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Padronizacao de co-cultivo in vitro de Haemonchus contortus com células
abomasais ovinas
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A criacdo de ovinos vem apresentando crescimento significativo, no entanto, a parasitose é
um fator a ser tratado com atencéo. Dentre os parasitas de pequenos ruminantes, destaca-

se o nematoide Haemonchus contortus, que apresenta acentuada patogenia e alta
prevaléncia. Aliado a isso, 0 aumento progressivo da resisténcia aos anti-helminticos é um
agravante para o seu controle. Para estudos da resisténcia anti-helmintica e
desenvolvimento de novos terapéuticos, tanto no que tange aos marcadores moleculares,
quanto a necessidade de utilizacdo continua de parasitas viaveis, faz-se necessaria a
obtencdo de elevada quantidade de parasitas. Assim, o cultivo in vitro apresenta-se como
ferramenta alternativa para a disponibilizacdo de parasitas para experimentacéo e de
maneira a minimizar a utilizacdo de ovinos hospedeiros doadores. Com isso em mente,
buscamos desenvolver uma metodologia para cultivo in vitro de H. contortus até a fase
adulta, a partir de amostras de ovos embrionados, larvas L1 e larvas L3 {(infectantes), em
co-cultivo com células abomasais ovinas. Para a recuperacdo de ovos embrionados,
procedeu-se a lavagem das fezes em peneiras com malhas de tamanhos consecutivos; para
a recuperacao de larvas L1, foi realizada a manutencao dos ovos embrionados overnight a
27°C; e para a recuperacéao de larvas L3, foi realizada a coprocultura por 7 dias. A
obtencao de células abomasais para cultivo foi feita por raspagem da mucosa interna do
abomaso de ovinos recém abatidos e recuperacao das células por centrifugacao. Para o
cultivo in vitro, as larvas L3 foram submetidas a remocéao da cuticula e lavadas diversas
vezes por centrifugacdo. Em seguida, 500 larvas L3 foram depositadas em garrafas de
cultivo de 25 cm? contendo meio MEM com 10% de SFB, 1% de antibiético-antimicético e
2,5% de reagente de Fields, pH 6,4, e cultivadas a 38,5°C com atmosfera com 5% CO2
em ar. A cada trés dias, o desenvolvimento dos parasitas foi observado sob microscépio
estereoscopico e 50% do meio de cultivo foi substituido por meio recém-preparado. Foi
possivel cultivar, com sucesso, H. contortus por 6 dias. Entretanto, apds esse periodo,
houve contaminacado do cultivo levando a necessidade de adaptacédo dos protocolos
experimentais. Em relacdo as células abomasais, também houve dificuldade no
estabelecimento do cultivo celular devido a contaminacdo, mas uma amostra apresentou-se
viadvel e foi criopreservada para posterior utilizacdo. Os experimentos tiveram que ser
interrompidos devido as medidas tomadas para enfrentamento da pandemia do COVID-19 e
serdo retomados apds o inicio do trabalho presencial.
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