontaram P.
variegatus como o principal hospedeiro intermediario natural deste nematddeo
para este estado. O supramencionado molusco distribui-se pelo alto Uruguai,
planalto médio (norte do RS), serra do sudeste, depressao central, encosta
inferior do nordeste, campos de cima da serra, encosta superior do nordeste e
litoral (Thomé et al., 1999).

As diferenciagbes quanto as caracteristicas externas dos
veronicelideos, sobretudo o padrédo de coloracdo sado conhecidas (Thomé et
al., 1999; Thomé et al., 2006). O fato deste grupo de moluscos possuirem
uma ampla variagcao de coloracéo reforga a importancia do conhecimento da
sua anatomia principalmente do sistema reprodutor, para determinar com
exatiddo as diferentes espécies. Santos e Thomé (1999) divulgaram as
diferengas entre a anatomia interna dos seis veronicelideos presentes no Rio
Grande do Sul.

Os hospedeiros intermediarios naturais de A. cantonensis sao,
principalmente, caramujos ampularideos como: Pila spp. e Ampullarium
canaliculatus Lamarck, 1819; os caracois terrestres: Bradybaena similares

(Férrussac, 1821), Subulina octona (Bruguiere, 1789) e Achatina fulica



Bowdich, 1822; as lesmas terrestres: Veronicella spp., Limax spp. e Deroceras
spp. (Malek e Cheng, 1974; Graeff-Teixeira et al., 2009).

Inicialmente, em estudos experimentais, A. fulica Bowdich, 1822
apresentou-se como um importante hospedeiro intermediario de A.
cantonensis, pois a producdo de L1 nesse caracol foi superior a dos demais
moluscos tidos como hospedeiros intermediarios (Wang et al., 2008). O
registro de A. fulica no Brasil foi em 1997 no estado de Sdo Paulo; em 2001 a
presenca deste molusco foi registrada no estado do Rio de Janeiro e hoje
pode ser encontrado em iniUmeros estados, desde o Amazonas até Santa
Catarina (Teles et al., 1997; Vasconcelos e Pile, 2001). Em Pernambuco, um
caso de angiostrongiliase cerebral foi relacionado a presenca deste caracol
exotico, infectado por A. cantonensis, nos arredores da casa da paciente

(Lima et al., 2009).

1.6 Hospedeiros definitivos

O principal hospedeiro definitivo do A. costaricensis € vulgarmente
conhecido como “rato do algodao”, Sigmodon hispidus (Say e Ord, 1825)
(Morera, 1985, 1988). Ele ndo ocorre na América do Sul, exceto no norte do
Peru, Colébmbia e Venezuela (Graeff-Teixeira et al., 1991a). Roedores como:
Rattus rattus, Zigodontomys microtinus, Liomys adspersus, Oligoryzomis
fulvescens também sdo mencionados no ciclo de A. costaricensis (Morera,

1973).



Graeff-Teixeira et al. (1990) registraram a infeccdo em Oligoryzomis
nigripes (Olfers, 1818) e O. ratticeps (Hensel, 1837) no sul do Brasil; citaram
gue o primeiro parece ser o principal hospedeiro definitivo deste nematddeo
na regiao serrana do Rio Grande do Sul.

Espécies de roedores como o Rattus rattus e R. norvegicus sao o0s
hospedeiros definitivos de A. cantonensis, porém outros mamiferos como

gatos, macacos e camundongos podem se infectar (Alicata, 1965).

1.7 Cultivo in vitro de nematédeos

Com relacdo as pesquisas de métodos de cultura in vitro de A.
costaricensis, cabem ressaltar os seguintes trabalhos: Hata (1996a) realizou o
cultivo in vitro de ovos até larvas de primeiro estagio (L1). Ele testou sete
meios e dez diferentes composi¢coes de soro. O maior éxito foi alcancado
usando uma mistura de nutrientes F-12 de Ham (GIBCO) sem suplementagéo
de soro, resultando em 34% de L1. Hata e Kojima (1991) obtiveram 77% de
jovens adultos em uma cultura de 28 dias semeada com L3 em meio de
Waymouth (GIBCO). Estudos visando a deteccado de aminodcidos e de outros
elementos essenciais, assim como as respectivas concentracdes necessarias
ao desenvolvimento da larva de terceiro estagio até a fase de jovem adulto
foram efetuados por Hata (1994, 1996b).

Destacam-se, dentre os trabalhos realizados sobre Angiostrongylus
cantonensis: Chen et al. (1981) testaram diferentes sistemas de cultura para a

manutencdo in vitro das larvas de primeiro estagio (L1), terceiro estagio (L2) e



de vermes adultos de A. cantonensis, mas ndao houve evolucéo de larva tanto
de L1 a L2 quanto de L2 a verme adulto. Eles alcangcaram os melhores
resultados para a manutencéo de L1, usando o meio de cultura de tecidos 199
sem suplementagdo de soro, com 20% de soro de bezerro recém-nascido ou
com 20% de soro fetal bovino. Nessas trés composi¢des, as L1 sobreviveram
por 29 dias; Uga e Matsumura (1982) cultivaram in vitro os ovos deste
nematodeo e obtiveram cerca de 60% de ovos embrionados utilizando o meio
NCTC 109 (Difco) suplementado com 50% de soro de ratazana, mas nessa
composicao, apenas 8,7% dos ovos eclodiram. A melhor taxa de ecloséo foi
observada quando o meio era suplementado com 50% de soro fetal bovino
(SFB), aonde 57% dos ovos embrionavam; o unico desenvolvimento in vitro
realizado com nematédeo na fase intramolusco foi feito por Hata e Kojima
(1990). Eles testaram onze meios para o cultivo de larvas de primeiro estagio
de A. cantonensis. Esses pesquisadores obtiveram larvas de terceiro estagio
(L3) somente em dois meios, mas ambos resultaram em baixissima
quantidade de L3. No meio composto por uma combinagéo de solugéao salina
de Chernin (CBSS), meio L-15 (Difco), solucdo de triptose fosfatada (TPB)
(Difco) e soro fetal bovino (GIBCO), 5% das larvas evoluiram para L3; ja no
outro meio, formulado da mesma maneira, porém omitindo a CBSS, somente
1% das larvas evoluiram ao terceiro estagio. Estas percentagens de evolucao
foram extremamente baixas para sustentar a producdo de larvas necessarias
a estudos parasitolégicos. Hata (1993) observou que o meio de cultivo ideal
varia conforme a etapa de desenvolvimento do nematédeo, ou seja, de acordo
com as necessidades fisiolégicas e/ou nutricionais do parasito, refletindo a

migragao realizada no hospedeiro final.



1.8 Co-cultivo entre parasitos e células Bge

O caramujo dulceaquicola Biomphalaria glabrata (Say, 1818) foi muito
eficiente para a manutencdo do ciclo de Angiostrongylus costaricensis em
laboratério, sendo comumente utilizado como hospedeiro intermediario
experimental. Diversos trabalhos empregaram B. glabrata desta forma (Arroyo
e Morera, 1978; Monge et al., 1978; Oku et al., 1984; Lima et al., 1992; Mentz
e Graeff-Teixeira, 2005). Este caramujo foi utilizado na manutenc¢éo do ciclo in
vivo de A. costaricensis e de A. cantonensis no Laboratorio de Biologia
Parasitaria da PUCRS.

Até o momento, havia apenas uma cultura celular permanente de
molusco. Esta foi estabelecida por Hansen (1976a) a partir de células
embrionarias de Biomphalaria glabrata (Bge) cuja comercializacdo era
realizada pela American Type Culture Collection (ATCC CL 1494). Estas
células tém constituido modelos experimentais para estudos dos mecanismos
de comunicacdo quimica entre o hospedeiro e trematddeos (Yoshino et al.,
1999; Castillo e Yoshino, 2002; Castillo et al., 2007; Yoshino et al., 2008; Taft
et al., 2009).

Co-cultivo entre o parasito Schistosoma mansoni Sambon, 1907 e as
células Bge ja foram realizados iniumeras vezes para subsidiar estudos
imunoldgicos, moleculares e celulares a partir da relagéo parasito-hospedeiro
(Yoshino e Laursen, 1995; Ivanchenko, 1999; Coppin et al., 2003; Coustau et

al., 2003).



Co-cultivos entre outros trematdédeos, como Echinostoma caproni,
Schistosoma japonicum (Katsurada, 1904) e Fascioloides magna (Bassi,
1875) com células Bge, ou seja, com uma linhagem celular proveniente de um
molusco diferente do seu hospedeiro intermediario natural, foram realizados
com sucesso (Coustau et al., 1997; Laursen e Yoshino, 1999; Coustau et al.,
2003).

Todas estas pesquisas vém estimulando questionamentos quanto a
existéncia de fatores de desenvolvimento compartilhados entre moluscos e
guanto ao grau de especificidade existente entre o parasito e 0 seu
hospedeiro (Coustau et al.,, 1997; Laursen e Yoshino, 1999; Coustau e
Yoshino, 2000; Lewis et al., 2001; Yoshino et al., 2001; Humphries e Yoshino,
2003).

Buscando formas de possibilitar a evolugdo in vitro das fases
intramolusco das larvas de A. costaricensis e de A. cantonensis, também
foram testados cultivos e co-cultivos em meios enriquecidos com diferentes
suplementos provenientes de B. glabrata. Estudos referentes ao co-cultivo de
células embrionarias de Biomphalaria glabrata e nematédeos foram inéditos

até o presente trabalho.



1.9 Cultivo de células de moluscos

Apenas uma linhagem celular permanente de molusco existe até hoje.
Esta foi obtida por Hansen (1976a) através da manipulacdo de embrides de
Biomphalaria glabrata.

Culturas primarias, ou seja, cultivos cujas células sejam incapazes de
proliferarem indefinidamente (Peres e Curi, 2005), foram realizados com
lesmas terrestres pela primeira vez por Bailey (1973) que estabeleceu uma
cultura a partir do 6érgdo hermafrodita de Agriolimax reticulatus. Manaka et al.
(1980) estabeleceram por dois ou trés meses, culturas primarias a partir de
pequenissimos pedacos de tecido do pé da lesma terrestre Incilaria bilineata.
Furuta e Shimozawa (1983) realizaram culturas primarias a partir de
fragmentos do pé e, também, do manto de I. fruhstorferi.

Existem poucos trabalhos sobre cultivo celular realizados com
moluscos marinhos. A maioria deles refere-se a Mytilus spp que séo bivalves.
Destacam-se 0s seguintes estudos: Cornet (2006) estabeleceu uma cultura
primaria a partir de células do manto de M. galloprovincialis Lamarck,1819;
Plotnikov et al. (2003) realizaram estudos comparativos entre as células
musculares in vivo das mantidas in vitro de Mytilus sp.; Lin e Glanzman (1994)
elaboraram estudos sobre o sistema nervoso de Aplysia sp. a partir do cultivo
celular iniciado com fragmentos de tecido; Robledo e Cajaraville (1997)
caracterizaram as células da glandula digestiva de M. galloprovincialis a partir
do cultivo in vitro. Lim et al. (1997) realizaram estudos com células nervosas
de Aplysia kurodai Baba, 1937, espécie de lesma marinha, a partir do cultivo

de pequenissimos blocos de tecido.



Ainda menos trabalhos existem sobre caramujos dulceaquicolas exceto
de B. glabrata. Griffond e Gomot (1974) realizaram o cultivo in vitro de
diferentes orgaos de Viviparus viviparus (Linnaeus, 1758).

Para suprir a caréncia quanto as linhagens celulares de moluscos,
foram realizados experimentos para se estabelecer uma cultura primaria a
partir de células do tegumento de Sarasinula linguaeformis e também a partir

das suas células embrionarias.

1.10 Criopreservacao de espécies de Angiostrongylus

A técnica de criopreservacao de parasitos tem por objetivo possibilitar o
congelamento dos espécimes sob condigdes especificas, de maneira que eles
continuem viaveis apos o0 seu descongelamento.

A criopreservacdo pode reduzir consideravelmente o numero de
animais experimentais em laboratério usualmente utilizados para a
manutencdo do ciclo de parasitos; este procedimento facilita o estudo de
parasitos isolados com caracteristicas de interesse (Eckert, 1988). Esta
técnica serve para a criacdo de bancos de parasitos, também facilita o
estoque e transporte entre laboratérios (James, 1985; Eckert, 1987).

Ainda nao existem estudos sobre a criopreservacéo de A. costaricensis.
Com relacdo a A. cantonensis, foram realizados estudos sobre a
criopreservacdo de seus ovos em meio NCTC 109 (GIBCO) e o
criopreservante dimetil-sulféxido (DMSO) (Uga et al., 1983). A criopreservacgao

de larvas de terceiro estagio de A. cantonensis foi efetuada por Mahajan e



Renapurkar (1993). Esses pesquisadores testaram diferentes concentracdes
de DMSO, de soro fetal bovino (SFB) e distintas temperaturas para fazer o
descongelamento. Eles encontraram as melhores condi¢des usando 4,8% de
DMSO em meio composto por 40% de SFB e realizando o descongelamento a
43C, assim recuperaram 56% de L3 ativas.

Estudos sobre criopreservacao de larvas de primeiro estagio (L1) foram
feitos para outras espécies de nematdédeos. Nolan et al. (1988) realizaram
testes em L1 e, também em L3, de Strongyloides stercoralis. Estes
pesquisadores utilizaram o rapido congelamento, diretamente em nitrogénio
liquido, apés um longo periodo de incubagcdo com o criopreservante. Eles
concluiram que o sucesso da criopreservacdo depende da incubacdo durante
30 a 90 minutos com o criopreservante antes do congelamento. Gill e Redwin
(1995) utilizaram com sucesso esse método proposto por Nolan op. cit ao

criopreservarem L1 de trés diferentes espécies de nematodeos.

1.11 Justificativa

Dentre os nematodeos, poucos estudos sobre cultivos in vitro foram
feitos até o momento. Nenhum destes estudos proporcionou a geragdo de
larvas em grande quantidade e com regularidade, itens de grande relevancia
para estudos parasitolégicos. Com o atual trabalho buscou-se formas de obter
in vitro larvas dos estagios iniciais, ou seja, das fases intramolusco, de
Angiostrongylus costaricensis e de A. cantonensis, para subsidiar futuros

estudos parasitologicos.



Acredita-se que as etapas intramolusco do desenvolvimento larval
possam ser concretizadas com éxito quando as larvas de primeiro estagio
forem co-cultivadas com as linhagens celulares de moluscos. Os modelos de
co-cultivo, tanto com as células embrionarias do caramujo dulceaquicola
Biomphalaria glabrata quanto com a linhagem celular a ser criada da lesma
terrestre Sarasinula linguaeformis fornecerao larvas de terceiro estagio de A.
costaricensis em grande quantidade, com regularidade e qualidade — triade

essencial para estudos parasitologicos.

1.12 Objetivos

1.12.1 Objetivos gerais

- Obter larvas dos estagios iniciais de Angiostrongylus costaricensis e de A.

cantonensis com alta pureza, em grande quantidade, com regularidade e

qualidade a partir dos cultivos in vitro das larvas em primeiro estagio, ou dos

co-cultivos destas com linhagens celulares de molusco.

1.12.2 Objetivos especificos

- Desenvolver o cultivo in vitro de larvas nos estagios intramolusco de

Angiostrongylus costaricensis e de A. cantonensis;



- Realizar os primeiros o co-cultivos entre nematddeos e células embrionéarias
de Biomphalaria glabrata;

- Averiguar as necessidades nutricionais deste nematddeo em seus diferentes
estagios larvais na fase intramolusco, a partir dos estudos in vitro;

- Desenvolver uma linhagem celular de Sarasinula linguaeformis, espécie
pertencente a familia que inclui os principais hospedeiros intermediarios de A.
costaricensis para, posterior realizar co-cultivos;

- Testar a infectibilidade das larvas de terceiro estagio, obtidas em co-cultivo,

em roedores.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencgéo do material biolégico

2.1.1 Larvas e caramujos

As larvas dos nematdédeos em estudo assim como exemplares de
caramujos do taxon Biomphalaria glabrata (Say, 1818) foram cotidianamente
obtidos através dos ciclos de vida de Angiostrongylus costaricensis Morera e
Céspedes, 1971 e de A. cantonensis (Chen, 1935) mantidos rotineiramente no
Laboratério de Biologia Parasitaria da PUCRS. O isolado da primeira espécie
proveio de moluscos coletados em Santa Rosa (RS) e em Nova Itaberaba
(SC); ja@ o da outra espécie foi obtido a partir do Departamento de
Parasitologia da Escola Médica da Universidade de Akita (Japdo). O ciclo de
A. costaricensis foi mantido com a infec¢cdo de Oligoryzomys spp e o de A.
cantonensis, com Rattus norvergicus variedade Wistar.

Pelo método de Baermann (Rey, 2001), as larvas de primeiro estagio
(L1) foram obtidas a partir das fezes desses roedores. Apos a centrifugacao
da suspensédo resultante por 15 minutos a 1048 x g, o numero de L1 foi
estimado sob microscopio 6ptico (Olympus BX40). Usou-se cerca de 10.000
L1 para expor a infeccdo cada Biomphalaria glabrata. Esta exposicao foi
realizada colocando as larvas de primeiro estagio em um recipiente com agua
declorada junto com o caramujo overnight. Depois, 0os moluscos foram

transferidos para grandes potes e mantidos no vivario da PUCRS localizado



no prédio 12 desta instituicdo, em uma sala com temperatura e luminosidade
controlada. Esses caramujos receberam alface como alimento duas vezes por
semana e tiveram a agua do seu recipiente trocada semanalmente. Para se
obter as larvas de terceiro estagio (L3), os moluscos passaram por um
processo de digestao artificial que incluia uma etapa de dissociacdo mecéanica
dos seus tecidos e uma etapa quimica com imersao em acido cloridrico 0,7%
(Vetec) e pepsina 0,03% (Sigma), a 37 por uma hora. Em seguida, pelo
método de Baermann, as L3 dos tecidos digeridos foram isoladas. As larvas
obtidas foram inoculadas nos roedores por uma canula gastrica, apos 0s
mesmos serem anestesiados através de injecdo intraperitoneal de 5% de
xilasina (Sigma) e 10% de ketamina (Sigma). Os animais foram mantidos em
uma sala com controle de luminosidade pertencente ao vivario da PUCRS. Os
roedores ficaram em caixas de polipropileno (Tecniplast) com controle de
temperatura, umidade e filtragem do ar, tendo 4gua e alimento a disposicéo e

sendo a maravalha trocada duas vezes por semana.

2.1.2 Lesmas

Para realizar experimentos com a finalidade de estabelecer uma nova
linhagem celular de moluscos a patrtir de culturas primarias de veronicelideos,
lesmas dessa familia foram coletadas em Porto Alegre (RS). Esses moluscos
terrestres foram mantidos no vivario da PUCRS em cubas de vidro
apropriadas, com tampa ventilada, terra no fundo, tendo alimento e 4gua a

disposicédo conforme Thomée et al. (2006) (Figura 1).



Figura 1. Cuba de vidro utilizada para a manutencao de até cinco espécimes
de veronicelideos.

2.2 Cultivo das células Bge

2.2.1 Manutencgédo das células Bge

As células embrionarias de Biomphalaria glabrata (Bge) utilizadas nos
experimentos foram adquiridas a partir da proliferagdo de células Bge cedidas
pelo Dr. Timothy Yoshino da Universidade de Wisconsin-Madison (EUA).

Inicialmente, elas foram cultivadas em frascos de cultura com 25 cm?
(TPP). Cada recipiente recebeu 3 mL do meio de crescimento completo
(mCC) (Tabela 1). O meio era renovado semanalmente. As culturas foram
mantidas em incubadora de CO; (SANYO, MCO-17A), com 5% de CO; e sob
temperatura de 26°C.

Os meios recuperados, ou seja, aqueles que ja haviam sido utilizados
no cultivo foram armazenados em criotubos (Nalgene, 1,5 mL) e congelados,
ao invés de serem descartados. Estes meios recuperados suplementaram,

posteriormente, alguns dos cultivos testados.



Tabela 1. Meio de crescimento completo (mCC) adaptado a partir do protocolo
da American Type Culture Collection (ATCC) para células Bge
(Apéndice 1).

Componentes do mCC Quantidades
meio Drosophila de Schneider (Sigma) 22%
agua de injecao 58%
soro fetal bovino (GIBCO) 20%
lactalbumina hidrolisada (Sigma) 4,5 g/L
galactose (Vetec) 1,3¢g/L
pH7,0-7,6

2.2.2 Subcultivo das células Bge

O subcultivo foi realizado a cada 15 dias, quando a confluéncia celular
chegava a cerca de 90% da area disponivel. Esse processo era feito sem o
uso de enzimas como a tripsina, pois a aderéncia dessas células caracterizou-
se por ser muito suave. Assim o subcultivo foi realizado por separacao
mecanica utilizando pipeta pauster de plastico (T. Yoshino, comunicacao
pessoal; F. Bezerra, comunicacao pessoal). As células obtidas de cada frasco
eram transferidas para um tubo (Falcon, 15 mL) e homogeneizadas com 3 mL
de mCC fresco, e igualmente distribuidas, em 3 novas garrafas de cultivo de
25 cm? (TPP), assim, a taxa de subcultivo era 3:1. Cada um desses novos
frascos recebia 3 mL do meio.

Para verificar a reacédo das células em contato com o soro fetal bovino
(SFB), diferentes lotes foram testados. Cada lote foi testado apos ser, ou nao,
re-inativado. A re-inativacdo do SFB foi feita colocando-se os lotes em banho

Maria a 60C por 1 hora, agitando-o continuamente ( T. Yoshino, comunicacao



pessoal). Depois foram aliquotados em tubos (Falcon) contendo 10 mL de
SFB e congelados.

Os experimentos referentes ao SFB foram realizados em placas de 24
posi¢cdes (TPP), em triplicata, aonde uma pequena quantidade de células Bge
foi semeada em cada poco cujo meio (MCC) possuia SFB de diferentes lotes
(Tabela 2). As placas foram mantidas overnight em incubadora de CO, a 5% e
a 26T. Depois, foram feitas observac6es em microsc 6pio invertido para

verificar a aderéncia ou ndo das células.

Tabela 2. Organizacdo dos testes realizados com o soro fetal bovino (SFB)
em cultivo de células Bge. Em todos os pocos foram colocados 1
mL de meio de crescimento completo composto por 20% de SFB.

Marca do SFB Lote Re-inativado
200089M Sim
N&o
GIBCO 210088K Sim
N&o
210090K Sim
N&o
20540 f53 Sim
Cripion N&o
20540 f55 Sim
N&o
LGC 38.32203 Sim
N&o

2.2.3 Congelamento e descongelamento das células Bg e

Para o congelamento das células Bge, 45 amostras foram preparados

no total. Cada uma destas possuia 1 ml de mCC com 5% de dimetil-sulféxido



(DMSO) (Nuclear) (conforme protocolo da ATCC para células Bge). O
congelamento foi feito lentamente. Durante as primeiras 24 horas, as
amostras ficaram a -18TC, depois permaneceram este mesmo periodo a -
80T, por ultimo, foram transferidas para um tambor de nitrogénio liquido (T.
Yoshino, comunicagéo pessoal). Em cada criotubo (Nalgene, 1,5 mL) foram
congeladas 20 x 10° células/mL (conforme protocolo da ATCC para células
Bge).

O descongelamento foi realizado de modo rapido, em banho Maria a
26C. Em seguida foram adicionados 0,5 mL de mCC e centrifugou-se por 5
minutos a 1048 x g. Retirou-se o sobrenadante e adicionou-se 1 mL de mCC a
centrifugacéo foi repetida do mesmo modo, sendo seguida pelo descarte do
sobrenadante. Este procedimento de enxagie foi repetido duas vezes. Por
altimo, as células presentes no sedimento foram transferidas para uma garrafa
de cultura de 25 cm? (TPP) com 1 mL de mCC. O frasco de cultivo foi mantido
com 0 mesmo meio até ser verificada a aderéncia das células. A partir disso,
se passava a fazer a troca semanal do meio, adicionando 3 mL de meio
fresco. A cultura foi mantida em incubadora a 5% de CO:e em temperatura de

26T.



2.3 Cultura primaria de veronicelideo

2.3.1 Cultura primaria a partir de blocos de tecido s

Para realizar a cultura primaria a partir do tecido do pé e,
separadamente, do manto do molusco, o animal foi anestesiado com gelo
conforme adaptacdo de Furuta e Shimozawa (1983). Cada veronicelideo foi
colocado em um pote de isopor, repleto de gelos em escamas, permanecendo
assim por 30 minutos. Apds averiguar a baixa do metabolismo do animal,
através do reflexo extremamente lento ao toque, a superficie externa do
veronicelideo foi limpa mecanicamente, em solugcdo salina balanceada de
Chernin (CBSS) (Chernin, 1963) (Tabela 3) contendo 10 pg/mL de
anfotericina B (Cristalia), 500 U/mL de penicilina (GIBCO) e 500 ug/mL de

estreptomicina (GIBCO).

Tabela 3. Solucédo salina balanceada de Chernin (CBSS) conforme Chernin
(1963), utilizada nos cultivos, co-cultivos, filtracdo e axenizacéao.

Componentes da CBSS Quantidade (g/L)
NacCl (Dindmica) 2,80
KCI (Vetec) 0,15
Na,HPO, (Merck) 0,07
MgS0O,.7H,0 (Merck) 0,45
CacCl,.7H,0 (Merck) 0,53
NaHCO; (Reagen) 0,05
Glicose (Merck) 1,00
Trealose (Global) 1,00

pH7,0-7,6




A lesma foi dissecada e seus tecidos foram preparados para os testes
de culturas priméarias conforme uma adaptacdo dos métodos apresentados
por Manaka et al. (1980), Furuta e Shimozawa (1983) e Furuta et al. (1986). O
manto que corresponde a regido dorsal foi separado do pé situado na regido
ventral. O manto e o pé foram tratados da mesma forma, mas separadamente.
Eles ficaram imersos em CBSS contendo 100 U/mL de penicilina (GIBCO) e
100 pg/mL de estreptomicina (GIBCO), por 30 minutos em temperatura
ambiente. Apds esse periodo os tecidos foram cortados em pedagos de
aproximadamente 1 mms3 e colocados em um novo recipiente contendo CBSS
com 500 U/mL de penicilina e 500 ug/mL de estreptomicina, por 10 minutos a
temperatura ambiente.

Para o cultivo, foram usadas placas de 6 posi¢cbes (TPP). Em cada
poco foram colocados 10 pedacos de tecido, laminulas de microscopia,
previamente esterilizadas, foram usadas para manter os fragmentos imersos
(Figura 2). Cada poco recebeu 2 mL de mCC que foi renovado a cada trés
dias. O cultivo foi mantido em incubadora com 5% de CO, a 26TC. Cada
experimento foi repetido 12 vezes. Foram realizados testes quanto a

viabilidade celular através do experimento com azul de tripan.

A
pogo da placa de seis posigles
laminula
& }k - pedagos de tecido do molusco
B ~_meia de cultura
BEEE e laminula

pedagos de tecido do molusco

Figura 2. Desenho esqueméatico sobre a cultura primaria de tecidos do
molusco: (A) vista superior; (B) vista lateral.



2.3.2 Cultura primaria a partir das células embrion  arias

As células embrionarias dos veronicelideos foram utilizadas para a
cultura primaria. Os ovos provenientes da postura destas lesmas foram
preparados entre o 3°e o 5°dia apds a oviposi¢do, conforme adaptacdo do
método de Hansen (1976a, 1976b) e dos trabalhos sobre cultura primaria de
lesmas (Manaka et al., 1980; Furuta e Shimozawa, 1983; Furuta et al., 1986).

A superficie externa dos ovos foi limpa mecanicamente usando-se
solugdo salina balanceada de Chernin (CBSS) contendo 10 pg/mL de
anfotericina B (Cristalia), 500 U/mL de penicilina (GIBCO) e 500 ug/mL de
estreptomicina (GIBCO). Depois, os ovos foram abertos em um recipiente com
CBSS contendo 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina. Apés
as células embrionarias serem separadas do vitelo, elas foram transferidas
para um microtubo contendo 1 mL de solucdo de tripsina-EDTA (Tabela 4)
ficando em temperatura ambiente por 10 minutos.

Depois foi centrifugado a 168 x g por 5 minutos, descartou-se o
sobrenadante e se incluiu 1 mL de CBSS com 100 U/mL de penicilina e 100
Mg/mL de estreptomicina. Repetiu-se esse processo de centrifugagao por 3
vezes. Depois, transferiram-se as células provenientes de 20 embrides, para
uma garrafa de cultura de 25 cm? com 3 mL de meio de crescimento completo
(mCC) contendo 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina. O
meio foi trocado a cada 3 dias. As culturas foram mantidas em incubadora

com 5% de CO; a 26T de temperatura. Esse experimento foi repetido 10



vezes. A viabilidade das células foi averiguada através do teste com azul de

tripan.

Tabela 4. Composicdo da solucdo de tripsina-EDTA utilizada na cultura
primaria de células embrionarias de veronicelideos.

Solucéo de tripsina-EDTA Quantidades (gm/L)
Na gluconato (Vetec) 15
NacCl (Dindmica) 2,8
KCI (Vetec) 0,15
Na,HPO,4 (Merck) 0,07

(Continuacéo da tabela 4)

NaHCO; (Reagen) 0,05

glicose (Merck) 0,5

trealose (Global) 0,5

galactose (Vetec) 0,5

tripsina (Sigma) 2,5

EDTA (GIBCO) 0,038
pH7,0-7,6

2.4 Cultivos e co-cultivos

2.4.1 Filtracdo e axenizacéo das larvas

A suspensdao resultante do método de Baermann foi tratada conforme
uma adaptacdo do método de filtracdo e, posterior, axenizacdo das larvas
proposto por Barcante et al. (2003) entdo as larvas foram usadas nos cultivos
e co-cultivos. Essa suspensédo contendo as larvas de primeiro estagio (L1) foi

centrifugada a 1048 x g por 15 minutos, o sobrenadante foi desprezado e o



sedimento foi homogeneizado no 1 mL restante. Adicionou-se 9 mL de CBSS,
homogeneizou, foi realizada a centrifugacdo a 1048 x g por 15 minutos, os 9
mL do sobrenadante foram desprezados. Estes passos foram repetidos duas
vezes.

Entdo, a suspensao, foi transferida para um tubo menor (Falcon, 15
mL) contendo 9 mL de CBSS. Sua abertura foi fechada com papel usado para
limpeza de lentes de microscopio (Olympus M97) sendo preso pelas laterais
com o uso de uma tampa original do frasco adaptada (Figura 3A). Em um tubo
(Falcon 50 mL) adicionou-se 40 mL da mesma solucdo salina e o tubo,
contendo as larvas, foi colocado dentro do tubo maior, com a abertura ocluida
com o papel, ficando em contato com a superficie liquida (Figura 3B). Este
tubo maior foi colocado dentro de um frasco de vidro cuja abertura possuia o
diametro levemente maior do que o seu, para que ficasse mantido na posi¢ao
vertical (Figura 3C). Todo esse aparato ficou em banho Maria a 37T,
overnight. O tubo maior foi centrifugado por 15 minutos a 1048 x g e se
desprezou o sobrenadante. Os 5 mL restantes foram homogeneizados com o
sedimento e transferidos para um tubo (Falcon, 15 mL) contendo 5 mL de
CBSS, sendo centrifugado por 1048 x g por 15 minutos. Desprezou-se o
sobrenadante.

Conforme uma adaptacdo do método apresentado por Barcante et al.
(2003), o sedimento resultante da filtracdo, passou pelo processo de
axenizagcdo para que todos 0s microorganismos contaminantes fossem

eliminados.



Figura 3. Imagens referentes ao processo de filtracdo: (A) detalhe mostrando
a tampa adaptada; (B) detalhe mostrando o contato sutil entre os
liguidos dos dois frascos usados; (C) aparato de filtragédo
completamente montado.

Com o objetivo de se verificar qual a melhor concentracdo de
hipoclorito de sédio a ser usada com as espécies em estudo, 100 L1 foram
colocadas em cada poco de uma placa de 36 posi¢cbes (TPP) e, em seguida
se adicionou a solug&o com hipoclorito de s6dio em diferentes concentracoes.
Este teste foi feito diluindo-se o hipoclorito de s6dio em agua declorada, a fim
de se verificar o comportamento das larvas sob as diferentes concentracdes
desse reagente e o potencial de axenizagédo da solugéo. A observacéo foi feita
durante os primeiros 10 minutos de contato das larvas com a solugédo. Os
testes foram realizados em triplicata e, separadamente, com as duas espécies
em estudo. Analisando esses resultados, estabeleceu-se o uso de hipoclorito
de sodio a 0,25%.

A eficacia da axenizacdo foi testada pelo plagueamento de todas as
suspensdes tratadas com diferentes concentragdes do reagente, e também o
controle, em Agar sangue (Oxoid) sendo as amostras mantidas por 24 horas
em estufa a 37C e, depois, observadas quanto a pre senca de unidades

formadoras de colbnias (UFCs).



Posteriormente, houve a corroboracdo dos resultados através de um
método ainda mais sensivel, o da analise radiométrica do crescimento
bacteriano, através do equipamento Bact/ALERT (bioMérieux) realizado pela
equipe do Laboratério de Microbiologia do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (Apéndice 2).

As larvas recuperadas apoOs a filtracdo foram levadas para o fluxo
laminar, adicionou-se 5 mL de hipoclorito de sédio a 0,25%, homogeneizado e
centrifugado por 6 minutos a 168 x g.

Em seguida, foi efetuada uma adaptacdo da axenizagcdo usada por
Hata e Kojima (1990), aonde, em condi¢cbes estéreis, o sobrenadante
contendo hipoclorito de sodio foi descartado, adicionou-se 5 mL de CBSS
contendo 2 ug/mL de anfotericina B (Cristélia), 200 U/mL de penicilina
(GIBCO) e 200 pyg/mL de estreptomicina (GIBCO), homogeneizou-se, fez-se a
centrifugacdo por 1 minuto a 168 x g, descartou-se o sobrenadante e se
repetiu 0 processo 5 vezes. As larvas foram re-suspendidas em 1 mL de
CBSS e a suspenséao foi homogeneizada. Trés aliquotas de 10 uL obtidas do
fundo, do meio e da superficie foram retiradas e colocadas em uma lamina
para contar, sob microscépio, a quantidade de L1 vivas recuperadas. Assim,

estimou-se a quantidade de larvas presentes no volume final.

2.4.2 Extrato protéico da hemolinfa

Para preparar o extrato protéico da hemolinfa, a concha de

Biomphalaria glabrata foi limpa com alcool 70° GL e a umidade retirada c om

papel toalha. O pericérdio foi puncionado com uma pin¢a de ponta fina e, a



medida que a hemolinfa extravasava, ela foi aspirada através de uma pipeta e
transferida para um microtubo (Axygen, 1,5 mL). Este material foi congelado
e, em seguida, descongelado, para romper as células, liberando as suas
proteinas. O extrato protéico de hemolinfa de B. glabrata usada para os
cultivos e co-cultivos constituiram-se a partir de um pool de 10 espécimes com
didmetro maior da concha superior a 1,0 cm (Figura 4).

Este pool de hemolinfa recebeu igual volume de solucdo salina
balanceada de Chernin (sem glicose e sem trealose) e foi esterilizada por
filtragcdo com filtro de seringa (TPP), depois foi aliquotada e armazenada no
congelador. A quantificagcdo de proteinas foi feita conforme o método de

Bradford (1976).

Figura 4. Imagem de B. glabrata: (A) vista dorsal; (B) vista ventral, tendo o
local de puncéo da hemolinfa em destaque. Escala = 0,5 cm.

2.4.3 Extrato protéico do corpo

Apos retirar a hemolinfa, o corpo da B. glabrata foi removido da concha
usando uma pinca de ponta fina. Os tecidos foram homogeneizados
mecanicamente, imersos em nitrogénio liquido e re-suspendidos em CBSS.
Os extratos protéicos de um pool de dez espécimes ndo infectados de B.

glabrata, foram usados para compor e enriquecer o meio de cultura apos



serem esterilizados por filtracdo utilizando filtro de seringa (TPP), aliquotados
e armazenadas no congelador. A quantificacdo de proteinas foi feita conforme

o método de Bradford (1976).

2.4.4 Cultivo das larvas

Os cultivos das larvas de primeiro estagio (L1) das duas espécies em
estudo foram elaborados separadamente. Os mesmos foram realizados em
placas de 24 posicdes (TPP) tendo cada poco a capacidade total de 3 mL.
Diferentes suplementos foram testados a partir de trés meios principais: 0
meio de crescimento completo (mCC) elaborado de acordo com o protocolo
da American Type Culture Collection (ATCC), o meio cujos resultados foram
mais satisfatérios para o cultivo de L1 a L3 de A. cantonensis conforme Hata e
Kojima (1990) sendo no presente trabalho chamado de meio HK (mHK) e o
gel de Chernin (Chernin et al., 2002; S. Hall, comunicacdo pessoal) (Tabelas

1,4eb5).

Tabela 4. Composicéo do meio proposto por Hata e Kojima em (1990).

Componentes do mHK Quantidades (%)
CBSS* 50
soro fetal bovino (GIBCO) 20
meio L-15 (GIBCO) 10
agua de injecao 10
solucao de triptose fosfatada (Difco) 10

pH 7,0-7,8 (*) omitindo a glicose e a trealose




Tabela 5. Composicéo do gel de Chernin (S. Hall, comunicacéo pessoal).

Componentes do gel de Chernin Quantidade (g/L)
extrato de levedo (Acumedia) 2,25
peptona (Himedia) 6,70
NacCl (Dindmica) 5,60
agar (GIBCO) 2,00
goma xantana (Sigma) 2,45
caragenina (Sigma) 12,50

pH7,0-7,6

Cada diferente experimento de cultivo foi repetido 64 vezes com A.
costaricensis e 72 vezes com A. cantonensis. As culturas foram mantidas por
40 e 45 dias, respectivamente.

Em cada pocgo, nas linhas A, B e C foram incluidos 1 mL do meio de
cultura (Tabela 6). Depois, foi colocado um volume da suspensédo de L1
correspondendo a 100 larvas por pocgo, calculado por estimativa, apdés a
filtracdo e axenizagdo das mesmas. Os pocos presentes na linha D da placa
serviram para analisar a qualidade da esterilizacdo dos meios e suplementos
utilizados. O meio de cultura e seus suplementos foram trocados a cada trés

dias.



Tabela 6. Composicdo de cada meio testado no cultivo das larvas.

Composicéo dos meios testados

Meio

Suplemento

1 mL de meio HK

990 uL de meio HK

990 uL de meio HK

500 pL do gel de Chernin
500 pL do gel de Chernin
990 pyL de mCC

990 pL de mCC

1 mL de mCC

990 uL de mCC

10 pL do extrato protéico do corpo de B. glabrata
10 pL do extrato da hemolinfa de B. glabrata

500 pL de meio HK

500 pyL de mCC

10 pL do extrato protéico do corpo de B. glabrata
10 pL do extrato da hemolinfa de B. glabrata

10 pL de mCC recuperado

Conforme uma adaptacdo de Hata e Kojima (1990) as larvas foram

caracterizadas a partir do seu comportamento (Tabela 7), como por exemplo,

a sua mobilidade e pelo seu tamanho através da medicdo da sua largura e

comprimento. Para cada experimento, 10 larvas foram usadas para realizar as

medicdes a partir de fotografias digitais obtidas sob microscopio invertido

(Zeiss Axiovert 25 HBO 50). ApoOs a larva ser fotografada, a imagem foi

impressa; para medir o comprimento, uma linha maleavel foi utilizada; esta

linha foi colocada ao longo do comprimento, sempre junto a sua porgao

mediana; para medir a largura, esta medida foi obtida sempre a partir de 100

micrometros de sua extremidade anterior; medindo os valores dessas linhas,

0os mesmos foram transformados nos valores reais, conforme a escala da

imagem (Figura 5).



Tabela 7. Esquema sobre as caracteristicas das larvas conforme adaptacao
de Hata e Kojima (1990).

Larva de primeiro estagio (L1)

Inicial: movimentacéo ativa; estbmago ndo expandido.

Mediana: movimentacao lenta; estbmago expandido; largura corporal aumenta sutilmente.
Tardio: aumenta em comprimento; movimento somente na parte antero-final; forma de C,
tendo lenta motilidade em sua extremidade anterior; massas granulosas de alimento

aumentam.

Larva no segundo estagio (L2) : possui uma bainha resultante da primeira muda.

o 3 =

Figura 5. Método de medicao das larvas, sendo a largura em azul e 0
comprimento em vermelho. Escala = 100 pm.

2.4.5 Co-cultivo entre células Bge e larvas

As larvas axénicas de primeiro estagio de A. costaricensis e de A.
cantonensis foram co-cultivadas, separadamente, com células embrionarias
de Biomphalaria glabrata (Bge) em placas de 24 posi¢coes (TPP).

As larvas de primeiro estagio (L1), apds serem filtradas e axenizadas,
foram ressuspendidas em 1 mL de solugdo salina balanceada de Chernin
(CBSS) e os espécimes presentes foram estimados. Colocou-se um volume
dessa suspensdo correspondendo a 100 L1 em cada poco. Com relagédo a

guantidade de células Bge utilizadas, foram formados dois grupos: Bge pouco



confluente, com as células cobrindo até 30% da superficie do poco e Bge
confluente, aonde as mesmas cobriram de 60% a 80% da area. Usou-se nos
experimentos: o meio de crescimento completo (mCC), o extrato protéico da
hemolinfa e o extrato protéico do corpo de Biomphalaria glabrata. Em cada
placa, foi repetido o mesmo experimento nos quatro po¢os da mesma coluna
(Tabela 8). Os experimentos foram repetidos 12 vezes com cada espécie.

Observagdes quanto o comportamento e o tamanho das larvas, assim
como o grau de confluéncia das células Bge, foram efetuadas quatro vezes
por semana sob microscopio invertido. O meio de cultura e seus suplementos
foram renovados a cada trés dias.

No dia anterior a cada experimento, as solugbes utilizadas foram
testadas em duplicata numa placa de 6 posi¢coes (TPP) da seguinte maneira:
em dois pogos eram colocados 1 mL do mCC; nos outros dois, 10 yL do
extrato protéico do corpo de B. glabrata; e nos pocos restantes, 10 yL do

extrato protéico da hemolinfa de B. glabrata.

Tabela 8. Composicdo dos meios testados nos do co-cultivo de células Bge e
larvas. Sendo mCC, meio de crescimento completo.

Composicéo dos meios testados

Bge Meio Suplemento
1 mL de mCC
pouco 990 uL de mCC 10 pL de extrato protéico do corpo de B. glabrata
confluente 990 yL de mCC 10 pL do extrato protéico da hemolinfa de B. glabrata
1 mL de mCC
confluente 990 yL de mCC 10 uL de extrato protéico do corpo de B. glabrata

990 yL de mCC 10 pL do extrato protéico da hemolinfa de B. glabrata




2.5 Eletroforese bidimensional (2D)

Os extratos protéicos do corpo de caramujos infectados por A.
cantonensis ou por A. costaricensis foram utilizados para estudos sobre a
expressao de proteinas a partir de eletroforese bidimensional. Os extratos
protéicos de exemplares B. glabrata ndo infectados foram usados como
controle.

A extragdo de proteinas do corpo foi realizada pela homogeneizacao
mecanica dos tecidos imersos em nitrogénio liquido. O material resultante foi
re-suspendido em um tampao contendo uréia 7M e thiuréia 2M. Em
temperatura de 4 C, a preparacéo foi centrifugada por 1 hora a 10.000 x g. O
sobrenadante foi transferido para um novo recipiente e congelado. A
quantificacdo de proteinas foi feita conforme o método de Bradford (1976).

A fracdo sollvel dos extratos protéicos foi separada por eletroforese
bidimensional. Inicialmente, foi realizada a separacdo por ponto isoelétrico,
sendo a focalizagdo realizada sob as seguintes condi¢des: 40V 60 min., 150V
60 min., 1000V 30 min., 2000V 30 min. e 3500V 150 min. Foi efetuada em
tiras de gradiente imobilizado de pH 3 a 7, com 7 cm de comprimento (GE
Healthcare). Em uma segunda etapa, as tiras da primeira dimensédo foram
inseridas no topo dos géis de poliacrilamida 12% para separacdo por peso
molecular. Os géis obtidos a partir dos caramujos sem infeccdo ou aqueles
infectados por A. cantonensis, ou por A. costaricensis foram corados com azul
de Comassie e, posteriormente, analisados por comparagdo através do

software PDQuest 8.0.1 (BIORAD).



2.6 Criopreservacao

As larvas de primeiro estagio (L1) foram separadas em grupos de 100
espécimes por criotubo (Nalgene, 1,5 mL) em um volume total de 200 pL ap6s
serem recuperadas das fezes dos roedores através do método de Baermann.
Os testes foram realizados com A. costaricensis e A. cantonensis,
separadamente.

Foram testadas 13 diferentes concentracbes de dimetil-sulféxido
(DMSO) (Nuclear); com a concentracao do criopreservante em que se obteve
a maior quantidade de larvas ativas recuperadas, se testou seis
concentracbes de soro fetal bovino conforme Mahajan e Renapurkar (1993).
Nos experimentos sobre a concentragdo de DMSO foi utilizado o meio HK
(mHK) formulado com 5% de soro fetal bovino.

Em todos os testes, apés 60 minutos em temperatura ambiente, as
amostras foram congeladas em um tambor de nitrogénio liquido a partir de
uma adaptacao do método de Nolan et al. (1988).

Depois de sete dias congeladas, as amostras foram descongeladas em
banho Maria a 40 . Em seguida, foi adicionado em cada criotubo 1 mL de
mHK composto com 20% de SFB e mantido em repouso por 30 minutos em
temperatura ambiente. Apds este periodo, usando um microscépio Optico,
realizou-se a observacdo e contagem das larvas recuperadas. Todos o0s
experimentos foram realizados em triplicata.

As larvas recuperadas ap0s a criopreservacdo, no melhor modelo

testado, ou seja, com as melhores concentracoes de DMSO e de SFB,



tiveram a viabilidade das larvas testada através da infeccdo destas em B.
glabrata. Foram usadas 10.000 L1 recuperadas para infectar cada B. glabrata.
Apés 40 dias da infeccdo os caramujos, individualmente, passaram pelo
processo de digestao artificial que incluia uma etapa de dissociacdo mecéanica
dos seus tecidos e uma etapa quimica com imersao em acido cloridrico 0,7%
(Vetec) e pepsina 0,03% (Sigma), a 37C por uma hora. Em seguida, foi
realizado o método de Baermann para averiguar a presenca de larvas de

terceiro estagio.



3 RESULTADOS

3.1 Cultivo das células Bge

Primeiramente, apenas o cultivo das células embrionarias de
Biomphalaria glabrata (Bge) foi mantido com a finalidade de se obter uma
maior quantidade de material para os demais estudos, a partir da proliferagéo
delas. Os cultivos caracterizaram-se por ter células aderidas, com
prolongamentos e, também, por apresentar certa variabilidade quanto a sua

morfologia celular (Figura 6).

Figura 6. Cultivos de células Bge mostrando a variabilidade celular das
mesmas. Escala de 50 ym em A e de 10 um para as demais.



A cada duas semanas era realizado o repique em uma taxa de 3:1, pois
se percebeu que neste periodo a confluéncia chegava a, aproximadamente,

90% (Figura 7).

Figura 7. Imagens do cultivo de células Bge: (A) com alta confluéncia; (B)
frasco original, logo apds o repique; (C) recém semeada. Escalas
de 10, 50 e 100 um, respectivamente.

Dentre as 45 amostras de células Bge congeladas, em apenas 20 delas
observou-se a proliferacao celular apds realizar o descongelamento.

Com relacao aos testes quanto a qualidade dos diferentes lotes de soro
fetal bovino utilizados, observou-se que as células Bge aderiram apenas nos
pocos aonde trés diferentes lotes da marca GIBCO foram re-inativados antes
de serem usados (Tabela 9). Desse modo, apenas esta marca de soro fetal
bovino foi utilizada e cada lote foi re-inativado e testado antes de ser
adicionado ao meio de cultura.

Verificou-se que as culturas de células Bge ndo se mantinham por
muito tempo, ou seja, entre a 82 e a 102 passagem, as células subcultivadas

nao aderiam mais. Caracterizando a morte das mesmas.



Tabela 9. Resultado dos testes feitos quanto a qualidade do soro fetal bovino
utilizado no cultivo de células Bge.

Marca do SFB Lote Re-inativado  Comportamento das células Bge
200089M Sim Aderiram
Nao N&o aderiram
GIBCO 210088K Sim Aderiram
N&o N&o aderiram
210090K Sim Aderiram
Nao N&o aderiram
20540 53 Sim N&o aderiram
Cripion N&o N&o aderiram
20540 55 Sim N&o aderiram
Nao N&o aderiram
LGC 38.32203 Sim N&o aderiram
N&o N&o aderiram

3.2 Cultura primaria de células de veronicelideo

3.2.1 Cultura primaria a partir de blocos de tecid  0s

Exemplares de Sarasinula linguaeformis (Semper, 1885) pertencentes
a familia Veronicelidae foram coletados em Porto Alegre (RS) e mantidos no
biotério da PUCRS.

Os experimentos foram realizados com fragmentos de tecidos
provenientes do manto a partir de partes do dorso, ou do pé localizado na
regido ventral de S. linguaeformis (Figura 8).

As culturas foram mantidas por duas semanas, e as observacgoes
diarias apresentavam células ndo diferenciadas e ndo aderentes, ou seja, nao

possibilitaram o desenvolvimento de células in vitro (Figura 9).



Figura 8. Espécimes de S. linguaeformis, mostrando regido dorsal e ventral.
Escala =1 cm.

.
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Figura 9. Imagem de cultivos das células de Sarasinula lingueformis: (A)
cultivo do manto; (B) cultivo do pé. Escala =100 ym.

3.2.2 Cultura primaria a partir de células embriona  rias

Os testes feitos com células de embries de veronicelideos foram
realizados a partir das posturas de Sarasinula linguaeformis obtidas no vivario
(Figura 10).

Os experimentos néo possibilitaram o desenvolvimento de uma cultura

primaria a partir das células embrionarias de S. linguaeformis. As culturas



foram mantidas por duas semanas, e as observagdes diarias identificaram

somente células néo diferenciadas e ndo aderentes (Figura 11).

Figura 10. Imagens de exemplares de S. linguaeformis: (A) copula; (B) cépula,
destacando a vagina; (C) e (D) final da copula, com o pénis em
evidencia; (E) e (F) posturas. Escala =1 cm.

Figura 11. Células embrionarias de Sarasinula linguaeformis. Escala = 100 pym.



3.3 Axenizagao das larvas

A concentracdo de 0,25% de hipoclorito de sodio apresentou o0s
melhores resultados para as duas espécies em estudo. Sob esta
concentracdo, recuperou-se 60% de larvas vivas, considerando as ativas e
enroladas de A. costaricensis (Tabela 10). Cabe ressaltar que a forma
“enrolada” refere-se a espécimes avistados enrolados e com baixa motilidade,
diferentemente da “forma em C” com auséncia total de movimentos que indica
a morte destes. Apds 0s enxagies, os parasitos enrolados voltam a
apresentar grande motilidade. Nos testes realizados em A. cantonensis com
essa mesma concentracdo 70% das larvas foram recuperadas com vida
(Tabela 11).

Nos testes de efichcia da axenizacdo somente nas placas de Agar
sangue (Oxoid) plagueadas com suspencgdes controle (sem axeniza¢éo), UFC
(unidade formadora de col6nia) foram detectadas.

Tabela 10. Testes para determinar a concentragao ideal de hipoclorito de

sodio a ser usado na axenizacao de larvas de primeiro estagio de
A. costaricensis.

Percentagem de L1 recuperadas apés 10 minutos de exposicéo

Concentracédo de Vivas Mortas
hipoclorito de sodio (%)  Enroladas Ativas Total Em forma de C
0,10 26 0 26 74
0,05 34 0 34 66
0,25 21 39 60 40
0,12 15 43 58 42
0,06 08 47 55 45
0,03 07 50 57 43

0,05 06 51 57 43




As suspensoes tratadas com hipoclorito de sédio 0,25% também foram
testadas quanto ao seu potencial de axenizagdo por um processo ainda mais
sensivel. Foi utilizado do método da analise radiométrica do crescimento
bacteriano através do equipamento Bact/ALERT (bioMérieux). Os resultados
obtidos corroboraram com aqueles ja apresentados pelo plagueamento, ou
seja, apenas no controle houve a presenca de contaminagcdo por

enterobactérias (Apéndice 2).

Tabela 11. Testes para determinar a concentracdo ideal de hipoclorito de
sodio a ser usado na axenizacao de larvas de primeiro estagio de
A. cantonensis.

Percentagem de L1 recuperadas apds 10 minutos de exposicédo

Concentragéo de Vivas Mortas
hipoclorito de s6dio (%) Enroladas Ativas Total Em forma de C
0,10 24 0 24 76
0,05 36 0 36 64
0,25 33 37 70 30
0,12 23 40 63 37
0,06 24 40 64 36
0,03 15 44 59 41
0,05 12 47 59 41

3. 4 Cultivo das larvas

Dentre as nove diferentes composicoes de meio testadas, sete
possibilitaram a observacao das larvas cultivadas. Nos dois meios compostos
por géis de Chernin ndo foi possivel visualizar as larvas de forma suficiente
para distinguir em que estdgio elas se encontravam devido a opacidade do

meio.



Nos experimentos de cultivos in vitro de A. costaricensis (Tabela 12) no
meio HK (mHK) obteve-se pequena quantidade de larvas no segundo estagio
(L2) (6% = 2) e mais da metade das larvas morreram (55% = 8). Quando este
mesmo meio foi suplementado com extrato protéico do corpo de Biomphalaria
glabrata (4,9 mg/ml) foram encontrado os melhores resultados, ou seja, se
recuperou uma maior quantidade de larvas de segundo estdgio (19% = 4).
Usando-se mHK suplementado com extrato protéico da hemolinfa de B.
glabrata (1,3 mg/ml) observou-se menor quantidade de larvas mortas (21%
+4), tendo grande numero de L1 inicial (39% + 7) e mediana (40% + 6). Com
mCC enriquecido com extrato protéico do corpo de B. glabrata também se
obteve L2 (9% + 3). Com o mCC suplementado com extrato protéico da
hemolinfa de B. glabrata conseguiu-se manter grande quantidade de L1 em
estagio inicial (44% + 8) e L1 mediana (22% + 5). Nos experimentos em que
se usou somente mCC houve a maior concentracao de larvas mortas (71% =+
4) e as larvas vivas permaneceram na fase inicial (29% = 4). Quando o mCC
foi suplementado com mCC recuperado também ocorreu grande mortandade
(65% = 7), a maioria das L1 ficou na fase inicial (33% % 6) e poucas evoluiram
a etapa mediana (10% =+ 4).

Com relacdo ao tamanho das larvas de A. costaricensis obtidas em
cultivo in vitro, foram obtidos os seguintes valores, em média: L1 inicial
apresentou 0,26 mm de comprimento e 14 um de largura; L1 mediana possuia
0,35 mm de comprimento e 20 um de largura; L1 final tinha 0,4 mm de
comprimento e 35 um de largura e L2 apresentou 0,4 mm de comprimento e
40 um de largura. Sao apresentadas imagens de A. costarisencis em cultura

in vitro na Figura 11.



Tabela 12. Desenvolvimento larval de A. costaricensis apos 40 dias de cultivo.
Valores em percentagem, seguido pelo desvio padrdo. Sendo: BG

B. glabrata.
Composi¢éo do meio L1 larvas
inicial median  final L2 mortas
a
mHK 19+4 13+4 13+6 6+2 55+8
mHK + extrato protéico do corpo de BG 15+4 174 194 195 309
mHK + extrato protéico da hemolinfade BG  39+7 40+6 0 0 21+4
mCC + extrato protéico do corpo de BG 234 174 15%4 93 36+
12
mCC + extrato protéico da hemolinfade BG 44 +8 22 +5 0 0 34+
10
mCC 29 0 71+4
mCC + mCC recuperado 33+ 10+4 65+7

Figura 11: Imagens dos cultivos de A. costaricensis em mHK suplementado
com extrato protéico do corpo de B. glabrata: (A) e (B) visdo
geral; (C) L1 inicial; (D) L1 mediana, com estdbmago expandido em
evidéncia; (E) L1 tardia em destaque; (F) L2. Escala = 100 um.



Nos experimentos de cultivo de A. cantonensis (Tabela 13), se pode
observar que mais da metade das larvas semeadas no meio HK morreram
(52% £ 6) e uma pequena quantidade de espécimes evoluiu ao segundo
estagio (L2) (7% = 3). Quando este meio recebeu a suplementacdo de extrato
protéico do corpo oriundo de B. glabrata verificou-se uma maior quantidade de
L2 (21% = 4). Nas culturas compostas por mHK enriquecido com extrato
protéico da hemolinfa de B. glabrata observou-se a menor quantidade de
larvas mortas (25% = 5), a maior quantidade de L1 mediana (44% + 5) e
também muitas L1 na fase inicial (32 +4). Quando o mCC foi suplementado
com extrato protéico do corpo de B. glabrata 10% (+ 3) das larvas evoluiram
as L2. Usando o mCC com extrato protéico da hemolinfa de B. glabrata
grande quantidade de larvas de primeiro estagio foi mantida na fase inicial
(46% + 4) e mediana (23% + 4). Ao utilizar apenas o0 mCC 73% (x 4) das
larvas morreram, as que restaram, permaneceram como L1 iniciais (27% =+ 4).
Nos cultivos compostos por mCC enriquecidos por mCC recuperado 35% (x
6) das larvas de primeiro estagio ficaram na fase inicial, 4% (+ 6) evoluiram a
fase mediana e muitas larvas morreram (61% * 9). Algumas imagens do
cultivo in vitro de A. cantonensis encontram-se na Figura 12.

Com relacdo ao tamanho das larvas de A. cantonensis obtidas nos
cultivos in vitro foram encontradas as seguintes medidas, em média: L1 inicial
possuia 0,29 mm de comprimento e 15 pm de largura; L1 mediana
apresentava 0,35 mm de comprimento e 20 um de largura; L1 final tinha 0,50

mm de comprimento e 45 um de largura; L2 possuia 0,50 mm de comprimento

e 50 um de largura.



Tabela 13. Desenvolvimento larval de A. cantonensis em diferentes
composi¢coes de meios apdés 45 dias de cultivo. Os valores
foram expressos em percentagem, seguidos por seu desvio
padrdo. Sendo BG B. glabrata.

Composicéo do meio L1 larvas
inicial  median final L2 mortas
a

mHK 18+3 15+4 135 73 52+6

mHK + extrato protéico do corpo de BG 15+3 17+3 18+3 21+4 298

mHK + extrato protéico da hemolinfa de 32+4 44+5 0 0 25+5
BG

mCC + extrato protéico do corpo de BG 24+4 20+4 17+4 10+3 29%8

mCC + extrato protéico da hemolinfa de 46+4 23+4 0 0 31+5
BG

mCC 27+4 0 0 0 734

mCC + mCC recuperado 35+6 4+6 0 0 61+9

=
"
o=

Figura 12: Imagens dos cultivos de A. cantonensis em mHK suplementado
com extrato protéico de B. glabrata: (A) visdo geral; (B) L1 inicial;
(C) e (D) L1 mediana, com estdbmago expandido em destaque; (E)
L1 tardia; (F) L2. Escala = 100 pm.



3.5 Co-cultivo entre células Bge e larvas

Nos experimentos de co-cultivo entre células Bge e A. costaricensis
obteve-se os melhores resultados quando as larvas foram semeadas em
pocos com células pouco confluentes e meio de crescimento completo
enriqguecido com extrato protéico do corpo de B. glabrata. Com esta
composicao, foram recuperadas 10% (x1) das larvas como L2 e menos da
metade das larvas morreram (44% + 8). Nos testes feitos usando-se células
Bge confluentes, mCC e extrato protéico do corpo de B. glabrata também se
recuperou L2, mas em menor quantidade (6% = 2). Na Tabela 14 apresenta-
se uma sintese dos resultados obtidos, ap6s 35 dias, nos experimentos de co-

cultivo.

Tabela 14. Desenvolvimento larval de A. costaricensis em diferentes
composi¢cdes de meios apos 35 dias em co-cultivo com células
Bge. Sendo: pc, pouco confluentes, ¢ confluentes e BG B.
glabrata. Valores em percentagem, seguidos por seu desvio

padréo.
L1 larvas
Composicéo inicial median final L2 mortas
a
Bge pc + mCC 162 16%3 0 0 6212
Bge pc + mCC + extrato protéico do corpo de BG 16+4 17+ 21+3 10+ 44+8
Bge pc + mCC + extrato protéico da hemolinfa de 17+2 20+2 19%2 0 44+ 4
BG
Bge c + mCC 14+1 15%2 0 0 722
Bge ¢ + mCC + extrato protéico do corpo de BG 18+2 17+3 20+3 6%2 4416
Bge ¢ + mCC + extrato protéico da hemolinfade BG 19+2 15+2 0 674




Com relacao ao tamanho das larvas obtidas no co-cultivo de Bge com

larvas de A. costaricensis foram obtidos os seguintes valores, em média: L1
inicial apresentava 0,27 mm de comprimento e 15 pm de largura; L1 mediana
tinha 0,35 mm de comprimento e 20 um de largura; L1 final possuia 0,40 mm
de comprimento e 35 pm de largura e L2 apresentava 0,40 mm de
comprimento e 40 um de largura. A Figura 14 apresenta imagens do co-cultivo

de células Bge pouco confluentes com larvas de A. costaricensis.

Figura 14. Co-cultivo de células Bge pouco confluentes com A. costaricensis
em mCC enriquecido por extrato do corpo de Biomphalaria
glabrata: (A), (B) e (C) L1, destacando L1 mediana; (D) L2. Escala
=100 pm.

Nos experimentos de co-cultivo entre células embrionarias de B.
glabrata e A. cantonensis obteve-se o0s melhores resultados, ou seja,
recuperou-se maior quantidade de L2, quando o meio foi suplementado com
extrato protéico do corpo de B. glabrata. Isto ocorreu tanto nos testes feitos
com células Bge pouco confluentes quanto nos experimentos realizados com
as células confluentes, resultando em 20% e 7% de L2, respectivamente. Ao
enriguecer o meio com extrato protéico da hemolinfa de B. glabrata foi

possivel obter 21% (+£3) de L1 na fase final somente no co-cultivo com células

pouco confluentes; quando se usou essa mesma composi¢cao do meio junto



as células Bge confluentes ndo se recuperou L1 no estagio final. Um resumo
dos resultados obtidos nos co-cultivos de células Bge com A. cantonensis
encontra-se na Tabela 15.

Sobre os tamanhos das larvas de A. cantonensis obtidas nos co-
cultivos com células Bge, foram observadas as seguintes medidas (em
média): L1 inicial apresentou 0,28 mm de comprimento e 15 um de largura; L1
mediana com 0,35 mm de comprimento e 20 um de largura; L1 final tinha 0,4
mm de comprimento e 35 um de largura; L2 possuia 0,5 mm de comprimento

e 45 um de largura.

Tabela 15. Desenvolvimento larval de A. cantonensis em diferentes
composi¢cdes de meios apos 35 dias em co-cultivo com células
Bge. Sendo pc pouco confluentes, ¢ confluentes e BG B.
glabrata. As quantidades de larvas recuperadas foram
colocadas em percentagem, seguidas por seu desvio padrao.

L1 larvas
Composigéo inicial median final L2 mortas
a
Bge pc + mCC 17+3 19+3 0 0 65+5
Bge pc + mCC + extrato protéico do corpo de BG 16+3 17+3 21+3 202 43z%7

Bge pc + mCC + extrato protéico da hemolinfa de 17+3 19+3 21+3 0 43+ 4
BG

Bge c + mCC 15+2 15%2 0 0 704
Bge ¢ + mCC + extrato protéico do corpo de BG 17+3 17+3 21+4 71 446
Bge ¢ + mCC + extrato protéico da hemolinfade BG 17+3 15%3 0 0 68 +5

Imagens de co-cultivos entre células Bge pouco confluentes e larvas de
A. cantonensis em mCC suplementado com extrato protéico de B. glabrata

encontram-se na Figura 15.



Figura 15: Imagens dos co-cultivos de A. cantonensis com células Bge pouco
confluentes em mCC com extrato do corpo de B. glabrata: (A) L1
inicial; (B) L1 mediana; (C) L2. Escala = 100 pm.

3.6 Eletroforese bidimensional (2D):

Como os experimentos de cultivo e co-cultivo, cujos meios foram
enriguecidos com extrato protéico do corpo de B. glabrata, apresentaram os
melhores resultados, foi realizada uma analise protedmica dos extratos
provenientes de bionfalarias infectadas e néo infectadas, com objetivo de
tentar identificar a expressdo de proteinas que pudessem estar associadas
com estimulos para o desenvolvimento das larvas.

A comparacdo dos mapas protedmicos totais entre hospedeiros
infectados com A. costaricensis (Bg + A. costaricensis) ou com A. cantonensis
(Bg + A. cantonensis) e caramujos nao infectados (Bg nao infectada),
evidenciou respectivamente 9 e 10 componentes expressos com maior
intensidade em Bg + A. costaricensis e Bg + A. cantonensis, muitos deles
expressos simultaneamente nas duas preparagoes.

Um componente de aproximadamente 37 kDa e ponto isoelétrico de 4,2
ocorre exclusivamente nos extratos de moluscos infectados, tanto no extrato
de Bg + A. costaricensis quanto de Bg + A. cantonensis, e destaca-se pela

intensidade do ponto (spot) na andlise de imagens (Figuras 16 e 17)



. canfonensis

Figura 16: Resultados da separacéo bidimensional de extratos de B. glabrata
nao infectadas ou infectadas com A. costaricensis ou A.
cantonensis. Componentes de aproximadamente 37 kDa, que
aparecem somente nos extratos de animais infectados. Em cada
gel estéo incluidos marcadores de peso molecular, identificados na
margem da imagem a esquerda.

5is

Figura 17. Destague da imagem resultante da comparacdo das réplicas dos
géis de poliacrilamida da eletroforese bidimensional, mostrando o
componente de aproximadamente 37 kDa e ponto isoelétrico de
4,2, de maior intensidade e presente em ambos 0s extratos de
moluscos infectados.



3.7 Criopreservacgao

Os testes de criopreservacdo das larvas de primeiro estagio (L1)
realizados com A. costaricensis demonstraram que com a concentracdo de
1% de DMSO ocorreu a maior recuperacédo de larvas (65% + 1,53); esta
mesma concentracdo demonstrou ser a mais eficiente para se recuperar

maior quantidade de L1 ativas de A. cantonensis (87% * 1,53) (Tabela 16).

Tabela 16. Dados referentes a quantidade de larvas recuperados apdés 0s
testes de criopreservacdo, com diferentes concentracdes de
DMSO, feitos com A. costaricensis e com A. cantonensis.

A. costaricensis A. cantonensis
DMSO (%) média (%) D.P. média (%) D.P.
Controle 10 1,00 20 1,53
1 65 1,53 87 3,51
2 46 0,58 63 3,06
3 39 0,58 75 2,52
4 28 2,52 72 2,89
4,6 27 0,58 57 2,08
4,8 19 1,00 63 5,03
5 14 0,58 76 1,53
5.2 11 0,58 72 0,58
6 20 1,00 64 1,00
9 0,58 66 3,21
8 1,15 49 0,58
8 1,53 54 1,00
10 8 2,52 42 0,58

Dentre as seis concentracdes testadas de soro fetal bovino (SFB),
apenas com 10% de SFB foram recuperadas larvas vivas, nos testes feitos

com ambas as espécies. Nos experimentos com A. costaricensis recuperou-



se cerca de 2% (+ 0,52) de larvas. Nos testes feitos com A. cantonensis foram

recuperadas, aproximadamente, 4% (+ 0,73) de larvas.



4. DISCUSSAO

A linhagem de células embrionarias de Biomphalaria glabrata (Bge)
caracterizou-se por se apresentar como uma monocamada, ou seja, por ser
constituida de uma uUnica camada celular; sendo suavemente aderente e
possuindo morfologia celular semelhante a fibroblastos. Assim, esses
resultados corroboraram com as observagdes anteriormente realizadas por
Hansen (1976a, 1976b).

A dificuldade de manter a cultura por longos periodos, conforme foi
evidenciado, a partir da ndo aderéncia das células subcultivadas entre 0 8°e
o 10° repique, possivelmente, refletiu alteracbes genéticas na linhagem
celular. Odoemelam et al. (2009) revisaram o cariotipo das células Bge; estes
pesquisadores ndo conseguiram propagar células Bge adquiridas diretamente
através da organizacao responsavel pela sua comercializacdo: American Type
Cell Culture (ATCC), entao utilizaram linhagens de dois diferentes laboratorios
para realizar os seus experimentos. Eles encontraram, em ambas as
linhagens, significativas diferencgas citoldgicas. Acrescentaram que a “suposta
imortalidade” desta linhagem, possivelmente, se deve a selecédo realizada por
Hansen, ao desenvolvé-las, de células aberrantes cuja transformacéo ocorreu
espontaneamente; isto causou uma vantagem seletiva dessas células sobre
as demais no cultivo in vitro. Os resultados apresentados por estes
pesquisadores, provavelmente, colaborou para a descontinuidade da
comercializacdo desta linhagem pela ATCC no inicio de 2010.

Como esta era a unica cultura celular de molusco comercializada até o

momento, tornou-se ainda mais importante o desenvolvimento de uma nova



linhagem proveniente desse grupo de invertebrados com grande importancia
aos estudos parasitoldgicos.

O desenvolvimento de uma cultura primaria, a partir de fragmentos do
tecido ou do embrido de Sarasinula linguaeformis ndo resultou em células
viaveis. Devido a dificuldade de se obter posturas desses moluscos no vivario
os experimentos foram repetidos 10 vezes. Os testes para desenvolver uma
cultura primaria a partir de fragmentos de tecido do molusco foram realizados
12 vezes.

Nos trabalhos sobre o desenvolvimento de cultura priméria Hansen
(1976a, 1976b) mencionou ter realizado mais de 600 repeticdes dos
experimentos para se obter resultados positivos. Manaka et al. (1980)
testaram diferentes meios de cultura ao estabelecerem a cultura primaria de
uma espécie de lesma terrestre asiatica. Eles observaram uma grande
diferenca com relacdo a quantidade de células que migravam a partir dos
fragmentos de tecidos cultivados, conforme o meio utilizado. A repeticao dos
experimentos realizados, utilizando até outros meios, provavelmente, sera
uma alternativa eficiente para se estabelecer uma cultura primaria de
veronicelideo.

Com a adaptacao dos processos de filtracdo e axenizacéo inicialmente
utilizados por Barcante et al. (2003) no trabalho sobre Angiostrongylus
vasorum (Baillet, 1866), angiostrongilideo parasito das artérias pulmonares de
caes, foi possivel eliminar totalmente as enterobactérias provenientes das
fezes dos roedores, possibilitando cultivos e co-cultivos, livres de
contaminacdo. Barcante et al. (2003) utilizaram 0,5% de hipoclorito de sédio

por 10 minutos para axenizar as larvas de A. vasorum. Com 0s nematodeos



A. costaricensis e A. cantonensis foi verificada a necessidade de se reduzir
esta concentragdo, pois a letalidade foi extremamente alta para os valores
usados por Barcante et al. (2003). Aplds os testes com diferentes
concentragbes deste reagente, se verificou ser a concentragdo de 0,25% a
ideal, pois resultou em grande quantidade de larvas ativas ap6s 10 minutos de
exposicdo a solucdo cujo potencial germicida e fungicida continuou eficaz.

Hata e Kojima (1990) obtiveram in vitro, no maximo, 15% de larvas de
segundo estagio (L2) de A. cantonensis. Nos experimentos de cultivo
realizados no presente trabalho, se obteve até 21% de L2 de A. cantonensis e
19% de L2 de A. costaricensis ao utilizar este mesmo meio (MmHK),
suplementado com extrato protéico do corpo de B. glabrata. Isto,
possivelmente, se deve a relacéo existente de fatores préprios do hospedeiro
intermediario que influenciaram na evolucéo do parasito (Coustau et al., 1997;
Laursen e Yoshino, 1999; Coustau e Yoshino, 2000; Lewis et al., 2001;
Yoshino et al., 2001; Humphries e Yoshino, 2003).

Nos cultivos enriquecidos com extrato protéico da hemolinfa de B.
glabrata ndo houve producédo de L2 quanto nos experimentos suplementados
por proteinas do corpo desse molusco. Cabe ressaltar, que, inicialmente, a
concentragéo protéica da hemolinfa era de 1,3 mg/mL. Este valor foi reduzido
a metade, pois devido o pequeno volume de hemolinfa mesmo fazendo-se um
pool oriundo de 10 espécimes de B. glabrata foi preciso duplicar o seu volume
usando a salina CBSS, para se ter uma quantidade minima de material
necessario para realizar a esterilizagdo por filtracdo com filtro acoplado a
seringa. Considerando a concentragdo protéica, a diferenca encontrada entre

bY

0s cultivos pode ser relacionada a alta concentracdo presente no extrato



protéico do corpo: 4,9 mg/mL, em contraste com a reduzida concentragcédo do
extrato de proteinas da hemolinfa: 0,65 mg/mL. Além da diferenca existente
na concentracao protéica, as proteinas presentes nos tecidos do caramujo,
provavelmente, possuem um maior potencial para desencadear o
desenvolvimento das larvas. Isto reflete a migracao realizada pelos parasitos
in vivo no hospedeiro intermediario, aonde parece existir uma preferéncia do
parasito pelo tecido fioromuscular: Mendonca et al. (1999) ao estudarem as
rotas de migracdo de A. costaricensis em um hospedeiro intermediario
experimental, concluiram que embora as larvas fossem encontradas em
varios orgaos do molusco, provavelmente isto demonstrava apenas a
trajetoria desses nematodeos, rumo as camadas fibromusculares aonde se
evidenciaram as sucessivas mudas das larvas; Mendonca et al. (2002)
citaram que a camada fibromuscular do veronicelideo era o habitat final,
preferencial, das larvas de A. costaricensis durante sua fase intramolusco;
Mendonca et al. (2003) constataram a presenca de A. costaricensis em varios
orgdos do molusco, em distintos dias apds a infeccdo, no entanto concluiram
gue os rins e o reto do veronicelideo pareciam pertencer a rota preferencial
das larvas para chegarem até a camada fiboromuscular; Montresor et al. (2008)
apos fazerem a infeccdo experimental de A. costaricensis em Omalonyx sp.
verificaram a presenca de larvas em diversos 6rgdos, principalmente, na
camada fibromuscular.

Para ambos os nematddeos, os cultivos também resultaram em L2,
mas em uma quantidade menor, ao se enriquecer o0 meio de crescimento
completo (mCC) com extrato protéico do corpo de B. glabrata. Possivelmente,

a composi¢do do mCC, originalmente formulado para a linhagem de células



embrionarias de B. glabrata, ndo tenha fornecido todos os nutrientes
necessarios ao desenvolvimento das larvas.

Os resultados de co-cultivo apresentados foram os primeiros referentes
a nematoddeos co-cultivados com a linhagem de células embrionarias de B.
glabrata. Informacfes sobre meio, suplementacdo e manutencéo destas co-
culturas poderéo subsidiar estudos posteriores. Assim como nos cultivos, 0s
melhores resultados foram obtidos quando o meio foi enriquecido pelo extrato
protéico do corpo de B. glabrata. No entanto, nos co-cultivos entre células Bge
pouco confluentes e A. costaricensis foram recuperadas menos larvas de
segundo estagio (L2) do que nos cultivos. Assim como se inferiu nos
resultados obtidos nos cultivos, ao se usar este meio, provavelmente, a
composicdo do mCC, ndo possua todos 0s componentes necessarios ao
desenvolvimento das larvas, suprindo apenas as necessidades das células
Bge.

Nos co-cultivos entre estas células, pouco confluentes, e A.
cantonensis, a quantidade de L2 obtidas com mCC suplementado por extrato
protéico do corpo de B. glabrata foi muito semelhante aqueles alcancados nos
seus cultivos. Comparando os resultados obtidos nos co-cultivos de ambos
nematddeos aonde as células Bge foram mantidas de modo confluentes,
houve uma redugcdo na quantidade de L2 recuperadas. Provavelmente, isto
tenha ocorrido devido a caréncia de componentes ao desenvolvimento larval
concomitantemente com a manutengao desta linhagem.

Para explorar a idéia pioneira de utilizacdo in vitro de proteinas

presentes no molusco que estimularam a evolugao do parasito, foi realizada a



eletroforese bidimensional a partir dos extratos protéicos dos corpos de B.
glabrata ndo infectada e infectada por A. costaricensis ou A. cantonensis.

Os experimentos de eletroforese bidimensional visaram iniciar a
investigacdo de possiveis fatores protéicos sollveis dos moluscos que
pudessem estimular in vitro a manutencdo e a evolucdo das larvas dos
nematddeos.

A busca por fatores protéicos sollveis se deve a dificuldade
experimentada neste trabalho e nos demais relatos da literatura, para as
tentativas de cultivar e fazer evoluir in vitro organismos complexos como o0s
vermes cilindricos, em sistemas artificiais muito simplificados. Através da
andlise de réplicas de separacdo de proteinas de animais infectados e nao
infectados foi possivel detectar algumas proteinas que se expressavam mais
nos animais infectados, quando comparados aos caramujos hao infectados.
Foram 9 e 10 componentes, respectivamente, para moluscos infectados com
A. costaricensis e A. cantonensis. Apenas um spot apresentava expressao
exclusiva e intensa nos animais infectados, correspondendo a um
componente com aproximadamente 37 kDa e ponto isoelétrico de 4,2. Nao
havia relatos na literatura de tentativas de aportar substancias purificadas de
hospedeiros na tentativa de fazer evoluir formas larvais de nematodeos in
vitro. Trata-se de uma idéia promissora, pois avanca além das tentativas de
simplesmente produzir o ambiente artificial com nutrientes e sais, para a idéia
de incluir moléculas que estimulem a diferenciacdo do parasito. Certamente,
este estimulo ndo poderd ser feito com um Unico tipo de molécula,

pretendendo-se que estes resultados iniciais tenham continuidade com



extensa investigacdo de fatores que tenham utilidade para a producao de
larvas in vitro.

A fim de garantir o fornecimento de larvas de primeiro estagio (L1),
materiais iniciais para todo o estudo aqui apresentado, foram realizados os
experimentos de criopreservagao. Os melhores resultados de criopreservagao
de L1 tanto de A. costaricensis quanto para A. cantonensis foram alcancados
utilizando-se 0 meio HK composto por 5% de soro fetal bovino e 1 % de
DMSO. Realizou-se a criopreservagdo, através do método de congelamento
rapido, ap6s um longo periodo de incubacdo junto ao criopreservante
conforme Nolan et al. (1988).

Provavelmente, o longo periodo de incubagdo com o DMSO antes do
congelamento, favoreceu a recuperacao de larvas ativas, assim como ocorreu
com os experimentos de criopreservacao das larvas de primeiro e de terceiro
estagio do nematédeo Strongyloides stercoralis realizados por Nolan et al.
(1988). Este método de criopreservacdo aonde se mantém o0s parasitos em
contato com o criopreservante por um longo periodo, antes do seu
congelamento, também foi realizado com sucesso por Gill e Redwin (1995)
com as larvas de primeiro estagio dos seguintes nematddeos: Haemonchus
contortus, Trichostrongylus columbriformis e Ostertagia circumcincta. Deste
modo, parece haver grandes possibilidades do uso desse método de
criopreservacdo garantir estoques de larvas deste complexo grupo de
parasitos cilindricos.

Embora, os diferentes experimentos de cultivo e também os diversos
testes de co-cultivos junto as células de B. glabrata ndo tenham tido éxito para

produzir larvas de terceiro estigio, houve um avanco com relacdo a



quantidade de larvas de segundo estagio produzidas in vitro ao se comparar
com os resultados obtidos com o UGnico trabalho previamente existente
elaborado por Hata e Kojima (1990).

Na busca de se estabelecer todas as condicdes necessarias a
evolucdo in vitro das larvas de primeiro estagio até as de terceiro estagio dos
parasitos estudados, varios aspectos foram analisados e o conjunto dos
resultados apresentados possibilitard uma melhor compreensao da complexa

tarefa de manipular in vitro estes parasitos durante suas fases intramolusco.



5 CONCLUSOES

Com relacdo a axenizacdo, foi utilizada a concentracdo de 0,25% de
hipoclorito de s6dio com sucesso nas espécies em estudo, diferentemente da
concentracdo deste reagente utilizada para Angiostrongylus vasorum por
Barcante e colaboradores (2003). O processo de filtragdo funcionou com os
nematodeos assim como proposto por Barcante et al. (2003).

Tanto nos cultivos, quanto nos co-cultivos, os melhores resultados
foram obtidos quando o meio de cultura foi suplementado com extrato protéico
do corpo de Biomphalaria glabrata.

Utilizando a concentracdo de 1% de DMSO em meio HK enriquecido
com 5% de soro fetal bovino e realizando a criopreservagéo diretamente em
nitrogénio liquido logo ap6s uma hora de incubacdo com o criopreservante, foi
possivel obter grandes quantidades de larvas de primeiro estagio dos
parasitos estudados.

Existem proteinas que sdo expressas exclusivamente nos espécimes
de B. glabrata infectados. Provavelmente, estas representam fatores
relacionados ao desenvolvimento dos nematédeos em suas fases

intramolusco.



6 PERSPECTIVAS

Com uma maior quantidade de repeticbes, assim como o teste de
outros meios de cultura, provavelmente sera possivel estabelecer uma cultura
primaria de Sarasinula linguaeformis.

Devido o0s Otimos resultados aqui apresentados quanto a
criopreservacdo das larvas de primeiro estagio dos parasitos pequisados,
torna-se extremamente importante estabelecer um estoque de larvas
criopreservadas para garantir a manutencdo de ambos parasitos no
laboratério para garantir o fornecimento de material para experimentos.

Estudos posteriores possibilitardo a identificagdo de proteinas
necessarias ao melhor desenvolvimento de cultivos e co-cultivos dos
nematdédeos em estudo, promovendo a total evolugdo dos mesmos nos
estagios intramolusco.

Este estudo serviu para estimular o desenvolvimento de pesquisas que
busquem abordar, simultaneamente, o estudo do parasito e do seu
hospedeiro (experimental ou natural) tanto em sistemas experimentais quanto

em observacgdes de campo.
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Specific Batch Information

Cell Line Description

Organism: Biomphalaria glabrata (snail)

Tissue: embryo

Growth properties: adherent (see Comments below)

Depositors: CJ Bayne

Comments: The cells may be used to promote maturation

of the obligate invertebrate phase of Schistosoma mansoni.

Bge cells are very sensitive to the quality of the fetal bovine

serum. Several lots may need to be tested in order to find

one which will support the the growth of these cells.

Primaria flasks (Falcon #3824 and #3813) can be used to

form a confluent monolayer. These flasks have a net positive

charge rather than the usual negatively charged surface of

traditional tissue culture flasks. Other types of flasks and

collagen coated flasks may be used, but the majority of the
- cells will grow as large clumps that detach and grow in

suspension.

Biosafety Level: 1

Appropriate safety procedures should always be used
with this material. Laboratory safety is discussed in the
following publication: Biosafety in Microbiological and
Biomedical
Laboratories, 4th ed. HHS Publication No. (CDC) 93-8395.
U.S. Department of Health and Human Services, Centers for
Disease Control and Prevention. Washington DC: U.S.
Government Printing Office; 1999. The entire text is available
online at www.cdc.gov/od/ohs/biosfty/bmbl4/bmbldtoc.htm.

Use Restrictions

These cells are distributed for research purposes
only. ATCC recommends that individuals contemplating
commercial use of any cell line first contact the originating
investigator to negotiate an agreement. Third party
distribution of this cell line is discouraged, since this practice
has resulted in the unintentional spreading of cell lines
contaminated with inappropriate animal cells or microbes.

Handling Procedure for Frozen Cells

To insure the highest level of viability, thaw the vial and
initiate the culture as soon as possible upon receipt. If upon
arrival, continued stofage of the frozen culture is necessary,
it should be stored in liquid nitrogen vapor phase and not at —

*70°C. Storage at —70°C will result in loss of viability.

SAFETY PRECAUTION: ATCC highly recommends that
protective gloves and clothing always be used and a full
face mask always be worn when handling frozen vials. It
is important to note that some vials leak when submersed in
liquid nitrogen and will slowly fill with liquid nitrogen. Upon
thawing, the conversion of the liquid nitrogen back to its gas
phase may result in the vessel exploding or blowing off its
cap with dangerous force creating flying debris.
NOTE: Priamaria Flasks are recommended for
attachment.

better

1. Thaw the vial by gentle agitation in a 23°C water bath.
To reduce the possibility of contamination, keep the O-
ring and cap out of the water. Thawing should be rapid
(approximately 2 minutes).

2. Remove the vial from the water bath as soon as the
contents are thawed, and decontaminate by dipping in or
spraying with 70% ethanol. All of the operations from this
point on should be carried out under strict aseptic
conditions.

3. Transfer the vial contents to a centrifuge tube containing
9.0 ml complete culture medium. and spin at
approximately 125 xg for 5 to7 minutes.

4. Resuspend cell pellet with the recommended complete
medium (see the specific batch information for the
culture recommended dilution ratio). and dispense into a
25 cm® culture flask. It is important to avoid excessive
alkalinity of the medium during recovery of the cells. It is
suggested that, prior to the addition of the vial contents,
the culture vessel containing the complete growth
medium be placed into the incubator for at least 15
minutes to allow the medium to reach its normal pH (7.0
to 7.6).

5. Incubate the culture at 23°C jn a suitable incubator. A
5% COg in air atmosphere is recommended if using the
medium described on this product sheet.

Handling Procedure for Flask Cultures

The flask was seeded with cells (see specific batch
information) grown and completely filled with medium at
ATCC to prevent loss of cells duri'ngwshipping.

1. Upon receipt visually exdmine the culture for
macroscopic evidence of any microbial contamination.

American Type Culture Collection
P.O. Box 1549
Manassas, VA 20108 USA

www.atcc.org

800-638-6597 (U.S., Canada, and Puerto Rico)
703-365-2700

Fax: 703-365-2750
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Using an inverted microscope (preferably equipped with
phase-contrast optics), carefully check for any evidence
of microbial contamination. Also check to determine if
the majority of cells are still attached to the bottom of the
flask; during shipping the cultures are sometimes
handled roughly and many of the cells often detach and
become suspended in the culture medium (but are still
viable).

2. If the cells are still attached, aseptically remove all but
5 to 10 ml of the shipping medium. The shipping
medium can be saved for reuse. Incubate the cells at
23°Cina 5% CO; in air atmosphere until they are ready

to be subcultured.

3. If the cells are not attached, aseptically remove the
entire contents of the flask and centrifuge at 125 xg for 5
to 10 minutes. Remove shipping medium and save.
Resuspend the pelleted cells in 10 ml of this medium
and add to 25 cm” flask. Incubate at 23°C in a 5% CO;
in air atmosphere until cells are ready to be subcultured.

Subculturing Procedure

Volumes used in this protocol are for 75 cm? flask;
proportionally reduce or increase amount of dissociation
medium for culture vessels of other sizes.

Do the first subculture 2 to 3 weeks after thawing, thereafter”
every 10 days. —
1. Remove and discard culture medium.

2. Rinse with 5 ml Hansen's buffered saline, remove saline
and add 3 ml 0.05% trypsin (made with Hansen's
saline). Let stand at room temperature for 2to 5
minutes, remove trypsin,

3. Add 6.0 to 8.0 ml of complete growth medium and
aspirate cells by gently pipetting.

5. Add appropriate aliquots of the cell suspension into new
flasks
Subcultivation Ratio: 1:4

6. Incubate cultures at 23°C.

Hansen's Buffered Saline

NaCl 2.8 gm/L
Na gluconate 1.5 gm/L
KClI 0.15 gm/L
Na2HPO4 0.07 gm/L
NaHCO3 0.05 gm/L
D- Glucose 0.5 gm/L
D- Galactose 0.5 gm/L
Trehalose 0.5 gm/L

Medium Renewal
6 days after thawing and once a week thereafter

Complete Growth Medium
‘Schneider's Drosophila medium, 22%

double distilled water, 58%

heat-inactivated fetal bovine serum, 20%

lactalbumin hydrolysate (4.5 g/L)

D-galactose (1.3 g/L)
This medium is formulated for use with a 5% COgz in air
atmosphere

Cryoprotectant Medium

Complete  culture  medium  described above
supplemented with 5% (v/v) DMSO.

Cell culture tested DMSO is available as ATCC Catalog
No. 4-X.

Additional Information

Additional product and technical information can be
obtained from the catalog references and the ATCC Web site
at www.atcc.org, or by e-mail at tech@atcc.org.
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(additional references may be available in the catalog
description at www.atcc.org)
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ATCC Warranty

The viability of ATCC products is warranted for 30 days from -
the date of shipment. If you feel there is a problem with this
product, contact Technical Services by phone at 800-638-
6597 or 703-365-2700 or by e-mail at tech@atcc.org. Or you
may contact your local distributor.

Disclaimers

This product is intended for laboratory research purposes
only. Itis not intended for use in humans.

While ATCC uses reasonable efforts to include accurate and
up-to-date information on this product sheet, ATCC makes
no warranties or representations as to its accuracy. Citations
from scientific literature and patents are provided for
informational purposes only. ATCC does not warrant that
such information has been confirmed to be accurate.

This product is sent with the condition that you are
responsible for its safe storage, handling, and use. ATCC is
not liable for any damages or injuries arising from receipt

American Type Culture Collection
P.O. Box 1549

Manassas, VA 20108 USA
www.atcc.org

800-638-6597 (U.S., Canada, and Puerto Rico)
703-365-2700

Fax: 703-365-2750

E-mail: tech@atcc.org
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and/or use of this product. While reasonable effort is made to
insure authenticity and reliability of strains on deposit, ATCC
is not liable for damages arising from the misidentification or
rnisrepresentation of cultures.

Please see the enclosed Material Transfer Agreement (MTA)
for further details regarding the use of this product. The
MTA is also available on our Web site at www.atcc.org.

© ATCC 2006. All rights reserved.

ATCC® is a registered trademark of the American Type Culture

Collection.

08/06
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Q SERVICO DE PATOLOGIA CLINICA - CRM-RS 57620/1

ﬁ]ﬁ HCPA Chefe de Servigo: Ricardo Machado Xavier CREMERS: 15491

MICROBIOLOGIA
Paciente 1 02/1 Registro :
Emisséo do Laudo : 09/08/2007
Médico Dr.(a) Convénio : LABORATORIO -
HEMOCULTURA AEROBICA E FUNGOS (SANGUE)
Sol.: 3454103 Recebimento material/Paciente: 09/08/2007 17:10
RESULTADO:

Auséncia de crescimento bacteriano.

Método: Automatizado

Afonso Luis Barth - CRF:3493

Conferéncia por Video

"Todo teste laboratorial deve ser correlacionado com o quadro clinico do paciente, sem o qual a interpretagéo do resultado
é apenas relativa."

Rua Ramiro Barcelos, 2350 - Bom Fim - 2° andar - 90035-003 - Porto Alegre, RS - Brasil Pég_; 1
C.G.C.(M.F.): 87.020.517/0001-20 - Telefone (55)(51) 2101.8315 - Telefax (55)(51) 2101.8310 - Caixa Postal 1247
E-Mail: l-servico-patologia-clinica@hcpa.ufrgs.br - Home page: http//www.hcpa.ufrgs.br



QL SERVICO DE PATOLOGIA CLINICA - CRM-RS 57620/1
ﬂﬁ HCP A Chefe de Servi¢o: Ricardo Machado Xavier CREMERS: 15491

MICROBIOLOGIA
Paciente 1 02/2 Registro ;
Emissao do Laudo : 09/08/2007
Meédico Dr.(a) Convénio : LABORATORIO -
HEMOCULTURA AEROBICA E FUNGOS (SANGUE)
Sol.: 3454105 Recebimento material/Paciente: 09/08/2007 17:10

RESULTADO :
Auséncia de crescimento bacteriano.

Método: Automatizado

Afonso Luis Barth - CRF:3493

Conferéncia por Video

"Todo teste laboratorial deve ser correlacionado com o quadro clinico do paciente, sem o qual a interpretagao do resultado
é apenas relativa."”

Rua Ramiro Barcelos, 2350 - Bom Fim - 2° andar - 90035-003 - Porto Alegre, RS - Brasil Pég.: 1
€.G.C.(M.F.): 87.020.517/0001-20 - Telefone (55)(51) 2101.8315 - Telefax (55)(51) 2101.8310 - Caixa Postal 1247
E-Mail: I-servigo-patologia-clinica@hcpa.ufrgs.br - Home page: http//www.hcpa.ufrgs.br



Q& SERVICO DE PATOLOGIA CLINICA - CRM-RS 57620/1 -
ﬁ HCP A Chefe de Servigo: Ricardo Machado Xavier CREMERS: 15491

MICROBIOLOGIA
Paciente 1 02/3 Registro ;
Emissio do Laudo : 09/08/2007
Médico Dr.(a) Convénio : LABORATORIO -
HEMOCULTURA AEROBICA E FUNGOS (SANGUE)
Sol.: 3454110 Recebimento material/Paciente: 09/08/2007 17:10
RESULTADO:

Auséncia de crescimento bacteriano.

Método: Automatizado

Afonso Luis Barth - CRF:3493

Conferéncia por Video

"Todo teste laboratorial deve ser correlacionado com o quadro clinico do paciente, sem o qual a interpretagado do resuitado
é apenas relativa.”

Rua Ramiro Barcelos, 2350 - Bom Fim - 2° andar - 90035-003 - Porto Alegre, RS - Brasil Pag 1
C.G.C.(M.F.}: 87.020.517/0001-20 - Telefone (55)(51) 2101.8315 - Telefax (55)(51) 2101.8310 - Caixa Postal 1247
E-Mail: I-servigo-patologia-clinica@hcpa.ufrgs.br - Home page: http//www.hcpa.ufrgs.br



g SERVICO DE PATOLOGIA CLINICA - CRM-RS 57620/1

Fjjf HCPA Chefe de Servigo: Ricardo Machado Xavier CREMERS: 15491

MICROBIOLOGIA
Paciente 1 05/1 Registro ]
Emissao do Laudo : 09/08/2007
Meédico Dr.(a) Convénio : LABORATORIO -
HEMOCULTURA AEROBICA E FUNGOS (SANGUE)
Sol.: 3454092 Recebimento material/Paciente: 09/08/2007 17:07
RESULTADO:

Auséncia de crescimento bacteriano.

Método: Automatizado

Afonso Luis Barth - CRF:3493

Conferéncia por Video

"Todo teste laboratorial deve ser correlacionado com o quadro clinico do paciente, sem o qual a interpretagao do resultado
& apenas relativa.”

Rua Ramiro Barcelos, 2350 - Bom Fim - 2° andar - 90035-003 - Porto Alegre, RS - Brasil Pég‘; 1
C.G.C.(M.F.): 87.020.517/0001-20 - Telefone (55)(51) 2101.8315 - Telefax (55)(51) 2101.8310 - Caixa Postal 1247
E-Mail: |-servigo-patologia-clinica@hcpa.ufrgs.br - Home page: http//www.hcpa.ufrgs.br



QL SERVICO DE PATOLOGIA CLINICA - CRM-RS 57620/1
ﬁ T HCP A Chefe de Servigo: Ricardo Machado Xavier CREMERS: 15491

MICROBIOLOGIA
Paciente : 05/02 Registro :
Emissdo do Laudo : 09/08/2007
Meédico Dr.(a) Convénio : LABORATORIO -
HEMOCULTURA AEROBICA E FUNGOS (SANGUE)
Sol.: 3454096 Recebimento material/Paciente: 09/08/2007 17:08
RESULTADO:

Auséncia de crescimento bacteriano.

Métedo: Automatizado

Afonso Luis Barth - CRF:3493

Conferéncia por Video

"Todo teste laboratorial deve ser correlacionado com o quadro clinico do paciente, sem o qual a interpretagéo do resultado
& apenas relativa."

Rua Ramiro Barcelos, 2350 - Bom Fim - 2° andar - 90035-003 - Porto Alegre, RS - Brasil Pég.: 1
C.G.C.(M.F.): 87.020.517/0001-20 - Telefone (55)(51) 2101.8315 - Telefax (55)(51) 2101.8310 - Caixa Postal 1247
E-Mail: I-servigo-patologia-clinica@hcpa. ufrgs.br - Home page: http//www.hcpa.ufrgs.br
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ﬁ]ﬁ HCPA  Chefe de Servigo: Ricardo Machado Xavier CREMERS: 15491

MICROBIOLOGIA
Paciente : 05/3 Registro H
Emissao do Laudo : 09/08/2007
Médico Dr.(a) Convénio : LABORATORIO -
———
HEMOCULTURA AEROBICA E FUNGOS (SANGUE)
Sol.: 3454099 Recebimento material/Paciente: 09/08/2007 17:09

RESULTADO:
Auséncia de crescimento bacteriano.

Método: Automatizado

Afonso Luis Barth - CRF:3493

Conferéncia por Video

"Todo teste laboratorial deve ser correlacionado com o quadro clinico do paciente, sem o qual a interpretagéo do resultado
é apenas relativa."”

Rua Ramiro Barcelos, 2350 - Bom Fim - 2° andar - 90035-003 - Porto Alegre, RS - Brasil Pég.: 1
C.G.C.(M.F.): 87.020.517/0001-20 - Telefone (55)(51) 2101.8315 - Telefax (55)(51) 2101.8310 - Caixa Postal 1247
E-Mail: I-servigo-patologia-clinica@hcpa.ufrgs.br - Home page: http//www.hcpa.ufrgs.br



SERVICO DE PATOLOGIA CLINICA - CRM-RS 57620/1

ﬂf HCPA Chefe de Servigo: Ricardo Machado Xavier CREMERS: 15491

MICROBIOLOGIA
Paciente : C1 Registro ;
Emissdo do Laudo : 09/08/2007
Médico Dr.(a) Convénio : LABORATORIO -
HEMOCULTURA AEROBICA E FUNGOS (SANGUE)
Sol.: 3454079 Recebimento material/Paciente: 09/08/2007 17:02
RESULTADO:

Método: Automatizado

OBS. :

Preseng¢a de microbiota multipla (Enterobactérias).

Afonso Luis Barth - CRF:3493

Conferéncia por Video

"Todo teste laboratorial deve ser correlacionado com o quadro clinico do paciente, sem o qual a interpretagao do resultado
é apenas relativa.”

Rua Ramiro Barcelos, 2350 - Bom Fim - 2° andar - 90035-003 - Porto Alegre, RS - Brasil Pag.: 1
C.G.C.(M.F.): 87.020.517/0001-20 - Telefone (55)(51) 2101.8315 - Telefax (55)(51) 2101.8310 - Caixa Postal 1247
E-Mail: I-servigo-patologia-clinica@hcpa.ufrgs.br - Home page: http/iww.hcpa.ufrgs.br



QL SERVICO DE PATOLOGIA CLINICA - CRM-RS 57620/1
ﬁ HCPA Chefe de Servigo: Ricardo Machado Xavier CREMERS: 15491

MICROBIOLOGIA
Paciente 1 C2 Registro :
Emissdo do Laudo : 09/08/2007
Convénio : LABORATORIO -

Médico Dr.(a)

HEMOCULTURA AEROBICA E FUNGOS (SANGUE)

Sol.: 3454082 Recebimento material/Paciente: 09/08/2007 17:05

RESULTADO :

Método: Automatizado

OBS. :
Presenca de microbiota multipla (Enterobactérias).

Afonso Luis Barth - CRF:3493

Conferéncia por Video

"Todo teste laboratorial deve ser correlacionado com o quadro clinico do paciente, sem o qual a interpretacéo do resultado
é apenas relativa.”

Rua Ramire Barcelos, 2350 - Bom Fim - 2° andar - 90035-003 - Porto Alegre, RS - Brasil Pég.: 1
C.G.C.(M.F.): 87.020.517/0001-20 - Telefone (55)(51) 2101.8315 - Telefax (55)(51) 2101.8310 - Caixa Postal 1247

E-Mail: I-servigo-patologia-clinica@hcpa.ufrgs.br - Home page: http/Mww.hcpa.ufrgs.br



SERVICO DE PATOLOGIA CLINICA - CRM-RS 57620/1

ﬂf HC P A Chefe de Servi¢o: Ricardo Machado Xavier CREMERS: 15491

MICROBIOLOGIA
Paciente : C/3 Registro i
Emissao do Laudo : 09/08/2007
Médico Dr.(a) Convénio : LABORATORIO -
HEMOCULTURA AEROBICA E FUNGOS (SANGUE)
Sol.: 3454084 Recebimento material/Paciente: 09/08/2007 17:05

RESULTADO:

Método: Automatizado

OBS. :
Presenca de microbiota multipla (Enterobactérias).

Afonso Luis Barth - CRF:3493

Conferéncia por Video

"Todo teste laboratorial deve ser correlacionado com o quadro clinico do paciente, sem o qual a interpretagdo do resultado
é apenas relativa.”

Rua Ramiro Barcelos, 2350 - Bom Fim - 2° andar - 90035-003 - Porto Alegre, RS - Brasil Pég_: 1
C.G.C(MF.): 87.020.517/0001-20 - Telefone (55)(51) 2101.8315 - Telefax (55)(51) 2101.8310 - Caixa Postal 1247
E-Mail: I-servigo-patologia-clinica@hcpa.ufrgs.br - Home page: http/fwww.hcpa.ufrgs.br



