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RESUMO

Mesocestoides corti é um platelminto endoparasita pertencente à 

classe Cestoda. Devido a sua capacidade de reprodução assexual in vivo, 

em hospedeiros experimentais, e in vitro, em condições apropriadas de 

cultura, é considerado um bom modelo para diversos estudos sobre a 

biologia de cestódeos. O desenvolvimento da fase larval na forma adulta 

de M. corti foi previamente padronizado in vitro pelo nosso grupo. Assim, 

este trabalho tem como objetivos principais o estudo, em nível 

morfológico, das modificações teciduais, que ocorrem durante o 

desenvolvimento de tetratirídeo a adulto in vitro, e a análise do efeito da 

exposição destes tecidos e fases a drogas anti-helmínticas de amplo 

espectro. Visando, futuramente, estudar o efeito de drogas anti-

helmínticas sobre morfologia e mecanismos celulares, o trabalho também 

aborda o estabelecimento de culturas celulares primárias a partir de 

diferentes fases do desenvolvimento in vitro de M. corti.

Foi verificado por microscopia confocal que, durante o processo de 

estrobilização (desenvolvimento da larva na fase adulta) in vitro, houve 

grande rearranjo da arquitetura corporal principalmente no tegumento, 

sistema muscular e formação dos órgãos sexuais. Estes tecidos são 

severamente atingidos pela ação de praziquantel e albendazol. Foi 

observado que vermes estrobilados foram os mais afetados por ação das 

drogas.

Culturas celulares foram estabelecidas a partir da fase adulta e 

larval do parasito, cujas células dispõem-se em diferentes subpopulações 

com tamanhos variando de 2 a 7m, proliferativas e metabolicamente 

ativas sintetizando matriz extracelular. Parte da matriz extracelular 

sintetizada foi caracterizada onde foi constatada a presença de 

carboidratos neutros e carregados, GAGs e proteínas. 

Este trabalho contribuiu para um melhor entendimento da dinâmica 

das alterações morfológicas de M. corti, modelo para platelmintos 

parasitos, e abre a possibilidade de estudos mais detalhados da 
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arquitetura corporal frente à exposição a drogas anti-helmínticas e 

estudos focalizados, do efeito destas drogas em nível celular, através do 

estabelecimento das culturas celulares. 
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ABSTRACT
Mesocestoides corti is an endoparasitic flatworm belonging to the 

Cestoda class. Due to the in vivo asexual reproduction capability, in 

experimental hosts, and in vitro, in appropriated culture conditions, M. 

corti is considered a good model to many studies of the cestode biology. 

The M. corti in vitro development of larva in adult worm was standardized 

by our group. Thus, this work has as main objectives the morphologic 

study of the tissue changes that occur during the tetrathyridium to adult 

in vitro development and the exposition of these tissues and life phases to 

broad-spectrum antihelminthic drugs. With the future aim of study 

antihelminthic drug effect on cell morphology and physiology, the work 

also shows the establishment of primary cultures of cells from different in 

vitro developmental stages of M. corti.

Using laser-scanning confocal microscopy, we demonstrated that 

there were body architecture rearrangements during the in vitro 

development occurring strongly in tegument, muscle system and sexual 

organs. These tissues are severely damaged by antihelminthic drugs as 

praziquantel and albendazole. During development, the adult stage is the 

most damaged by the drug action.

Cell cultures were established from the parasite adult and larval 

phases, which were distributed in different subpopulations having 

diameters varying between 2 and 7m. Cultured cells are proliferative and 

metabolic actives, with synthesis of extracellular matrix. The extracellular 

matrix composition was preliminarily determined and it was shown that 

neutral and charged carbohydrates, GAGs and proteins were present.

Thus, this work contributed to a better comprehension about the 

morphological rearrangement dynamics of M. corti, a flatworm model, and 

makes possible a more detailed study of the body architecture on 

antihelminthic drug exposition. As well as, this work will allow focused 

studies of the drug effect at cellular level favoured by cell culture

establishment from a parasite.
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INTRODUÇÃO

O Filo Platyhelminthes
Platelmintos são organismos bilatérios, protostômicos, 

triploblásticos, achatados dorso-ventralmente e os primeiros animais na 

escala evolutiva a apresentarem segmentação corporal. Entretanto, dados 

moleculares recentes apontam para algumas modificações no filo 

Platyhelminthes (Baguna & Riutort, 2004). Estas modificações implicam, 

entre outras, na caracterização deste grupo como polifilético e na 

transferência de Acoelomorpha, constituindo um novo filo, o mais basal 

entre os animais bilatérios.      

De acordo com dados moleculares e morfológicos, os animais 

bilatérios estariam divididos em três grandes clados: Deuterostomia, 

Lophotrochozoa a Ecdysozoa (Halanych, 2004). O grupo Lophotrochozoa 

foi caracterizado por seus filos mais representantes possuírem um 

lofóforo, um aparato para alimentação (filos Brachipoda, Bryzoa e 

Phoronida); ou larvas trocóforas (anelídeos e moluscos). Entretanto, o 

grupo também engloba outros filos, como Platyhelminthes, Sipunculata, 

Nemertinea, constituindo novos grupos taxonômicos como Platyzoa e 

Neodermata (Zrzavy, 2001). Os dados moleculares, baseados em 

seqüências de rDNA 18S, que caracterizam platelmintos como 

pertencentes ao grupo Lophotrochozoa divide o filo em outros dois táxons: 

Catenulida e Rhabditophora (Telford et al., 2003). Dados de genômica 

mitocondrial também apontam para a exclusão de Acoelomorpha e da 

polifilia do filo Platyhelminthes (Ruiz-Trillo et al., 2004). Estes dados 

recentes, sugerindo a polifilia, apontam que Catenulida e Rhabditophora, 

que englobam a maioria das classes dos platelmintos, estariam mais 

relacionados a animais celomados, como os moluscos (Telford et al., 

2003). O filo Plathelminthes é formado por quatro classes: Turbellaria, 

Monogenea, Trematoda e Cestoda (Figura 1). Destas, somente a primeira 

é constituída por animais de vida livre, como as planárias. As outras 
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Plathyhelminthes
(helmintos de
corpo achatado
dorso-ventralmente
e simetria
bilateral)

Turbellaria (A)

Monogenea

Trematoda (B, C)

Cestoda

Cestodaria (não segmentados)

Eucestoda

(...)

Cyclophyllidea

(...)

Taeniidae (D, E)

Mesocestoididae (F)

  A                        B                      C                            D                           E                        F   

Figura 1. Filogenia de Mesocestoides corti. Representação esquemática da 

classificação evolutiva do filo Platyhelminthes. O filo possui 4 classes: Turbellaria, 

representada por vermes de vida livre como a planária (A); Monogenea; 

Trematoda, representada por vermes ecto e endoparasitas, como Schistosoma 

mansoni (B) e Fasciola hepatica (C); e Cestoda, que agrupa vermes de 

importância médica e veterinária como Echinococcus granulosus (D) e Taenia spp

(E). À classe Cestoda pertence a família Mesocestoididae, que engloba parasitos 

do gênero Mesocestoides, como Mesocestoides corti (F).
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incluem exclusivamente vermes ecto ou endoparasitas, tornando o filo o 

mais  representativo  em  número  de   animais  parasitas.  As relações de

parasitismo entre os animais deste filo estão entre as mais estudadas. O 

parasito é metabolicamente dependente do hospedeiro, o que pode causar 

a geração de toxinas, danos a tecidos e consumo de nutrientes, 

resultando em doenças severas e morte (Khurana et al., 2005). Por outro 

lado, a sobrevivência dos hospedeiros é vital para a transmissão e 

propagação das espécies de vermes parasitas. Assim, tendo-se como base 

as relações parasito-hospedeiro, muitos estudos vem sendo feitos na 

busca de controlar doenças, desenvolver vacinas e drogas anti-

helmínticas, conhecer a morfologia e funcionalidade do organismo 

parasita, determinar seqüências gênicas e suas respectivas funções, 

esclarecer processos evolutivos e filogenéticos.

Platelmintos de importância veterinária, médica e econômica
Cestoda e Trematoda são classes de platelmintos ecto e 

endoparasitos que infectam, em geral, diferentes animais vertebrados. 

Para completar seus ciclos de vida, estes vermes infectam hospedeiros 

intermediários e definitivos em sucessão, através da ingestão oral de ovos 

ou larvas, respectivamente. Um grande número de doenças em seres 

humanos ou outros hospedeiros mamíferos é causado pela infecção com 

formas larvais destes organismos. Entre os platelmintos, Echinococcus

spp, Taenia spp, Fasciola spp e Schistosoma spp têm sido bastante 

investigados em laboratório (por exemplo, McManus et al., 2004; Jeon et 

al., 2005). Estes vermes causam infecções e infestações que representam 

problemas de alto nível econômico humano e veterinário (Craig & Craig, 

2005; Hartgers et al., 2006).  

Os trematódeos dos gêneros Schistosoma e Fasciola são vermes de 

estrutura corporal e fisiologia semelhantes às dos turbelários. A presença 

de órgãos adesivos, orais e ventrais, proporciona a fixação aos 

hospedeiros. Estes vermes estão entre os que causam as helmintíases 
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mais severas em seres humanos. A esquistossomose, causada por 

espécies de Schistosoma, causa mais de 200 mil mortes por ano (http:// 

www.who.int/wormcontrol/documents/fact_sheets/schistosomiasis/en/). A 

fasciolose é uma doença caracterizada pelo alojamento dos parasitos (por 

exemplo, Fasciola hepatica) nos canais biliares e fígado (Gulsen et al., 

2006). Por estimativas da Organização Mundial de Saúde (OMS, 

http://www.who.int/zoonoses/diseases/trematodosis/en/), há mais de 2 

milhões de pessoas infectadas em todo o mundo.

Cestódeos são platelmintos endoparasitas que não possuem um 

trato digestivo, alimentando-se graças à alta capacidade de absorção de 

nutrientes proporcionada pelo sincício que constitui seu tegumento. A 

forma e tamanho alongados dos adultos não permitem que vivam em 

habitats não-tubulares. Desta forma, cestódeos adultos ocorrem apenas 

em habitats como o tubo digestivo e os ductos pancreáticos e biliares. 

Além disso, esses habitats apresentam níveis nutricionais elevados, fato 

associado à alta taxa de crescimento destes parasitos. A cisticercose e a

hidatidose, causadas, respectivamente, por espécies dos gêneros Taenia e 

Echinococcus, são doenças que causam grandes perdas na produtividade 

pecuária, atingindo também, populações humanas e causando doenças de 

alto impacto em áreas endêmicas (Carabin et al., 2005). Na hidatidose 

cística, causada por Echinococcus granulosus, mamíferos ungulados 

domésticos são os hospedeiros intermediários mais representativos 

(Vuitton et al., 2003). Seres humanos são hospedeiros acidentais e se 

contaminam através do contato com hospedeiros definitivos, como o cão 

doméstico. A manutenção dos ciclos de vida ocorre, em geral, por 

influência humana. 

Entretanto, existem espécies de cestódeos, relativamente raras em 

infectarem seres humanos, que têm sido bastante estudadas porque 

alguns de seus estágios dos ciclos de vida podem ser cultivados in vitro e 

também podem ser convenientemente mantidos em hospedeiros 

experimentais in vivo. Estes parasitos, experimentalmente acessíveis, 

surgem como importantes modelos para investigação de vários aspectos 
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da biologia dos cestódeos. Este é o caso do platelminto parasito 

Mesocestoides corti. 

O modelo Mesocestoides corti
Através da descoberta de larvas (tetratirídeos) que se reproduzem 

assexualmente na cavidade peritoneal de hospedeiros vertebrados, a 

pesquisa com platelmintos parasitas ganhou um novo modelo na década 

de 50: Mesocestoides corti (Hoeppli, 1925). Este parasito, alvo de 

pesquisas principalmente nas áreas farmacológica e imunológica, é capaz 

de reproduzir-se assexualmente in vitro e in vivo, em hospedeiros 

experimentais, e capaz de desenvolver-se na forma adulta, através de 

estrobilização (segmentação e proglotização) corporal em condições 

apropriadas no cultivo in vitro (Markoski et al., 2003). Estas 

características, que enfatizam a posição de "modelo", diferenciam a 

espécie dos demais representantes do gênero.

Ao gênero Mesocestoides pertencem endoparasitas que possuem um 

escólex com quatro ventosas, sem a presença de rostelo ou ganchos. 

Estes vermes possuem, como característica principal, um verdadeiro 

órgão pára-uterino (ou cápsula uterina). Este órgão é um saco enrijecido 

formado pelo parênquima da proglótide, que armazena e protege os 

delicados ovos (oncosferas) que se desenvolvem no seu interior (Smyth, 

1987). 

As espécies de Mesocestoides encontram-se distribuídas de forma 

global, sendo mais incidentes no Hemisfério Norte, principalmente na 

América do Norte e Ásia (Min, 1990; Crosbie et al., 2000). Alguns autores 

consideram que as espécies encontradas na Europa, Ásia e África são 

todas variantes de Mesocestoides lineatus, uma espécie de interesse 

veterinário, geralmente encontrada no intestino delgado do cão e do gato 

domésticos e de carnívoros selvagens, como a raposa e o lobo (Soulsby, 

1965). Na América do Norte existem as espécies Mesocestoides kirby, 

Mesocestoides latus e Mesocestoides manteri, encontradas em coiotes, 
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gambás e linces, respectivamente. M. paucitesticulus e M. leptothylacus

foram descritas como sendo isoladas no Japão e na Alemanha, 

respectivamente (Sawada e Kugi, 1973; Loos-Frank, 1987). A espécie M. 

variabilis, isolada por Mueller (1927) é considerada por Voge (1955) como 

sinônima de M. corti. A forma adulta de M. corti foi inicialmente descrita a 

partir de animais encontrados no intestino de camundongos (Hoeppli, 

1925). A forma larval de metacestóide, denominada tetratirídeo, foi 

inicialmente isolada do celoma de indivíduos de uma população de 

lagartos californianos da espécie Sceloporus occidentalis biseriatus (Voge, 

1955). Animais adultos imaturos foram obtidos de gatos domésticos 

alimentados com fígados infectados com tetratirídeos isolados de lagarto. 

Mais tarde, estes vermes foram identificados como M. corti com base no 

tamanho e aparência dos escólices e na morfologia do útero e da cápsula 

uterina (Specht & Voge, 1965). Entretanto, a partir deste isolado, 

cultivado em laboratórios, muitos autores atribuíram a este a 

nomenclatura Mesocestoides vogae (Etges, 1991). Segundo Schmidt & 

Todd (1978), a diferenciação entre as espécies é baseada somente em 

relações de tamanho e estruturas de vermes adultos, sendo provável que 

os dados da história de vida e características de desenvolvimento sejam 

os únicos traços que delimitem as espécies do gênero Mesocestoides.

O ciclo vital de M. corti, assim como de outras espécies do mesmo 

gênero, provavelmente inclui três hospedeiros (Figura 2). Entretanto, esta 

espécie possui um ciclo único entre os demais cestódeos, por ser capaz de 

reprodução assexual não somente no hospedeiro intermediário, mas 

também no hospedeiro definitivo carnívoro (Eckert et al. 1969). As 

oncosferas, com pouco mais de 20m de diâmetro (Ogreen, 1956; Barret 

et al., 1982) estão presentes em um número que varia de algumas 

centenas a quase 2000 no órgão pára-uterino (Loos-Frank, 1991). Através  
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Figura 2. Ciclo vital de M. corti. Tetratirídeos (A) sofrem reprodução assexaul 

e/ou processo de proglotização (ou estrobilização) e desenvolvem-se na forma 

adulta (B) no intestino e cavidade peritoneal de  carnívoros, como o cachorro. Os 

adultos, após fecundação, sofrem degenração e destacamento das proglótides. A 

última proglótide, contendo oncosferas, é liberada através das fezes do 

hospedeiro (C) e, se ingerida por um primeiro hospedeiro intermediário, 

possivelmente um ácaro (D), desenvolve-se na forma de larva procercóide (E). 

Uma vez ingerida por um segundo hospedeiro intermediário (mamíferos roedores 

(F), anfíbios, répteis ou aves), a procercóide diferencia-se no tetratirídeo, que 

migra até a cavidade peritoneal ou glândula, como o fígado, e é capaz de 

reprodução assexual. Quando o hospedeiro definitivo alimenta-se dos pequenos 

cordados, o ciclo se completa com o tetratirídeo desenvolvendo-se na forma 

adulta.
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do processo de apólise, a proglótide grávida, contendo o órgão pára-

uterino cheio de oncosferas, é liberada pelo verme adulto no intestino 

delgado do hospedeiro definitivo, que a elimina com suas fezes. A 

continuidade do ciclo seria garantida através da ingestão da proglótide 

grávida, contendo as oncosferas, pelo primeiro hospedeiro intermediário. 

Após a eclosão, o embrião hexacanto penetraria na cavidade corpórea 

deste primeiro hospedeiro intermediário, onde se desenvolveria, 

presumidamente, numa larva procercóide (ou cisticercóide, Padgett & 

Boyce, 2005). 

A identidade do primeiro hospedeiro intermediário de parasitos do 

gênero Mesocestoides é incerta. Existe registro de apenas uma infecção 

bem sucedida de ácaros oribatídeos do gênero Trichoribates com ovos de 

M. lineatus (Soldatova, 1944). Tentativas posteriores de infecção 

experimental dos mesmos ácaros e de outros invertebrados com ovos de 

diferentes espécies do gênero Mesocestoides não tiveram sucesso, sendo 

sugerido que os cisticercóides encontrados por Soldatova (1944) seriam 

resultado de uma infecção natural (Loos-Frank, 1991). Recentemente foi 

sugerido que formigas da Ilha São Miguel, Estados Unidos (espécies Lasius 

niger e Tapinoma sessile, Formicidae) funcionariam como prováveis 

primeiro hospedeiros intermediários para Mesocestoides spp (Padgett & 

Boyce, 2005). Entretanto, embora a formiga se infecte com ovos do 

hospedeiro definitivo, não foi possível o desenvolvimento de tetratirídeos a 

partir de ratos alimentados com as formigas. Desta forma, a discussão 

sobre a identidade do primeiro hospedeiro intermediário, bem como, a 

presença de um ou mais hospedeiros intermediários no ciclo de vida de 

espécies do gênero Mesocestoides ainda persiste. 

A larva procercóide, com quatro ventosas, quando ingerida por um 

segundo hospedeiro intermediário, se transformaria no segundo estágio 

larval, denominado tetratirídeo. O segundo hospedeiro intermediário é, 

presumivelmente, representado por espécies de anfíbios, répteis, aves ou 

mamíferos (Smyth, 1987). 
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O tetratirídeo tem tamanho e forma mais variáveis do que a 

procercóide, medindo de 0,5 a 2mm de comprimento. É opaco, 

irregularmente pregueado e, na região anterior, possui um escólex bem 

desenvolvido, com quatro ventosas elípticas e musculares. Em infecções 

naturais, os tetratirídeos são encontrados livres nas cavidades peritoneal 

e/ou pleural; em massas císticas fixadas aos mesentérios; e em vísceras, 

principalmente no fígado, onde estão, individualmente ou em grupos de 

vários indivíduos, envolvidos por tecidos fibrosos do hospedeiro (Specht & 

Voge, 1965; Todd et al., 1978).

Em camundongos ou ratos infectados experimentalmente, os 

tetratirídeos multiplicam-se assexualmente, por fissiparidade ântero-

posterior (Specht & Voge, 1965; Etges & Marinakis, 1991). A fissiparidade 

envolve o desenvolvimento de ventosas supranumerárias, seguido de 

fissão do corpo a partir de sua extremidade anterior. A possível 

multiplicação assexual por brotamento é discutida para esta espécie, 

ainda não sendo bem esclarecido se os brotos desprendidos seriam 

capazes de originar tetratirídeos e/ou outra fase do desenvolvimento nos 

hospedeiros ou no cultivo in vitro (Whitfield & Evans, 1983; Markoski et 

al., 2003). No brotamento, seriam gerados protuberâncias laterais, ou 

brotos, na região estrobilar posterior ao escólex. 

Os tetratirídeos podem também penetrar no fígado, nos pulmões ou 

em outras vísceras de camundongos infectados experimentalmente, sendo 

igualmente encapsulados por fibrócitos do hospedeiro, em situação 

idêntica à observada em infecções naturais (Specht & Voge, 1965; Todd 

et al. 1978). Ratos são menos suscetíveis que camundongos à infecção 

experimental, enquanto cobaios parecem ser resistentes à mesma (Specht 

& Voge, 1965).

Os tetratirídeos, uma vez ingeridos por camundongos, chegam até o 

fígado numa trajetória que passa pela parede do intestino delgado e pela 

cavidade corporal (Specht & Voge, 1965). As larvas são invasivas, 

principalmente no fígado (Khalil et al., 1997) e penetram ativamente na 

mucosa intestinal, projetando-se através dela, num processo que 
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possivelmente envolve proteólise. O processo de penetração na cavidade 

peritoneal, onde a larva tem acesso direto à víscera, ocorre em um 

período de 24 h.

Mamíferos carnívoros e aves de rapina foram descritos como 

hospedeiros definitivos para espécies do gênero Mesocestoides (Williams & 

Conn, 1985). Dentre os mamíferos, cães, gatos, gambás e raposas estão 

destacados como os hospedeiros definitivos mais recorrentes (Torres, 

2001), infectando-se quando se alimentam de animais contendo 

tetratirídeos. Quando ingerida por um hospedeiro definitivo adequado, a 

larva pode penetrar na cavidade peritoneal e lá permanecer como 

tetratirídeo, ou, no intestino delgado, desenvolver-se como verme adulto 

(Specht & Voge, 1965). As raposas foram descritas como os principais 

hospedeiros definitivos para as espécies de Mesocestoides na Europa 

(Torres et al., 1996). 

Foi sugerido que a diferenciação do tetratirídeo no verme adulto 

ocorre de maneira indireta: ao chegar ao intestino delgado do hospedeiro 

definitivo, a larva primeiro passaria por um ciclo de divisão assexual, 

para, depois, desenvolver-se no adulto (Smyth, 1987). Entretanto, 

também é possível que o tetratirídeo possa desenvolver-se diretamente 

na forma adulta. O processo de desenvolvimento do tetratirídeo para 

verme adulto envolve crescimento, segmentação e proglotização do 

estróbilo. Durante a formação das proglótides, ocorre o processo de 

diferenciação sexual (Figura 3). O desenvolvimento das proglótides e 

órgãos sexuais ocorre no sentido ântero-posterior. O verme adulto, 

hermafrodita, é capaz de autofecundação, com a cópula ocorrendo nas 

proglótides maduras (Barret et al., 1982). Após a fecundação, as 

genitálias masculina e feminina degeneram e são reabsorvidas, restando, 

no segmento grávido, o órgão pára-uterino contendo oncosferas (ver 

Figura 3). Como em todos os membros da ordem Cyclophyllidea, não há 

abertura uterina, com as proglótides grávidas desprendendo-se do 

estróbilo à medida que completam o seu amadurecimento. 
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A B

Figura 3. O estágio adulto de M. corti. (A) Representação esquemática dos 

estágios de diferenciação das proglótides e formação dos órgãos sexuais 

(modificado de Barret et al., 1982). (B) Secção histológica corada com 

hematoxilina-eosina (barra=100m). Imagem gentilmente cedida por G. 

Cabrera.
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Figura 1 -  Representação esquemática dos
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correspondem às proglótides maduras sexualmente. Modificado de Barrett

. (1982).
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A reprodução assexual do adulto supostamente ocorre por divisão 

longitudinal do escólex ou por brotamento lateral do estróbilo (Smyth, 

1987). 

Foi demonstrado que diferentes fases do desenvolvimento de 

Mesocestoides spp poderiam infectar e infestar diferentes classes de 

cordados. Recentemente, as infecções causadas por espécies de 

Mesocestoides ganharam nova relevância científica na área da 

parasitologia porque tais infecções e infestações estariam caracterizando 

parasitoses. Entretanto, em 1974, um tipo de bronquite causada por 

tetratirídeos foi descoberta em galinhas (Kaliner, 1974). Na Alemanha, 

uma pesquisa realizada com base em análise fecal de cachorros e gatos 

entre os anos de 1999 e 2002 revelou que em cães, onde menos de 2% 

consistiam de infestações causadas por cestódeos, 0,2% de parasitemia 

fora causada por Mesocestoides spp (Barutzki & Schaper, 2003). A 

parasitose, uma peritonite, foi denominada como cestodíase peritoneal 

(Locatelli et al., 1984, in Bonfanti et al., 2004) e seus sintomas incluem 

febre, anorexia e letargia (Caruso et al., 2003). A ascite produzida 

durante a cestodíase pode levar à morte dos cães (Crosbie et al., 1998) e 

a análise molecular, através de PCR tem sido utilizada no diagnóstico da 

doença (Crosbie et al., 1998, 2000). 

Algumas espécies do gênero podem ser infectivas para o homem, 

como M. lineatus e M. variabilis, embora tenham sido registrados pouco 

mais de 20 casos de infecção por Mesocestoides spp em humanos (Rey, 

1991; Soulsby, 1965; Garcia & Bruckner, 1997). Infecções acidentais 

também foram registradas em crianças nos Estados Unidos, África e 

Japão, onde tanto tetratirídeos como vermes adultos foram encontrados 

nos intestinos (Gutierrez et al., 1978). A infecção ocorre por ingestão da 

fase larval, presente na carne de algum animal que serve como 

hospedeiro intermediário, e os sintomas consistem de diarréias 

acompanhadas de cólicas abdominais, falta de apetite, irritabilidade e 

anemia (Garcia & Bruckner, 1997).
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Sobre a morfologia do parasito, como os demais representantes do 

gênero, M. corti possui o corpo segmentado em proglótides, com um 

escólex evidente desprovido de ganchos ou rostelo (Figura 3). O estróbilo 

do adulto mede, em média, 30 mm de comprimento e é segmentado em 

mais de 25 proglótides. Um espesso tegumento (Figura 4), cobrindo toda 

a região corporal, é recoberto por microtríquias e corpúsculos calcáreos 

(Hess, 1980). O tegumento é constituído de um epitélio sincicial dividido 

em uma zona citoplasmática superficial e uma zona nuclear profunda 

(Sobhon & Apinhasmit, 1995). A presença de organelas citoplasmáticas, 

como mitocôndrias, ribossomos e retículo endoplasmático, sugerem que o 

tegumento desempenha um papel de biossíntese e secreção ativos (Noble 

et al., 1989). 

Logo abaixo do tegumento, um parênquima mesenquimático forma o 

tecido de sustentação do verme. O parênquima é constituído de miócitos 

rodeados por uma extensa matriz extracelular, fibras musculares 

longitudinais internas e circulares externas, corpúsculos calcáreos, células 

armazenadoras de glicogênio, células germinativas, gânglios e cordões 

nervosos, sistema excretor contendo células flama e órgãos genitais 

femininos e masculinos (Hess, 1980; Barriga, 1997; Jones, 1998). Entre 

as funções, o parênquima destaca-se por proporcionar o suporte 

esquelético e motilidade, armazenar nutrientes, gerar células 

regeneradoras, realizar transporte de nutrientes e produtos de excreção, 

osmorregulação e histogênese (Hart, 1968; Coon, 1993). 

Cultivo in vitro de Mesocestoides corti
Specht & Voge (1965) foram os primeiros a realizar o cultivo in vitro

de tetratirídeos e analisaram a sua multiplicação assexual tanto in vitro

como in vivo. Após a infestação em hospedeiros experimentais, as larvas 

foram coletadas e cultivadas in vitro por 4 a 5 meses, mantendo a 

capacidade infectiva e reprodutiva quando reinjetadas em camundongos. 
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Figura 4. Representação esquemática do tegumento dos cestódeos. (A) A 

zona superficial contém as microtríquias e o glicocálice, estruturas de função 

absortiva. (B) A zona nuclear profunda contém as organelas que nutrem o 

tecido. Modificado de Noble et al. (1989). Glycocalyx, glicocálice; Tegumental 

cell, célula do tegumento; syncythium, sincício; microtrich border, camada de 

microtríqueas.

A

B

http://www.pdfonline.com/easypdf/?gad=CLjUiqcCEgjbNejkqKEugRjG27j-AyCw_-AP


26

Vermes adultos foram obtidos através da ingestão de larvas, presentes 

em porções de fígado de camundongos infectados.

Na tentativa de estabelecer o ciclo vital completo de M. corti in vitro, 

Ogreen (1956) e Voge & Seidel (1968) estudaram e cultivaram oncosferas 

de M. corti.  Através de cultivo em  meio TEM, suplementado com ágar-

sangue durante 4 meses de incubação in vitro, foram obtidos tetratirídeos 

de M. corti com ventosas completas e capazes de reprodução assexual. 

Embora fosse verificado que o sangue e seus componentes tenham 

influência sobre oncosferas e tetratirídeos, os autores não obtiveram 

vermes adultos naquelas condições.

Com as observações de que a larva normalmente amadurece no 

intestino de carnívoros e é capaz de reprodução assexual tanto in vivo

como in vitro, alguns pesquisadores buscaram, também, a diferenciação 

sexual in vitro. Entretanto, vermes adultos somente eram obtidos 

esporadicamente após, pelo menos, 15 dias de incubação nas condições 

descritas (Barret et al. 1982; Thompson et al. 1982; Chernin et al., 2002). 

Uma investigação mais crítica de possíveis fatores que promoveriam a 

diferenciação sexual foi feita por Kawamoto et al. (1986) e Ong & Smyth 

(1986). Um pré-tratamento de 24 h com proteases digestivas, como a 

tripsina e a quimotripsina, seria necessário à indução da diferenciação 

sexual e obtenção de oncosferas férteis (Kawamoto et al., 1986). 

Adicionalmente, a otimização das condições físicas da cultura, como pH, 

temperatura e condição de anaerobiose relativa, proporcionaram uma 

taxa de 95% de segmentação de tetratirídeos, iniciando no quinto dia de 

cultivo (Ong & Smyth, 1986). A utilização simultânea de tratamento com 

tripsina, condições de atmosfera relativamente anaerobiótica e elevação 

de temperatura (37 para 39oC) permitiu a obtenção de taxas de 

segmentação entre 60 e 100% até o 6o dia de cultivo para tetratirídeos 

provenientes, respectivamente de ratos (Espinoza et al., 2005) e 

camundongos (Markoski et al., 2003).
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Figura 5. Diferentes fases do desenvolvimento geradas durante o cultivo 

in vitro de M. corti. Após indução de diferenciação, através de pré-tratamento 

com tripsina, elevação de temperatura e atmosfera anaerobiótica, o tetratirídeo 

(A) alonga-se, passando à fase de "adulto jovem" (B). Esta forma alongada 

segmenta-se (E), sendo capaz de reprodução assexual (D), assim como o 

tetrartirídeo, por divisão antero-posterior do corpo. Uma vez que as proglótides 

estão sexualmente desenvolvidas (F), os vermes são capazes de fecundação 

cruzada através de projeção do cirro, a estrutura copulatória masculina (G). Após 

o 11o dia, possivelmente depois da fecundação, o estóbilo entra em processo de 

degeneração (H). Brotos e estruturas acéfalas também são liberados no cultivo in 

vitro (C). A=100x. (Markoski et al., 2003)
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A obtenção de diferentes fases do parasito in vitro (Figura 5), a 

segurança da manipulação para o experimentador e a geração de 

quantidade considerável de material biológico em hospedeiros 

experimentais fazem de M. corti um bom modelo experimental. Assim, o 

parasito é utilizado como modelo em variados estudos, envolvendo desde 

morfologia e fisiologia de vermes parasitos até testes de drogas anti-

helmínticas e quimioterapia (Hrckova & Valebny, 1997; Terenina et al., 

1999; Britos et al., 2000; Kemmerling et al., 2005). 

Estudos moleculares também têm sido realizados com a finalidade 

de identificar genes envolvidos no desenvolvimento ou de melhor 

caracterizar a posição evolutiva da espécie e do gênero e sua relação com 

outros filos (Crosbie et al., 2000; Lalanne et al., 2004; Bizarro et al., 

2005). Estudos utilizando o modelo M. corti também serviram na 

comparação de estruturas e organizações celulares de platelmintos 

parasitos, especialmente cetódeos de importância econômica, como 

espécies dos gêneros Echinococcus e Taenia. Tais estudos poderiam ser

abordados tendo-se como ferramentas linhagens ou culturas celulares 

bem estabelecidas.  

Sistemas de cultivo celular para platelmintos
Platelmintos parasitas são estudados não só do ponto de vista de 

isolamento e caracterização de genes, como da funcionalidade destes. 

Neste contexto, linhagens celulares ou culturas primárias bem 

estabelecidas seriam importantes, não só para a análise da função gênica, 

como para a busca de alvos e efeito de drogas anti-helmínticas, 

descoberta e estudo de vias metabólicas e de sinalização celular, produção 

de antígenos de interesse médico e veterinário, estudo de mecanismos 

celulares mediadores de citotoxidade, apoptose, envelhecimento e 

evolução (Bayne, 1998). Por isso, alguns trabalhos foram descritos 

relativos ao estabelecimento de linhagens celulares para invertebrados. 

Estes trabalhos geraram o estabelecimento de muitas linhagens para 
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espécies de insetos e outros artrópodos (Chen & Wang, 1999; Nasr & 

Fallon, 2003). Entretanto, platelmintos e outros invertebrados 

evolutivamente menos complexos, como cnidários e poríferos, ainda 

carecem de sistemas celulares melhor estabelecidos.

Algumas espécies de platelmintos parasitas, pertencentes aos 

gêneros Taenia e Echinococcus, tiveram culturas celulares estabelecidas 

(Fiori, 1988; Hobbs et al., 1993; Toledo et al., 1997). Entretanto, o 

estabelecimento e manutenção das linhagens apontaram para alguns 

problemas experimentais. Um destes problemas está relacionado à 

obtenção de material biológico. Isto ocorre porque parasitos dos gêneros 

citados não são mantidos em hospedeiros experimentais, sendo 

necessária a coleta de espécimes a campo ou em matadouros.

Um segundo problema refere-se ao risco de contaminação das 

células isoladas dos vermes com células do organismo hospedeiro. Por se 

tratarem de vermes endoparasitos, o contato com o sistema imune do 

hospedeiro é íntimo, aumentando a probabilidade do isolamento e cultivo 

de outras células, por exemplo, tais como macrófagos. Isto ocorreu 

durante o estabelecimento de uma linhagem isolada de E. granulosus que, 

após experimentos de cariotipagem, mostraram-se ser células bovinas 

(Howell & Matthaei, 1988).

Em culturas celulares, é necessário que as células sejam viáveis e, 

preferencialmente que proliferem durante, pelo menos, o período 

necessário aos experimentos. As linhagens celulares estabelecidas de E. 

granulosus e E. multilocularis, descritas por Fiori (1988) e Furuya (1991), 

respectivamente, não foram capazes de proliferar in vitro. Existem 

também algumas linhagens, obtidas a partir de diferentes fases do 

desenvolvimento do trematódeo S. mansoni (Hobbs et al., 1993; Bayne et 

al., 1994), que também não foram capazes de proliferação in vitro, 

mesmo na presença de fatores indutores de mitose.

A problemática que envolve o estabelecimento de linhagens para 

vermes parasitos, causada por diversos fatores, faz com que sejam 

consideradas e efetuadas algumas otimizações (Bayne, 1998). 
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Primeiramente, quanto aos métodos de desprendimento celular, os 

tratamentos enzimáticos, como proteólise, utilizando colagenase e 

tripsina, bem como, maceração mecânica, devem ser bem padronizados 

para a efetiva liberação das células dos tecidos sem comprometer a 

integridade das membranas celulares. Também foi sugerido que o sucesso 

de estabelecimento de linhagens para helmintos parasitas seria mais 

garantido se as culturas primárias contivessem fragmentos multicelulares 

ou tecidos do organismo de origem (Toledo et al., 1997). Estes 

fragmentos disponibilizariam metabólitos, como proteínas e GAGs, 

necessários à manutenção das células recentemente desprendidas e para 

a síntese de matriz extracelular. O controle da temperatura e condições 

atmosféricas, simulando o ambiente do parasito no hospedeiro natural 

também é de grande importância para a otimização das culturas celulares 

correspondentes (Bayne, 1998). Meios de cultura com formulações que 

contêm compostos como vitaminas e aminoácidos, bem como, fatores de 

crescimento presentes nos soros de suplementação, também devem ser 

considerados. O mesmo ocorre para outros aditivos presentes nas 

culturas: por exemplo, culturas primárias de T. crassiceps necessitam da 

adição de gonadotrofina do hospedeiro (camundongo) ao meio de cultivo 

(Toledo et al., 1997). As trocas de meio devem ser feitas para retirada e 

reposição de 50 ou 70% do volume a cada 2 ou 3 dias. Isto proporcionaria 

a manutenção constante de moléculas necessárias à nutrição celular.

Conforme previamente descrito, platelmintos parasitos carecem de 

sistemas celulares melhor estabelecidos, sendo necessária a padronização 

desde o desprendimento celular até a caracterização de compostos, 

sintetizados pelas células, que podem influenciar sua viabilidade e 

proliferação. Como mencionado, culturas bem estabelecidas são 

ferramentas úteis para muitos estudos, como, por exemplo, no 

entendimento dos mecanismos de ação de drogas anti-helmínticas. 
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Drogas anti-helmínticas e ação sobre platelmintos
As doenças causadas por helmintos atingem mais de dois bilhões de 

pessoas por ano ao redor do mundo. As principais zoonoses causadas por 

platelmintos são a esquistossomose, teníase, cisticercose, hidatidose 

cística, a fasciolose, dipilidiose, e muitas outras. Estas doenças ocorrem 

atingindo diferentes níveis patológicos nos hospedeiros podendo causar 

danos severos e/ou fatais (http://www.who.int/). 

Tratamentos efetivos contra as zoonoses são, em geral, 

indisponíveis. Além de problemas sócio-econômicos, a erradicação das 

doenças depende, além de outros fatores, da sensibilização das 

populações humanas envolvidas em atividade pecuária. Devido a isto, na 

busca do controle e tratamento dos danos causados por essas doenças, 

são realizadas campanhas educacionais e, por outro lado, grande número 

de drogas anti-helmínticas é lançado no mercado a cada ano. Tais drogas 

são principalmente derivadas de benzimidazóis, como, por exemplo, 

triclabendazol, imidazol e mebendazol (Fairweather & Boray, 1999; El-on, 

2003). Sabe-se que o mecanismo de ação destas drogas está relacionado 

à perda de contratilidade e paralisia muscular, em geral associados à 

despolarização da membrana do tegumento e à conseqüente vacuolização 

(Jiraungkoorskul et al., 2005). A despolarização de canais iônicos 

neurocinérgicos e glutâmicos também ocorre, por exemplo, em função da 

administração de drogas como a ivermectina (Perez-Serrano et al., 2001).

Praziquantel (PZQ) e albendazol (ABZ), drogas que vêm sendo 

utilizadas há bastante tempo para tratamento de infecções causadas por 

platelmintos parasitas, apresentam grande eficácia no controle de muitas 

parasitoses (Fan et al., 2005; Infanger et al., 2005). Assim como ocorre 

para as demais drogas anti-helmínticas, PZQ e ABZ também têm sua ação 

mais drástica sobre tegumento e músculos. O PZQ atua especificamente 

sobre os canais de Ca+2 das células musculares subtegumentares, 

alterando a homeostasia e levando à contração muscular imediata 

(Redman et al., 1996; Urrea-Paris et al., 2000). O ABZ, também um 
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derivado de benzimidazol-carbamato, liga-se à -tubulina e bloqueia a 

formação dos microtúbulos, o que causa paralisia (Hoti et al., 2003). 

Embora com mecanismos de ação bem determinados, pouco se sabe 

sobre a ação destas duas drogas nos diferentes  estágios  do  ciclo  de  

vida de platelmintos parasitas. Desta forma, o estudo do efeito destas 

drogas durante o desenvolvimento de um parasito pode contribuir para 

um melhor direcionamento dos tratamentos contra helmintíases. 

http://www.pdfonline.com/easypdf/?gad=CLjUiqcCEgjbNejkqKEugRjG27j-AyCw_-AP


33

Objetivos

Os objetivos gerais do trabalho são os de estudar a dinâmica das 

alterações morfológicas em tegumento e músculo que ocorrem durante o 

processo de estrobilização in vitro; analisar o efeito de drogas anti-

helmínticas de amplo espectro durante o desenvolvimento in vitro do 

parasito; e, considerando-se a falta de sistemas celulares para 

platelmintos parasitos que viabilizem estudos, entre outros, relacionados à 

análise mais focalizada do efeito de drogas, buscou-se estabelecer 

culturas celulares de diferentes fases do desenvolvimento de M. corti. 

Desta forma, os seguintes objetivos específicos foram propostos:

1. Estudar modificações morfológicas da dinâmica dos rearranjos 

corporais globais durante o desenvolvimento do tetratirídeo à fase adulta.

2. Estudar o efeito de drogas de amplo espectro de ação, PZQ e 

ABZ, testando diferentes tempos de exposição, para verificar quais são as 

fases e tecidos mais suscetíveis ao dano. 

3. Otimizar e estabelecer as condições para o cultivo in vitro de 

culturas células isoladas a partir de diferentes fases do desenvolvimento 

de M. corti.

4. Caracterizar a morfologia das células cultivadas in vitro. 

5. Caracterizar os componentes da matriz extracelular sintetizada 

in vitro pelas células. 

O trabalho está divido em dois capítulos. O primeiro, no formato do 

manuscrito publicado, reporta o estudo da dinâmica dos rearranjos 

corporais durante o processo de estrobilização in vitro e a ação de anti-

helmínticos atuando durante esta etapa do desenvolvimento. O segundo 

capítulo refere-se ao trabalho desenvolvido para o estabelecimento de 

culturas celulares primárias de M. corti. 
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CAPÍTULO I. EFEITO DA AÇÃO DE ANTI-HELMÍNTICOS DURANTE 
O DESENVOLVIMENTO IN VITRO DE MESOCESTOIDES CORTI

Esta etapa do trabalho teve, por objetivo principal, estudar a 

dinâmica da arquitetura corporal durante a estrobilização in vitro de M. 

corti. O efeito dos anti-helmínticos de amplo espectro, PZQ e ABZ, 

durante as diferentes etapas do desenvolvimento foi avaliado.

O processo de segmentação é induzido através de um pré-

tratamento com tripsina em condições de elevação de temperatura (37 

para 39oC) e anaerobiose relativa (incubação de frascos de cultura em 

mistura gasosa de CO25%/N295%) (Markoski et al., 2003). 

Primeiramente, foram estabelecidos os dias em que ocorrem os rearranjos 

corporais mais evidentes (ver Figura 5). Ao primeiro dia, o verme alonga e 

projeta o escólex, que está, em geral, invaginado no tetratirídeo (dia 1). 

Esta forma, alongada, foi denominada “adulto jovem” (Thompson et al., 

1982). Ao terceiro dia, foram observadas algumas modificações 

morfológicas, tais como formação de brotos ao longo do estróbilo (dia 3). 

Em geral, ao quinto dia de cultivo após indução de estrobilização, os 

rudimentos seminais, e ou, poros sexuais, evidenciam o início do processo 

de proglotização, com a delimitação externa e interna entre as 

proglótides, caracterizando a segmentação (dia 5). No sexto dia, o 

escólex, bastante desenvolvido, torna-se bem evidenciado e as proglótides 

estão bem definidas caracterizando o estróbilo na estrutura de “colar de 

contas” (dia 6). Após o sexto dia, com os órgãos sexuais bem 

desenvolvidos, os vermes em cultivo possivelmente realizam fecundação 

cruzada, devido à observação da projeção do cirro (estrutura copulatória 

masculina). A partir do 11º dia, se inicia o processo de degeneração. 

Neste dia, ocorrem grandes quebras no estróbilo, separando porções 

anteriores de posteriores, bem como, ocorre a separação da última 

proglótide, possivelmente contendo as oncosferas (dia 11).  De acordo 

com esta caracterização das principais transformações corporais que 

ocorrem durante a estrobilização in vitro, o primeiro objetivo desta parte
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do estudo, foi o de observar e caracterizar estas transformações em nível 

mais tecidual. Para isto, através de marcação fluorescente associada à 

microscopia confocal, foi possível observar os rearranjos no tegumento, 

no sistema muscular e o desenvolvimento de órgãos internos. O segundo 

objetivo, foi o de analisar o efeito das drogas anti-helmínticas PZQ e ABZ, 

sobre estes tecidos durante o desenvolvimento in vitro do verme. Pôde-se 

estabelecer as concentrações de drogas efetivas in vitro onde foi 

demonstrado que o adulto é muito mais suscetível às drogas, sendo o 

tegumento o principal tecido atingido. A seguir, é anexado o manuscrito 

publicado no periódico Parasitology International, descrevendo os 

resultados resumidos acima. 
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CAPÍTULO II. ESTABELECIMENTO DE CULTURAS CELULARES 
PRIMÁRIAS DE MESOCESTOIDES CORTI

Com o objetivo principal de desenvolver ferramentas que auxiliem 

no estudo, de forma mais direcionada, da bioquímica e fisiologia do 

metabolismo celular de parasitos, da regulação e controle da expressão 

gênica e de resposta a drogas anti-helmínticas, buscou-se estabelecer e 

caracterizar linhagens celulares do platelminto parasito M. corti. As fases 

larval e adulta, cultivadas in vitro, foram utilizadas para o isolamento de 

células.

Em experimentos prévios, foi demonstrado que quando tetratirídeos 

eram expostos a um pré-tratamento com tripsina para induzir 

segmentação (Markoski et al., 2003), este causava o destacamento de um 

grande número de células, que se mantinham viáveis durante até 5 dias 

em cultura. Após a padronização das melhores condições para 

desprendimento, a origem das células, como pertencentes à M. corti, foi 

confirmada. Foram então estabelecidas as condições para o cultivo, onde 

as células desprendidas eram capazes de manter-se viáveis durante um 

período, pelo menos, superior a 15 dias, que permitisse o 

desenvolvimento de testes experimentais. In vitro, estas células 

secretaram uma densa matriz extracelular. Após análise da morfologia 

celular, através de experimentos de citoquímica e imunofluorescência, 

buscou-se caracterizar os componentes da matriz secretada. Platelmintos 

parasitas possuem um grande número de células armazenadoras de 

glicogênio, o principal material de reserva destes organismos. Estes 

helmintos também apresentam N-acetil-glicosamina na constituição do 

tegumento. Assim, foi analisada a detecção da presença de açúcares na 

constituição da matriz secretada. Como GAGs são constituintes de 

matrizes extracelulares dos mais diversos tipos de tecidos e organismos, 

era possível que estas moléculas também pudessem estar sendo 

secretadas pelas células cultivadas e sua presença também foi estudada. 
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Foi possível caracterizar parte dos componentes da matriz, 

identificando a presença de carboidratos neutros e carregados. A síntese 

do ácido hialurônico, importante GAG constituinte de matriz, foi 

determinada em experimentos de ELISA. A seguir, reportamos o 

manuscrito a ser submetido ao periódico European Journal for Cell Biology

com os dados referentes ao estabelecimento da cultura primária de 

células desprendidas dos estágios larval e adulto do parasito M. corti.
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Abstract

In this work we have isolated and established primary cell cultures from 

Mesocestoides corti, a platyhelminth parasite capable of in vivo and in vitro asexual 

reproduction as well as strobilation in appropriated culture conditions. Primary cell 

cultures from both tetrathyridia and segmented worms were standardized considering 

detachment and incubation conditions. Isolated cells can be cultivated in standard 

mammalian culture media, as RPMI or DMEM, supplemented with fetal bovine 

serum, at 37oC and 5% CO2. Scanning and optical microscopy revealed at least two 

main cell populations with average diameters of 2 and 7m. Both cell types were able 

to survive for up to 60 days, secreting large amounts of extracellular matrix. We are 

able to show that these cells were proliferative for up to 28 days. Cytochemical and 

immunological analyses identified some of the extracellular matrix compounds as 

neutral and charged carbohydrates, glycosaminoglycans and proteins.  

Key words: Mesocestoides corti, Platyhelminthes, Cestoda, primary cell culture, in 

vitro culture, immunofluorescence, scanning electron microscopy, extracellular 

matrix.
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Introduction

Cell lines and primary cultures can be used as experimental tools to study 

cellular processes such as cell signaling and protein recruitment and to assess drug-

mediated intracellular effects. Drug delivery and activity studies in whole parasitic 

platelminth organisms are complicated by the presence of tegument syncytium and 

parenchyma tissues, which might act as barriers to external agents. However, these 

experimental limitations could be surmounted by the establishment of cell lines 

and/or primary cultures from model organisms of this parasitic group. Furthermore, 

secretion products of cultured cells might provide useful material to study and 

modulate a variety of biochemical and mechanical signals acting in intra and 

extracellular context.

Some research has been carried out to establish cell lines from platyhelminths 

(Fiori et al., 1988; Hobbs et al., 1993; Toledo et al., 1997). However, some of the 

methodologies used did not eliminate some problems as contaminations of host 

materials, lack of proliferation, manipulation security, low reproducibility of 

experiments, and large cell mortality (Bayne, 1998). Hence, it is necessary a better 

standardization of worm cell lines establishment minimizing troubleshooting.

Mesocestoides corti, a cestode that does not include man as a host in its life 

cycle, can be used as a good model for the establishment of cell cultures. This 

platyhelminth is capable of asexual reproduction, both in vivo and in vitro, and 

strobilization and partial sexual development in vitro (Markoski et al., 2003). These 

characteristics allowed this worm to be largely used in developmental biology, 

pharmacology, physiology, and immunology experiments (Kammerling et al., 2005; 

Markoski et al., 2006).
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Here, we describe the isolation and establishment of M. corti primary cell 

cultures. Cells were detached from tetrathyridia (larval stage) or adult worms and 

have been maintained in culture for up to 60 days. Our studies demonstrate that 

detached cells can be cultivated in RPMI medium supplemented with 20% FBS under 

37oC and 5%CO2 incubation. The cell cultures from both tetrathyridia and adult 

worms contained at least two morphologically distinct cell populations and they were 

able to synthesize extracellular matrix. Viability tests, microscopic analysis and 

preliminary biochemical characterizations of the extracellular matrix have been 

carried out.

Material and Methods

Collection of parasites and culture conditions

Balb/C mice and Wistar rats were used as hosts to maintain M. corti 

tetrathyridia by serial passages as described by Markoski et al. (2003) and following 

standard animal care norms (Trapp and Taylor, 1986). After 3 months of 

intraperitoneal infestation, hosts were euthanased by cervical dislocation, and larvae 

were aseptically collected and transferred to culture. Tetrathyridia in vitro cultures 

and strobilation induction were carried out as previously described (Markoski et al., 

2003). Briefly, samples of 300-500 tetrathyridia were cultivated in horizontal 25cm2

flasks (Corning) in a modified RPMI 1640 (Life Technologies) medium (McRPMI, 6 

ml/flask), supplemented with 20% fetal bovine serum (FBS) and with addition of 

gentamicin (Shering-Pough) to 100 g/ml. Strobilation, was induced by a 24h 

incubation with 105 BAEE/ml of trypsin (Sigma-Aldrich) in McRPMI at 39oC and in a 

95%N2/5%CO2 atmosphere in a CO2 incubator (Sanyo). Tetrathyridia, treated or not 
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to induce strobilation, were kept in culture for 6-10 days (time necessary for full 

strobilation of treated larvae), prior to cell detachment procedures. 

Cell detachment and standard culture conditions 

Cells were isolated from parasites through a combination of protocols using 

enzymatic and mechanical detachments. Collagenase type I (Gibco), 0.05g/l, was 

prepared in Hank’s Balanced Salts Solution (HBSS); and 0.25g/l trypsin (Sigma-

Aldrich), was dissolved in a 0.02g/l EDTA solution. Tetrathyridia and adult worms 

were collected from culture and each 100l, containing 300 worms, were distributed 

in mortars (Chiarotti) and incubated in collagenase or trypsin solution, during 3 min at 

room temperature. After the enzyme treatment, the cellular extracts were 

mechanically homogenized, during 2-5 min, using a pestle (Chiarotti). McRPMI 

medium containing 20% FBS was added to the homogenate. The suspension was 

decanted during 30 min at room temperature and centrifuged at 950 rpm for 5 min to 

medium discharge. The cellular pellet was suspended in McRPMI medium 

supplemented with 20% FBS. Cells detached by these methods were cultivated in a 

standard protocol: incubation in 37oC temperature, 5% CO2 partial pressure, using 

McRPMI medium supplemented with 20% FBS. Medium changes were performed 

every 2 days, collecting the supernatant and centrifuging in 950 rpm, during 5 min, 

and suspending in new McRPMI medium. Further, other mammalian media were also 

used to cultivate M. corti cells: DMEM (Life Technologies), RPMI 1640 (Life 

Technologies), McRPMI and CMRL 1066 (Sigma-Aldrich). Eventually, suspension 

material and adherent cells were collected and tested for contamination in proper 

conditions to bacteria, mycoplasma and yeast. 
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Viability and proliferation assays

To test viability, living cells dye exclusion was followed after staining with 0.4% 

(w/v) trypan blue (Gibco). Prior to test with dye exclusion, cells were permeabilized 

using 20mM of Triton X-100 (Merck) and stained with Sytox Green (Molecular 

Probes), according to manufacturer recommendations. 

Cell proliferation was tested firstly using 5-bromo 2’-deoxy-uridine (BrdU) 

incorporation (Zymed Laboratories Inc.). Cells were detached and distributed in 12 

well plates, 104 cell/ml, n=8 per experimental sample. Following the standard protocol 

of culture, 10M of BrdU solution (1mM dissolved in PBS) was added to the wells 

with seeded cells for 6, 12 or 24h. Medium and coverslips collected were rinsed 5 

times in PBS by immersion or by centrifugation at 950 rpm. Coverslips and 

suspension materials were fixed in cold 70% ethanol for 30 min at 4oC. Suspension 

was floated over slides and all glass material was coated using 3% H2O2/methanol 

for 10 min. Half of the samples (4 coverslips and 4 floated suspension) were 

incubated with the primary and secondary antibodies following the BrdU 

manufacturer's recommendations. After secondary antibody incubation, these 

samples were denatured in ethanol (Merck) gradient, cleared in xylene (Merck) and 

slide-mounted in Histomount (Zymed Laboratories Inc). The other half of the 

samples, after denaturation and primary antibody incubation (1:100 dilution), were 

subjected to a different protocol for detection of incorporated BrdU. In these samples, 

it was used an other secondary antibody: 1:200 of Alexa Fluor 488-conjugated 

antibody -Mouse Gold (Molecular Probes). After antibody labeling, samples were 

washed in PBS, nuclei were stained with Hoechst dye (Molecular Probes) and slide-
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mounted in 50% glycerol (Sigma-Aldrich) in aqueous solution. To negative controls, 

the protocol was follow with samples without BrdU adding. The CyQuant Cell 

Proliferation Assay Kit (Molecular Probes) was also used to test proliferation along 

culture days, following the manufacturer instructions A standard curve was obtained 

to quantify the cell number, according to the optical density (OD) reading, using 

NIH3T3 cell line as positive control and serial dilutions of tetrathyridia recent-

detached cells. After this standardization, cells were cultivated in sterile 96 well black 

microplates (Axygen) and the OD reads were obtained in a fluorescence microplate 

reader (Molecular Devices Corporation) in different intervals of hours (2 to 140h). 

Having the OD reads, the cell number present in an average of 4 wells was 

calculated.

Karyotyping of cultured cells

Sets of cells recently detached from a mouse and collected from 10 days 

culture were submitted to 1, 3, 6, 12, 24 or 48h incubation in presence of 100g/ml 

(w/v) colchicine. Cells were collected from culture, passed to 1.5ml microtubes 

(Axygen) and maintained during 5 min in a sodium citrate (Merck) 1% aqueous 

solution. Citrate was removed after 950 rpm centrifugation of cells. Cells were floated 

in slides and fixed into glass Coplin jars using ethanol:acetic acid:water (3:3:4), 

ethanol:acetic acid (1:1), and only glacial acetic acid, during 1 min to each fixing 

solution. After fixation, the slides were dried at room temperature during 2h. Slides 

were stained in Feulgen solution (Guerra and Souza, 2002). 

Sets of cells recently detached from a mouse and collected from 10 days 

culture were taken to cytometry analysis, following 0.2% of triton x-100 (Merck) 
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permeabilization and labeling at 1g/ml of propidium iodide (Molecular probes) in the 

dark during 30 min at 4oC. Cells of the murine line NIH3T3 were used as negative 

control. Samples were centrifuged at 950 rpm, suspended in PBS and carried to the 

flow cytometer (NPE Systems). Data were obtained using the Cell Quest and 

WinMDI 2.8 Softwares.

Species-specific PCR amplification

Culture flasks containing seeded 105 cells/ml from M. corti were incubated in 

standard protocol for 10 days. NIH3T3 cells were also incubated in the same initial 

conditions in DMEM medium for 5 days. Both cultures were collected, rinsed and 

submitted to DNA isolation using the Perfect gDNA Blood Kit (Eppendorf).

Each 100ng/l of DNA isolated and a control murine cDNA was used as 

template in PCR experiments containing 10 M/Reaction of primers (forward, 5'-

CCGAACACACTGGTTCACTG-3' and reverse, 5'-CAGTGCTGATAGCCAGGACA) 

designed specifically to amplify an EST (Genebank accession code CX864683) of a 

M. corti cDNA library (Bizarro et al., 2005). Sets of primers (10 pmoles/µl/reaction) 

designed to conservated and variable regions of actin genes were used as controls 

to amplify products from all DNA or only murine DNA templates, respectively. PCR 

were performed using Taq and Pfx DNA polymerases (Invitrogen) with polymerization 

and annealing temperatures set according the enzyme requirement and primer Tm, 

respectively. Electrophoresis of PCR products were performed in 2% (w/v) agarose 

gel using TBE1X as buffer (Sambrook and Russell, 2001).

Antibody production and western blot
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An extract of cells detached from tetrathyridia collected from a Wistar rat were 

used to immunize intraperitoneally a Balb/C mouse. Around 50g in 1 ml were 

emulsioned in an equivalent amount of Freund complete or incomplete adjuvant 

(Sigma-Aldrich) being inoculated 3 times at each 15 day intervals. The produced 

antiserum, at 1:100, was used to probe crude proteic extracts from M. corti

tetrathyridia, cells cultured for 10 days, and tissues (liver, gut, skin and stomach) from 

a mouse. Western blot was made using anti-mouse peroxidase conjugate (Sigma-

Aldrich). 

Cell immunofluorescence

Hoechst (Molecular Probes) was used for cell nuclei staining and a rabbit -

actin 76-375 human (Santa Cruz Inc.) for cytoplasm labeling. Cells recently detached 

were seeded over coverslips in 12 well plates. After 4 and 8 days of culture, both 

coverslips and suspension material were collected and washed in PBS. Suspension 

material was concentrated by gentle centrifugation and each 10 l were floated over 

glass slides. Slides and coverslip material was fixed in 2% paraformaldehyde (EMS) 

for 1h at 4oC. Glass material was washed 3x in PBS and blocked with CasBlock 

(Zymed Laboratories Inc.) for 2h at 37oC in humidified chamber. Primary antibody -

actin was added at 1:100 with a 1% BSA (Sigma-Aldrich)/0.1% saponine (Sigma-

Aldrich)/3% calf normal serum (Life Technologies)/PBS blocking solution for 2h at 

37oC. After rinsing in PBS, cells were incubated with 1:200 concentration of the -

rabbit Alexa Fluor 488 (Molecular Probes) conjugated-secondary antibody in the dark 

for 1h at 37oC. Slides containing cellular material in suspension and coverslips with 
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adherent cells were also incubated with only the secondary antibody to be used as 

negative controls. Slides and coverslips were washed 3X in PBS, stained in Hoechst 

(50ng/sample) for 5 min, mounted using 50% glycerol solution. 

Cytochemistry and histochemistry 

Feulgen/fast green protocol (Mello and Vidal, 1978) was used for 

visualizations of cells. Cells adhered in coverslips and suspension culture material 

were collected and rinsed in PBS. Sodium citrate (Merck), 1% (w/v), was added to 

tubes during 10 min at room temperature. Citrate was removed by centrifugation and 

cells were fixed in 2% paraformaldehyde (EMS) during 24h at 4oC. Cellular material 

was dehydrated in ethanol series, hydrolyzed in 5N HCl (Merck), and stained with 

Feulgen for 30 min, in the dark, and fast green for 15 min at room temperature. 

Cells, detached from tetrathyridia, grown on coverslips in 12 well plates were 

submitted to PAS staining (McManus, 1946). Coverslips and suspension were 

washed in PBS as standard protocol. Suspension material was spread over slides 

and dried at room temperature for 1h. Slides and coverslips were fixed in cold 100% 

methanol for 30 min at 4oC in Coplin jars. Samples were then oxidized in 0.5% 

periodic acid (Merck), for 10 min at room temperature, and stained with Schiff's 

reagent for 10-20 min. Three washes in sulfur water (5 min each), Harris' 

Haematoxylin contrast during 7 min, water rinsing, ethanol series dehydration, xylene 

clearing, and slide-mounting in Entellan synthetic resin (Eukitt) were made. 

The Alcian Blue method (Spicer, 1965) was used to stain carboxylic and 

sulfated mucosubstances in the extracellular matrix secreted. Cell suspension was 

collected in days 0, 4 and 8 and spread in slides. After fixation, as described in PAS 
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protocol, samples were stained with a pH 2.5 alcian blue solution for 30 min at room 

temperature. Slides were treated and mounted in Entellan resin, as in PAS protocol. 

Arteta’s protocol (Lopez et al., 1982) was followed to test whether collagen 

was present in the material secreted by the cultured cells. Coverslips and suspension 

material, once spread on slides, were fixed in cold 100% methanol inside Coplin jars. 

Firstly, the nuclei were stained using Harris' Haematoxylin dye during 7 min and 

washed in running and distilled water. Slides and coverslips were treated in 

eritrosin/orange G (both reagents from Sigma-Aldrich) aqueous solution during 7 min. 

The samples were then submitted to 0.5% phosphotungstic acid during 10 min and 

quickly washed to receive the 1% toluidine blue staining during 2 min. Slide treatment 

post-staining and mounting was made as in PAS and Alcian Blue protocols.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) to hyaluronic 

acid quantification

An ELISA (Martins et al., 2003) was used to determinate and quantity 

hyaluronic acid. Cells were seeded in 6 well plates (Corning) and collected after 5 

days in culture (n=3). The cells were scrapped of the plate surface and the media 

was submitted to a high centrifugation to separate soluble from insoluble molecules. 

All samples were suspended in a 5mM Tris (Merck) buffer/1%BSA (Sigma) at pH7.5. 

A 96 well plate (Corning) was coated using 1g/well of a hyaluronan-binding protein 

(HABP) during 18h at 4oC. After blocking time, samples were distributed along the 

plate and in dilutions of 1:4 and 1:4:50, all in triplicates. A standard curve with 

quantified amounts of hyaluronic acid was used as control. The incubation time of 

hyaluronic acid and linkage to the binding-protein was 18h at 4oC. The samples 
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received 100ng/well of the HABP plus biotin during 2h at 4oC. Plate was rinsed 6 

times in PBS and labeled with streptavidin-europium conjugate (Molecular Probes) 

during 30 min. Rinses and reads were performed in an ELISA microplate washer and 

reader (Bio Tek).

Scanning electron microscopy analysis

For SEM, the standard protocol included steps of fixation, dehydration, critical 

point drying and gold coating. Cells from tetrathyridia and 6 days-strobilized worms 

were detached and cultivated, at the standard protocol, upon coverslips (n=4) inside 

35mm petry dishes (Corning), for up to 28 days. Coverslips were collected in 1, 3, 7, 

14, 21 and 28 cultured days and fixed in 2% paraformaldehyde/2% glutaraldehyde/ 

PBS during 24h. Coverslips were rinsed in PBS and dehydrated in acetone series 

(30, 50, 70, 90 and 100%). After 8 successive cycles of acetone/CO2, cells were 

dried to the critical point, coated with gold and carried to the scanning microscope. 

The critical point and gold coating were made in appropriate equipment (Balzers). 

Scanning microscopic analyses were proceeded using the JSM5800 or JSM6060 

(Jeol) microscopes.

Optical microscopy and image capturing

Inverted and light microscopy analyses were made in Axiovert 25 and Axiolab 

HBO 5A/ac microscopes (Carl Zeiss). Fluorescence microscopic analyses were 

made in OptiPhot microscope (Nikon). Micrographies were taken in a digital Sony 

HAD camera (Sony). All micrographies were processed using the Corel Graphics 

Suite Package 11 software (Corel Corporation).
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Statistical analysis

The analysis of variance (ANOVA) test was applied to analyze variance along 

culture days. The comparisons among BrdU incorporation rates were made by 

heterogeneity chi-square tests using the Programs for Epidemiologists (PEPI) 

package (Gahlinger and Abramson, 2000). Differences between means were 

considered significant when p<0.05. 

Results

Establishment of M. corti primary cell cultures

Fresh tetrathyridia and segmented worms, cultured for 6 days after 

strobilization induction, were collected and submitted to enzymatic and mechanic 

treatment for cell detachment. After incubation with the different proteolytic enzymes, 

cells were counted. Tripan blue staining showed that cells were viable. Using 

collagenase enzyme, an average of 1.3x107cells/ml was detached while 

6.8x106cells/ml was obtained after trypsin treatment. However, when cells were 

seeded in 24 well plates in a density of 104 cells/well, in 4 culture days, those cells 

detached by trypsin treatment were much more proliferative than those isolated by 

collagenase treatment (Fig. 1A). Eventually, using trypsin, an average of 5x108cells 

were obtained to each 3,000 tetrathyridia for the posterior experiments. We found 

that medium McRPMI supplemented with 20% FBS was the best culture condition for 

both cell growth and proliferation. (Fig. 1B). Cells cultured in both RPMI 1640 and 

CMRL 1099 showed low viability and rate of proliferation (data not shown).  Figure1C 
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shows cells and calcareous bodies recently detached from tetrathyridia. The 

continuous culture of cells showed the secretion of an extracellular matrix (Fig. 1D). 

Daily observations, at inverse-phase microscopic, associated with trypan blue 

staining showed that cultures consisted of cells that were capable of extracellular 

matrix synthesis for up to 60 days. 

Experiments of BrdU incorporation were performed to assay proliferation of 

cells grown adhered to coverslips and in suspension. In microscopic analysis, BrdU-

positive cells were counted considering 4 different randomly chosen microscopic 

fields. The average of BrdU-positive samples relative to the total number of cells 

counted in each field, at each time interval, is shown in Fig. 2A. These tests also 

revealed that in short time intervals there were more cells in suspension while in 

higher intervals, cells were adhered to coverslips. (Fig. 2A). It really occurs that most 

of the culture cells tended to decant and adhere to the coverslip surface, fact also 

observed by daily optical microscopic analysis. CyQuant quantitative method was 

used to verify cellular proliferation for periods of time from 2 to 140h (Fig. 2B). 

Results revealed that there was not a great number of cells present in the first hours 

but, along the days, populations of cells proliferated and established as a cellular 

primary culture. The primary cultures were named McCellTetra to populations 

isolated from tetrathyridia and, McCellSeg to those detached from strobilized worms. 

We performed karyotyping to confirm the biological origin of both McCellTetra 

and McCellSeg. After 6h of incubation with colchicine, it was observed small 

chromosomes in 2n=14 for both cells recently detached and cells cultured for 10 

days (Fig 3). Flow cytometry analysis revealed that McCellTetra cell DNA content 

was quite distinct from that of NIH3T3 cells (data not shown), providing additional 

evidence that these cells are, in fact, from M. corti tetrathyridia. Chromosomes 
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number, cells size and morphology are different comparing McCellTetra and the 

murine NIH3T3 line. PCR amplification of an expected 250 bp fragment using cell-

isolated DNA also confirmed that cultured cells are originated from M. corti (data not 

shown). A western blot experiment showed reaction using antisera from Balb/C mice 

immunized with cells detached from tetrathyridia, isolated from Wistar rats, with larva 

and cell extracts (data not shown).

Cell morphology analysis

Cytochemistry, associated to optical, fluorescent and electron microscopy, was 

used to morphologically evidence nuclei and cytoplasm of M. corti cultured cells. 

Feulgen and fast green were used to define nucleus and cytoplasm of cells recently 

detached from tetrathyridia (Fig. 4A,B). It was possible to observe the presence of 

mitotic cells (Fig. 4B). To stain cells along culture days it was used Hoechst for nuclei 

and an -actin FITC-conjugated antibody to cytoplasm (Fig. 4C-N). According to this 

labeling, we distinguished two different cell subpopulations based on size: bigger 

cells (for example, Fig. 4C), with an average size of 7M, most frequent in adherent 

surface; and smaller cells (for example, Fig. 4L), with average size of 2M, grouped 

in suspension. These subpopulations were observed also in cultures of days 4 and 8.  

The SEM was used to analyze the cell shape and surface in different culture days. 

Cells seeded on coverslips were fixed in days 3, 7, 14, 21 and 28 and processed for 

scanning microscopy visualization. Fig 5 (A-I) shows the cells and secreted 

extracellular compounds fixed at different time intervals. First, the analysis confirmed 

the immunofluorescence results, where there were different cell subpopulations (Fig. 

5A,F). It was also observed that, indeed, cells detached both from tetrathyridia and 

from segmented worms produced large amounts of extracellular matrix that form net-
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shaped structures (Fig. 5H). We also observed some structures possibly 

corresponding to sugar crystals and calcareous corpuscles  (Fig. 5G,I, respectively).

Analysis of extracellular matrix

In order to analyze its chemical composition, the secreted material produced 

by the primary culture cells were stained for carbohydrates, GAGs and proteins. First, 

different staining methods have been used to follow the synthesis in cultures for up to 

8 days. Using PAS protocol, it was verified the presence of neutral carbohydrate 

moieties in the extracellular matrix secreted (Fig. 6A-D). These moieties were very 

dense in posterior culture days, mainly in the suspension samples. The alcian blue at 

pH2.5 was used to stain acidic and neutral glucosaminoglycans (Fig. 6E-G). 

Nevertheless, there was only a few staining indicating that neutral carbohydrates can 

be more representative in the synthesized extracellular matrix. Arteta staining 

showed that there is no collagen secretion along culture days, but also revealed that 

exist a low remaining (or formation?) of tissues is suspension material marked by 

eritrosin/orange G (Fig. 6H-M). There were only blue small corpuscles that might be 

those known as the tegument cytons, present in platyhelminths (for example, Fig. 6H, 

M). In fact, such points could be observed in SEM analysis (Fig. 5C). Using ELISA, 

we could identify and quantify the hyaluronic acid synthesized by these cells (Fig. 7). 

It seems that there was almost three times more hialuronan in suspension material 

(84 mg/ml), both in soluble and insoluble fractions, than in adhered matrix (28 mg/ml) 

along 5 days.

Discussion
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Recent molecular data suggest that the platyhelminthes constitute a 

polyphyletic phylum and would the first animals in the Lophotrochozoa clade to 

present body segmentation (Baguna and Riutort, 2004), features that make this 

phylum attractive for developmental biology studies. Besides, the phylum include the 

three classes mostly formed by parasitic worms, some of which are etiological agents 

of important human and veterinary diseases (Aguilar-Rebolledo et al., 2002; Hanna 

et al., 2005; Lorenzo et al., 2005). The genera Schistosoma, Echinococcus and 

Taenia include parasites that are studied in immunology, pharmacology, physiology 

and molecular biology. All include humans as hosts in their life cycles, implying in 

some risks to experimental manipulation. The generation of biological materials from 

these species also is difficult. In this way, a parasite platyhelminth, closely related to 

these worms, but which not present such problems, would be an interesting tool for 

diverse studies. 

In this work, we could establish cultures of cells detached from both M. corti

larval and strobilated worms. The platyhelminth primary cell cultures could be 

maintained for up to 60 days in appropriate conditions. The M. corti karyotype 

obtained from both the recently detached as well as 10 days cultured cells, confirmed 

the one previously described (Raghunathan and Voge, 1974). Differently of what 

happens in turbellarians, that might present polyploids karyotypes conformations 

(Gremigni et al., 1980), in M. corti cultured cells, based on flow cytometry analysis, it 

seems that ploidy was only observed in the 2n typical pattern. PCR reactions using 

specific designed primers and templates to both murine and M. corti cell DNA, flow 

cytometry and western blot experiments also confirmed the cell culture origin. 

Cultured cells appeared with populations of different sizes, with average sizes of 2 
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and 7 m, with different morphologies (spherical or irregular forms), proliferating and, 

at least some of them, able of secrete large amounts of extracellular matrix.

Some of the specialized cell types from the tetrathyridium body have already 

been described: the small cytons in tegument (Hess, 1980); muscle and glycogen 

storing cells constituting the parenchyma (Hess, 1980); differentiated cells, as 

neurons, present in ganglia (Terenina et al., 1999); flame cells, principally located in 

the posterior body end (Markoski et al., 2006); calcareous corpuscles, mineral 

concretions formed from a specialized cell type (Vargas-Parada and Lanclette, 1999), 

eventually observed in the first days of culture but removed by the medium changes, 

also found in the parenchyma (Etges and Marinakis, 1991). M. corti cultured cells 

were viewed basically as small, 1-2m and large cells, 5-8m (Hess, 1981). Small 

and larger cells are observed in the tetrathyridia and adult parenchyma, which points 

that the cultured cells could be originated from this tissue. The differences separating 

small and large cells were also shown in the oncosphere cells (Ogren, 1956). As 

described by Ogren (1956), small cells would be "somatic" ones while large cells are 

considered "germinative". In tetrathyridia, Hess (1981) classified the last as dark and 

light germinative cells but points that both germinative cell subtypes could be only 

two physiologic stages of a single cellular type (Hess, 1981). Cell types with the 

described morphology were seen even in 28 days of culture (Fig. 5F).

As previously shown by Hess (1981), the tetrathyridia muscle cells are, in fact, 

originated from germinative cells. The stem cells would be possibly distributed in all 

body and not in particular sites. In the M. corti adult, it was demonstrated by [3H]-

thymidine incorporation, that there were proliferating signals along ganglia in the 

entire worm's body (Espinoza et al., 2005). Even a high cell concentration on apical 

massif was described to tetrathyridia, experiments with BrdU showed that there are 
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signals in whole body in 24 h staining and it is unlikely that cells could be migrating 

from a single place to multiplication target sites at this time (Hess, 1980; Smith and 

McKerr, 2000). Our results also confirmed the 24 h of BrdU incorporation and they 

showed an increase of two more times in the number of BrdU-positives cell in relation 

to the first hours of analysis. This suggests that the cultured M. corti cells possess a 

12 to 13 h cell cycle. Furthermore, these observations corroborate with the fact that it 

is possible that different cellular types, including multiplying and/or germinative cells, 

could be present in the in vitro culture. In fact, mitosis could be observed by 

haematoxylin staining (Fig. 6L) and proliferative cells could be viewed in up to 7 days 

as demonstrated by CyQuant method. Afterwards, based on cultured cells 

morphology analysis, using scanning microscopy, there was suggestion of cell 

duplications, which points that cells would remain proliferative even after 28 days in 

culture. In the trematode S. mansoni, germ cells appear as the most persistent in 

primary cell cultures (Bayne et al., 1994). In T. crassiceps, the addition of some 

growth factors, as the host’s gonadotropin or concanavalin A, was eventually 

necessary to induce proliferation in primary cell cultures (Toledo et al., 1997). In our 

cultures, 20% FBS supplementation was supposed to be sufficient and essential to 

maintenance of proliferating cells. Nevertheless, we are now able to test the influence

of medium additives, as growth factors and cell cycle regulators.

The M. corti cells were able of proliferation in culture conditions as well as they 

could secrete extracellular matrix. The extracellular matrix, a complex net of 

glycosaminoglycans, proteoglycans and proteins, is important to the maintenance of 

a great number of mammalian cell cultures. In fact, proteoglycans are the major 

constituents of connective tissues, such as the worm parenchyma. In our cultures, 

both adherent and suspension cells were possibly releasing carbohydrates, which 
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were present in higher concentrations at the suspension. Actually, glycogen is an 

abundant storing-energetic reserve in platyhelminths (Hess, 1980) and it is possibly 

involved in glucose distribution to different tissues (Willms et al., 2003). Alcian blue, a 

cationic dye, pointed to the presence of some acidic polysaccharides. In this way, a 

protocol based on the separation of glycosaminoglycans, using agarose gel 

eletrophosesis in 1.3-diaminopropane acetate buffer, was attempted to evaluate the 

presence of condroitin sulfate, heparan sulfate and dermathan sulfate (Dietrich et al., 

1977). Nevertheless, we failed in isolating sulfated glycosaminoglycans from the cell 

cultures, being only obtained using tetrathyridia extract (unpublished data). 

Furthermore, it was quantified the hyaluronan produced by the cultured cells. The 

hyaluronic acid, one of the major extracellular-forming constituents, is responsible by 

the binding and migration between adjacent cells (Ponting and Kumar, 1995). In 

addition to the carbohydrate and glycosaminoglycan analysis, some proteins of the 

extracellular matrix were also characterized. As previously showed, the 

platyhelminthes tegument is rich in collagen, which also appear in suckers 

neighboring and basal lamina (Mehlhorn et al., 1983). Thus, corroborating with the 

observation of the collagenase strong action in cell detachment, it was possible that 

collagen was present in cellular cultures. Nevertheless, only a quite weak staining 

was shown in Arteta method revealing some blue points that could be the tegument 

cytons or other collagen aggregate. Once polarized light was used to measuring 

birefringence of suspension and adherent samples, it did not detect collagen fibers, 

which led us to believe that this protein was not present, in the extracellular matrix 

synthesized, in fibrile form. Further, using immunofluorescence, great masses of 

actin were detected in culture. Actin is a protein with strong association with 

extracellular matrix proteins such as integrin (Brakebusch and Fässler, 2003). Thus, 
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actin would be connected to integrin and its associated-proteins resulting in the very 

strong green pattern observed in the Fig. 4 (H, N). However, we can not ignore that 

the strong actin staining could represent a physiological injury status. In preliminary 

experiments using immunoblot with extracts of cultured cells and commercialized 

antibodies produced in mice and goat, it was identified a considerable number of 

proteins and proteoglycans in the extracellular matrix, such as fibronectin, laminin, 

integrin, collagen, heparin, and fucan (unpublished data). In summary, we were able 

to show neutral and charged carbohydrates, glycosaminoglycans and proteins 

forming the extracellular matrix synthesized by the primary cell cultures. We suggest 

that the secreted extracellular matrix would operate as a feeder layer, where 

communication and maintenance of cells could be facilitated, being essential to the 

cell survival. 

There are only few cell lines successfully established to parasite worms, 

basically obtained from nematodes (Bayne, 1998; Higazi et al., 2004). In this work we 

showed that cestode primary cell lines could be established and standardized. In 

specific case of M. corti, cells could be proliferative for at least 28 days and viable, 

extracellular matrix secreting, for up to 60 days. As future prospects, we will continue 

the cell morphology characterization using transmission electronic microscopy as well 

as analyzing precisely other extracellular matrix compounds and its influence for the 

in vitro cell metabolism. It would be very interesting to answer how a relative few cell 

quantity is capable of generate a great mass of extracellular matrix. We are able to 

proceed using 2D electrophoresis to determine the expression profile of cultured cells 

and matrix. This primary cell cultures will be also used to test plasmid constructions 

transiently expressing reporter genes under M. corti promoters' control. 
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Legends to Figures

Fig 1. Detachment and culture conditions establishment of M. corti tetrathyridia cells. 

(A) M. corti larva were treated with trypsin (dark bars) or collagenase (light bars) to 

the detachment of cells. Graphic bars represent the average counting of cells totally 

collected from three wells in each day (Fcalc= 11.33 > F0.05;1;23 = 5.99). (B) Detached 

cells were cultured in McRPMI (light bars) or DMEM (dark bars) media. Graphic bars 

represent the average counting of cells totally collected from three wells in each day 

(Fcalc= 11.45 > F0.05;1;6 = 5.99). (C) Optical micrography of recently detached cells. 

Arrowheads point to cells of different size types and arrows point to calcareous 

corpuscles (A=400x). (D) Panel of optical micrography, acquiring in inverted light 

microscope, of cells cultured in horizontal flasks after 24 and 72 h. Arrowheads point 

to the different cell sizes and arrows point to calcareous corpuscles (A=100x).
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Fig 2. Proliferation assays of primary cultured tetrathyridia cells. (A) Cells cultured 

over coverslips (dark bars) and suspension (light bars) treated to BrdU incorporation 

after 6, 12 and 24 h. Bars mean the average counting of BrdU-positive cells in 4 

randomly-chosen microscopic fields (2=47.68; P0.05; significant differences in 

incorporation elapsing 6 and 24 h). (B) CyQuant assay to analyze proliferation in 

cultured cells. Bars mean the cell counting based on fluorimetric optical density (OD) 

reading taken in different hours of culture. 
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Fig 3. Origin confirmation of cultured cells. Karyotyping of tetrathyridia cells cultured 

for 10 days confirming the M. corti 2n=14 pattern. Arrows point to the metaphasic 

chromosomes.

http://www.pdfonline.com/easypdf/?gad=CLjUiqcCEgjbNejkqKEugRjG27j-AyCw_-AP


80

http://www.pdfonline.com/easypdf/?gad=CLjUiqcCEgjbNejkqKEugRjG27j-AyCw_-AP


81

Fig 4. Morphological analysis of M. corti cultured cells using cytochemistry and 

immunofluorescence. (A,B) Optical micrographies representing tetrathyridia recently 

detached cells stained with feulgen (magenta) and fast green to nuclei and 

cytoplasm, respectively. (C-N) Optical micrographies acquired of adherent and 

suspension samples of cellular culture of days 4 (C-H) and 8 (I-N). Hoechst was used 

to stain nuclei (D, G, J, M) and an antibody -actin was used to label cytoplasm (E, 

H, K, N). Light field micrographies of superimposition images are shown in figures C, 

F, I, L. Arrows point to some randomly chosen cells. Scale bar, 5m.
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Fig 5. Scanning electron microscopy of M. corti cultured cells detached from 

tetrathyridia and adult worms. Cells were fixed after 3 (A,B), 21 (C) and 28 (E) culture 

days, while cells from adult worms were fixed after 3 (D) and 28 (F) days. Arrows in C

point to small cells, which could be structures cyton-like; the arrowhead in F are 

pointing and a possible dividing cell and the arrows point to the typical cell size types 

(large and small). Probable components of the secreted extracellular matrix are 

indicated: carbohydrate crystals (G), the net that may contain protein and 

glycosaminoglycans (H), as well as, calcareous corpuscles (I).
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Fig 6. Citochemistry analysis of M. corti cultured cells and extracellular matrix. (A-D) 

Optical micrographies of PAS staining to samples of cell culture products secreted on 

coverslips (A,C) or in suspension (B,D), up to days 4 (A,B) and 8 (C,D). (E-G) Optical 

micrographies of alcian blue staining, at pH2.5, to cellular products secreted in 

suspension at day 0 (E) or up to days 4 (F) and 8 (G). (H-M) Optical micrographies of 

Arteta staining, following nuclei with haematoxilin (violet), cytoplasm with 

Eritrosine/Orange G (magenta) and collagen with toluidin blue (blue), to samples of 

cellular culture on coverslips (H,J,L) and suspension (I,K,M), taken at day 0 (H,I), or

up to days 4 (J,K) and 8 (L,M). Arrows point the cyton-like structures (H,I) and a 

mitotic cell (L). Scale bar, 5m. 
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Fig 7. Elisa assay to quantification of synthesized hyaluronic acid by M. corti cultured 

cells. Products secreted by cells cultured for 5 days were collected from coverslips 

surfaces and media, which were centrifuged to separate soluble and insoluble 

components. Bars mean the relative quantities of hialuronan secreted by cells 

obtained by fluorimetric optical density (OD) reading when coated by an anti-agrecan 

binding protein-europium conjugated for the different samples.
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Discussão

Este trabalho descreveu experimentos relacionados ao 

desenvolvimento in vitro do platelminto parasita Mesocestoides corti. 

Primeiramente, foi acompanhado o desenvolvimento da fase larval até a 

fase adulta através da observação tridimensional da dinâmica corporal. 

Também foi analisado o efeito de drogas anti-helmínticas sobre diferentes 

estágios de desenvolvimento durante a estrobilização. Posteriormente, 

células obtidas das fases larval e adulta do parasito tiveram suas 

condições de cultivo estabelecidas e foram preliminarmente 

caracterizadas. O estudo abordou algumas caracterizações que servirão 

para um melhor entendimento sobre a biologia dos cestódeos.

O ciclo vital de M. corti ainda não foi totalmente elucidado. 

Entretanto, a descoberta de que uma fase do ciclo seria capaz de 

reproduzir-se assexualmente (Specht & Voge, 1965) e regenerar (Hart, 

1967) fez com que a espécie fosse considerada um bom modelo de estudo 

entre os platelmintos parasitos (Thompson et al., 1982). As infecções em 

hospedeiros como ratos e camundongos, causadas por tetratirídeos, 

revelaram-se como úteis nos estudos de resposta imune e farmacologia 

(Abraham & Teale, 1987; Hrcková & Valebny, 1997). A padronização da 

indução da estrobilização in vitro projetou ainda mais o organismo como 

modelo para estudar desenvolvimento de helmintos (Markoski et al., 

2003; Espinoza et al., 2005). Recentes estudos apontam para alta taxa de 

parasitemia causada por este parasito o que tem elevado, ainda mais, sua 

importância em estudos de epidemiologia e parasitologia (Toplu et al., 

2004). Entretanto, o modelo carece de estudos mais básicos, a respeito 

da morfologia. Assim, a análise da dinâmica das modificações corporais 

que ocorrem durante a estrobilização pode fornecer mais conhecimento 

sobre aspectos básicos da morfologia do desenvolvimento de vermes 

parasitos, proporcionando a comparação com, por exemplo, outros 

cestódeos que, por serem muito patogênicos ou não ser possível a 

obtenção de material biológico, não permitem este tipo de estudo. 
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Toda a superfície corporal dos platelmintos parasitos é recoberta por 

uma estrutura sincicial, o tegumento. O tegumento de M. corti é formado 

por dois grupos de células com capacidade de multiplicação: o primeiro 

formado de células multipotentes, constituindo a “massa apical”, capaz de 

diferenciação em células parenquimais, armazenadoras de glicogênio; e 

outro, formado por células musculares tegumentares, que podem sofrer 

multiplicação mitótica para tornarem-se as células musculares do 

parênquima (Hess, 1980). Também foi proposto que o tegumento estaria 

divido em duas grandes zonas: uma superficial, citoplasmática, e outra, 

profunda, composta de núcleos (Sobhon & Apinhasmit, 1995). Nossas 

observações comprovaram a presença destas duas zonas e foi verificado 

que, durante o desenvolvimento, o tegumento sofre alterações em sua 

espessura, chegando a ficar bastante fino na região mais posterior do 

verme adulto. A superfície tegumentar é formada por microtríquias, 

microfilamentos responsáveis pela absorção de nutrientes (Voge et al., 

1979). O glicocálice, uma camada constituída de polissacarídeos e 

glicoproteínas, recobre a superfície das microtríquias. Redes de 

carboidratos negativamente carregados sobre o glicocálice confeririam 

proteção contra a resposta imune do hospedeiro (Weiss et al., 1986; 

Míguez et al., 1996). Um destes carboidratos é a N-acetil--D-glicosamina, 

fortemente evidenciada na coloração com lectina WGA, utilizada neste 

trabalho. Foi demonstrado que as redes de carboidratos que revestem o 

tegumento variam durante o desenvolvimento in vitro, utilizando a lectina 

como sonda. No início, o tegumento aparece compacto e denso e, mais 

tarde, no verme adulto, ele se torna delgado. Estes dados sugerem que os 

glicoconjugados do glicocálice do tegumento poderiam ter importante 

papel na resistência contra o sistema digestivo do hospedeiro. Isto poderia 

ocorrer porque os açúcares também poderiam servir para proteger as 

estruturas internas do parasito contra lipases e proteases do intestino do 

hospedeiro (Robertson & Cain, 1984). Uma vez no organismo hospedeiro, 

os vermes necessitam se proteger e depois, despender energia para a 

formação dos órgãos sexuais e ovos. Assim, simulando, em parte, o que 
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aconteceria in vivo, vermes cultivados durante um período de tempo mais 

longo estariam mais sujeitos a sofrerem danos causados por condições 

ambientais adversas na camada tegumentar. Isto ocorreu, por exemplo, 

após a exposição à PZQ e ABZ. Cabe ao tegumento a comunicação entre o 

parasito e o meio externo, o organismo hospedeiro. Desta forma, dos 

pontos de vista bioquímico, fisiológico e imunológico, o tegumento é um 

dos tecidos mais importantes e o primeiro a ser atingido por ação de 

drogas anti-helmínticas (Becker et al., 1981).

A ação do PZQ sobre platelmintos trematódeos e cestódeos foi 

relativamente bem estudada (Harnett, 1988; Redman et al., 1996; 

Apinhasmit & Sobhon, 1996). O estudo da influência do PZQ sobre os 

canais de Ca+2 de S. mansoni mostrou que as alterações causadas pela 

droga sobre a abertura destes canais levam à vacuolização do tegumento 

e à desregulação da homeostasia (Blair et al., 1992). Em cestódeos, 

tendo-se M. corti como modelo, o efeito parece ser o mesmo, como 

anteriormente sugerido por Hrcková et al. (1998) e agora confirmado pela 

observação direta dos efeitos da droga sobre os vermes em processo de 

estrobilização. Como ocorre em S. mansoni, a exposição ao PZQ causou 

uma imediata contração muscular e a formação de vesículas e vacúolos 

em toda a extensão do tegumento. Nossos resultados mostraram que, 

durante o cultivo in vitro, da diferenciação do tetratirídeo à fase adulta, 

todas as fases são atingidas por ação da droga, que, mesmo em 

concentrações muito baixas em relação àquelas recomendadas pela 

Organização Mundial de Saúde (Dayan, 2003), levam impreterivelmente a 

morte dos parasitos. O PZQ é facilmente absorvido pelo organismo animal 

e para o tratamento de doenças causadas por platelmintos, as doses 

recomendadas são de 10-25 mg/kg para cães. Nas curvas para 

estabelecimento de dose letal (LC50), verificamos que uma concentração 

de PZQ 2,5x106 vezes menor em relação àquela utilizada nos tratamentos 

veterinários foi suficiente para matar os parasitos in vitro em 5 min. 

Optou-se então pela utilização de uma concentração 1.000 vezes menor 

que a da LC50, de modo a viabilizar a observação de alterações 
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morfológicas decorrentes da administração da droga ao longo de um 

período de pelo menos 24 h. A droga mostrou-se bastante efetiva sobre a 

fase adulta, causando desde perfurações e grandes rupturas no tecido 

tegumental até a completa fragmentação das fibras musculares circulares 

e longitudinais. Os órgãos sexuais, internalizados no tecido 

parenquimatoso, também foram atingidos pela ação do PZQ. 

Considerando-se que o PZQ é de fácil absorção (Bjorklund & Bylund, 

1997), é provável que doses inferiores às recomendadas pela Organização 

Mundial de Saúde sejam eficazes para tratamento da cestodíase 

peritoneal. Entretanto, ainda não se pode inferir que as doses capazes de 

induzir a morte de parasitos de M. corti poderiam ter efeito similar em 

outros cestódeos. 

As doses de ABZ recomendadas para tratamento veterinário são, em 

geral, de 400 mg/animal (considerando-se o cachorro), dos quais 10 

mg/kg são efetivamente absorvidos, uma vez que a droga não é 

aquosamente solúvel. Devido a problemas de solubilidade, também foi 

utilizada a concentração de 200 ng/ml de ABZ nos experimentos. Embora, 

diferentemente do PZQ, o ABZ não fosse capaz de levar a morte no 

período de 24h, a droga também apresentou ação sobre tegumento e 

sistema muscular. O ABZ age sobre a -tubulina, bloqueando a formação 

de microtúbulos e levando a paralisia e morte (Lacey, 1988). De acordo 

com nossas observações, a perda da contratilidade muscular causada por 

ABZ é tardia. De forma geral, os efeitos causados por ação do ABZ foram 

mais drásticos ao final do período de 24h, enquanto que após 1h de 

exposição já eram observados efeitos em tratamentos com PZQ, e as 

perfurações que ocorrem no tegumento são menores em número e 

tamanho quando comparadas às causadas pelo PZQ. Dados da literatura 

apontam que o ABZ e seu metabólito sulfóxido de ABZ foram bastante 

eficientes em produzir alterações na tubulina quando administrado em 

protoescólices de E. granulosus in vitro (Pérez-Serrano et al., 1995). 

Entretanto, em comparação com a dose utilizada em nossos 

experimentos, uma quantidade 50 vezes maior do princípio ativo da droga 
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foi adicionada aos cultivos de protoescólices. Ainda que estas 

concentrações estejam dentro das recomendadas pela Organização 

Mundial de Saúde (Dayan, 2003), o ABZ, como molécula de baixa 

solubilidade, tem pouca absorção pelo trato digestivo, o que exige a 

utilização de quantidades maiores para que a droga seja realmente efetiva 

em tratamentos terapêuticos. 

Embora outros estudos se façam necessários para caracterizar todo 

o repertório de efeitos das drogas anti-helmínticas sobre platelmintos 

parasitos, nosso trabalho contribuiu para demonstrar o efeito da ação de 

drogas de amplo espectro, como PZQ e ABZ, em diferentes fases do 

desenvolvimento de um cestódeo, sobre diferentes tecidos. O estudo 

apontou as principais modificações morfológicas que ocorrem sobre 

tegumento e sistema muscular de diferentes fases do desenvolvimento in 

vitro de M. corti, revelando que a fase adulta é mais susceptível ao efeito 

de ambas as drogas. Entretanto, análises mais aprofundadas focando os 

mecanismos moleculares da ação das drogas, ainda se fazem bastante 

necessárias para cestódeos.

Na década de 1980, pesquisadores buscaram estabelecer linhagens 

celulares de helmintos parasitas (Hemphill et al., 2002). As linhagens 

celulares servem como ferramentas para a identificação e a caracterização 

de moléculas envolvidas nas relações parasito-hospedeiro e em resposta 

imune; para teste de efeito de drogas; e em estudos de expressão gênica. 

Entretanto, estes estudos foram dificultados tanto por terem sido 

utilizados organismos de difícil obtenção de material biológico, quanto pela 

falta de viabilidade e/ou proliferação celular, ou pela ocorrência de 

contaminação dos cultivos com células do hospedeiro. Ou ainda, devido ao 

fato de que alguns parasitos tenham uma relação tão íntima com seus 

hospedeiros, isto tornaria seu cultivo celular fortemente dependente de 

moléculas provenientes do organismo hospedeiro. Considerando estas 

dificuldades, não foram estabelecidas as condições apropriadas, 

considerando-se viabilidade, proliferação e especificidade de origem, ao 

estabelecimento das culturas celulares de platelmintos parasitas.  
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Nos trabalhos de Hobbs et al. (1993) e Bayne et al. (1994), que 

estabeleceram culturas celulares primárias de S. mansoni, foi verificado 

que estas células eram predominantemente de formato esférico (5m de 

diâmetro) e aderentes à superfície do frasco de cultivo, individualmente 

ou em grupos de 5 a 25, o que também foi observado para células de M. 

corti. Entretanto, células isoladas da fase adulta de S. mansoni, sem a 

presença de aditivos, rapidamente degeneraram no cultivo in vitro (Hobbs 

et al., 1993), o que não ocorreu com as células cultivadas de M. corti. E 

mesmo quando as células foram mantidas por mais de 4 semanas no 

cultivo in vitro, não foi observada proliferação celular para as culturas 

primárias de S. mansoni.

O estabelecimento de linhagens isoladas para espécies do gênero 

Echinococcus foi questionado (Howell & Matthaei, 1988). Foi apontado, 

através de observações posteriores, que a linhagem descrita para E. 

granulous (Fiori et al., 1988), que presumivelmente seria capaz de 

proliferação in vitro, na verdade, estava contaminada com células do 

hospedeiro bovino. A linhagem isolada e estabelecida para E. 

multilocularis (Furuya et al., 1991), descrita como tendo capacidade 

proliferativa in vitro, foi posteriormente perdida (Bayne, 1998). Para 

platelmintos, apenas linhagens celulares para espécies de planárias, um 

verme de vida livre, como a linhagem neuronal HAC (Asami et al., 2002) 

tiveram sucesso no seu estabelecimento. Estas culturas representam 

muita importância do ponto de vista da facilidade de manutenção e 

experimentação, pois tratam-se de células capazes de estender neutritos 

sobre matrizes extracelulares. Entretanto, não seriam modelo para se 

estudar, considerando-se a ênfase celular, relações parasito-hospedeiro.  

Utilizando-se nematódeos como modelos, entretanto, algumas 

linhagens puderam ser estabelecidas. Primeiramente, foi isolada uma 

linhagem de um fitopatógeno, Meloidogyne incognita (Manousis & Ellar, 

1990). Culturas de células embrionárias, capazes de se diferenciarem em 

células neurais e musculares in vitro, foram estabelecidas para 

Caenorhabditis elegans (Christensen et al., 2002).  Recentemente, foi 
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reportado o isolamento e estabelecimento de uma linhagem células de 

Brugya malayi (Higazi et al., 2004). As células isoladas destes 

nematódeos também apresentaram diferentes morfologias no cultivo in 

vitro, com diâmetros variando de 4 a 10 m. Diferentemente do que 

ocorreu para as linhagens estabelecidas para platelmintos, as culturas 

celulares primárias de nematódeos mostraram-se proliferativas e puderam 

ser transfectadas com plasmídeos portando oncogenes e imortalizadas 

(Higazi et al., 2004).

O modelo M. corti foi utilizado na tentativa de estabelecer culturas 

celulares para platelmintos parasitos. Conforme previamente 

demonstrado, em experimentos de incorporação de timidina tritiada 

([3H]-TdR), células-tronco e/ou outras células com capacidade 

proliferativa, estão distribuídas, no parênquima, ao longo de toda 

extensão corporal do tetratirídeo e, no verme adulto, principalmente ao 

longo dos gânglios (Smith & McKerr, 2000; Espinoza et al., 2004). Desta 

forma, células desprendidas destas fases do parasito, que se mostraram 

proliferativas em cultura, poderiam ser originárias, a princípio, do 

parênquima. Entretanto, embora em sua maior parte, o tegumento 

represente um sincício, a "massa apical" (Hess, 1980) também poderia 

ser fonte das células que se mantém proliferamente ativas em cultura. 

Os fatores que poderiam levar à manutenção da capacidade 

proliferativa das células isoladas de tetratirídeos de M. corti poderiam 

estar relacionados à possibilidade que estas larvas têm em realizar 

reprodução assexual tanto em organismos pecilotérmicos como 

homeotérmicos, bem como, em sua própria permanência e multiplicação 

no cultivo in vitro. Estas observações vêm a sugerir que as larvas devem 

possuir mecanismos moleculares que permitam as multiplicações celulares 

necessárias a ambas as formas de reprodução (assexual e sexual) e que 

os mecanismos envolvidos poderiam estar sendo mantidos em células 

cultivadas in vitro. O fato de que é sintetizada uma matriz extracelular, 

possivelmente envolvida na manutenção e comunicação entre as células, 

também poderia inferir que esta matriz auxiliaria na manutenção de 
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outros processos celulares, tais como o de capacidade proliferativa. 

Também é importante ressaltar que as condições em que as células 

melhor se adaptaram, sendo mais viáveis, proliferativas e com secreção 

de maior quantidade de matriz extracelular, foram as mesmas utilizadas 

para cultivo dos vermes (meio McRPMI suplementado com 20% de SFB, 

incubação à 37oC, atmosfera de CO25%). Inclusive, quando co-culturas 

foram realizadas entre células desprendidas e tetratirídeos em sistema de 

cultivo transwell, uma elevada quantidade de proteínas foi obtida destas 

células em comparação às células cultivadas nos diferentes meios e 

temperaturas testados (dados não mostrados). E, pelo que foi sugerido 

através de análises da morfologia celular por MEV, onde as células 

supostamente estariam realizando mitose, as culturas celulares, tanto 

obtidas de tetratirídeos como de adultos, não perdem a capacidade 

proliferativa mesmo após 28 dias em cultivo. Esta capacidade proliferativa 

pode sugerir uma vantagem no estabelecimento de culturas celulares de 

M. corti frente aos demais cestódeos que não possuem um rearranjo 

corporal tão dinâmico e que não realizam multiplicação assexual, sendo, 

por vezes, menos metabolicamente ativos. 

Os mecanismos moleculares pelos quais as células desprendidas de 

M. corti se mantêm durante vários dias em condições in vitro são 

desconhecidos. Entretanto, diferentemente do que foi visto para as outras 

linhagens de platelmintos, estas células são capazes de sintetizar grande

quantidade de matriz extracelular. Matrizes extracelulares desempenham 

diversas funções envolvidas na manutenção das células. Dentre estas, 

estão, por exemplo, as relacionadas a modulações do formato celular 

(Sims et al., 1992). Conforme observado por Hobbs et al. (1993), no 

estabelecimento de culturas primárias de S. mansoni, células 

"alimentadoras" poderiam remover componentes do meio de cultivo que 

seriam nocivos às células do verme ou sintetizar uma matriz extracelular 

insolúvel necessária à manutenção das células. Assim, é possível que a 

matriz sintetizada pelas células isoladas de M. corti esteja envolvida com o 

fornecimento de moléculas necessárias à adaptação e sobrevivência das 
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células em cultivo, garantindo a comunicação, nutrição e migração entre

as células. 

Uma caracterização preliminar apontou a presença de componentes 

como proteínas, carboidratos e GAGs na composição da matriz 

extracelular das culturas celulares. Primeiramente, devido a sua presença 

na composição do tegumento de cestódeos (Mehlhorn et al., 1983), e na 

ação da colagenase sobre o desprendimento celular, foi verificada a 

presença de colágeno. A coloração fraca, obtida pelo método de Arteta 

(Lopez et al., 1982) apontou a presença de proteínas colágenas em 

pequena quantidade, indicando que, possivelmente, não há formação de 

fibrilas em cultivo. Entretanto, matrizes extracelulares podem ser 

formadas por redes de proteínas envolvidas nas relações intra e 

extracelulares (Itoh et al., 2005). Através de experimentos de 

imunofluorescência, a presença de actinas, formando grandes massas foi 

verificada. Embora não aparente, devido a controles específicos e sua 

manutenção no cultivo in vitro, não se pode descartar que estas massas 

também sejam constituídas de debries celulares emitindo fluorescência. 

Assim como também é possível que estas massas sejam redes formadas 

por associação de actinas com outras proteínas, como as integrinas 

(Brakebusch & Fässler, 2003). Um envolvimento estrutural da matriz 

extracelular com microfilamentos de actina e integrinas sugeriria que 

efeitos da matriz sobre transformações que ocorrem no formato celular 

são provavelmente mediados via alterações do citoesqueleto (Sims et al., 

1992). A comunicação entre a matriz extracelular e o citoesqueleto de 

actina é principalmente mediada via receptores da família das integrinas. 

Além da integração com o citoesqueleto de actina, as integrinas podem 

associar-se a várias outras proteínas constituintes das matrizes 

extracelulares, como fibronectinas, vitronectinas e colágeno (Sims et al., 

1992). Produtos de amplificação por PCR utilizando oligonucleotídeos 

degenerados foram caracterizados como relacionados a seqüências 

correspondentes a actina (Volkweiss, 2000). O isolamento, caracterização, 

clonagem e expressão de seqüências de actina, visando à produção de 
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anti-soro específico, bem como experimentos de co-imunoprecipitação 

realizados utilizando-se extratos celulares, contendo matriz sintetizada, 

seriam uma boa abordagem para analisar proteínas associadas às actinas.  

Outras moléculas como as GAGs, em especial o ácido hialurônico, 

também estão envolvidas na manutenção do meio extracelular das 

células, desempenhando função de sustentação em diferentes tecidos 

(Ponting and Kumar, 1995). Os carboidratos são essenciais para 

crescimento e multiplicação celular (Hanko & Rohrer, 2000). Bastante 

envolvidos em mecanismos de evasão de resposta imune, os 

polissacarídeos são estruturas abundantemente presentes nos cestódeos 

(Hülsmeier et al., 2002). A presença de açúcares neutros e carregados na

matriz extracelular sintetizada por células de M. corti foi demonstrada por 

experimentos de imuno-histoquímica. Considerando-se que o glicogênio é 

fonte de carbono dos platelmintos, as colorações positivas para 

carboidratos poderiam ser resultantes de secreção de glicogênio, através 

da atividade de células armazenadoras que estariam presentes nos 

cultivos, ou, até mesmo, da combinação de moléculas sintetizadas pelas 

células com componentes do SFB formando estruturas polissacarídicas.

Através deste trabalho foi verificado que culturas celulares de M. 

corti, modelo de estudo para platelmintos parasitos, puderam ser 

estabelecidas. Ambas culturas, obtidas das fases larval e adulta foram 

capazes de sintetizar densa matriz extracelular. Estudos visando a 

caracterização de fatores que influenciam estrutura, metabolismo, 

fisiologia e proliferação das células, bem como da modulação da matriz 

extracelular, devem ser feitos.  A melhor caracterização irá permitir o uso 

das culturas celulares como ferramentas à análise do efeito de drogas 

anti-helmínticas em nível celular e estudos de regulação da expressão 

gênica, comparando mecanismos moleculares entre outros cestódeos, 

como dos gêneros Echinococcus e Taenia. 
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Perspectivas

Em ensaios preliminares, células desprendidas de tetratirídeos, 

foram cultivadas durante 8 dias e submetidas a avaliação dos níveis de 

apoptose, utilizando-se a técnica de TUNEL (Gavrielli, 1992). Conforme a 

execução do protocolo do kit comercial (Promega), foi verificado que as 

células de M. corti realizam morte celular programada em diferentes dias 

de cultivo, sendo inicialmente mais efetivo no primeiro dia. Partindo-se do 

mesmo princípio, as células foram submetidas à incubação com 

Actinomicina D, um potente indutor de apoptose, as quais responderam à 

ação da droga. Estes experimentos sugerem uma primeira aplicação 

prática às culturas estabelecidas a partir de um platelminto parasita.

Durante os experimentos do estudo do efeito de drogas anti-

helmínticas e partindo-se do fato de que GAGs, como sulfato de 

condroitina, heparana-sulfato e dermatana-sulfato, foram dosados a partir 

de tetratirídeos (dados não publicados), foi analisada a influência de 

selenato, um inibidor da síntese de GAGs, sobre o desenvolvimento dos 

vermes. De fato, o selenato de sódio mostrou-se como um potente 

inibidor do desenvolvimento de M. corti quando tetratirídeos foram 

induzidos a diferenciarem-se em adultos concomitantemente expostos ao 

sal. Estes experimentos preliminares apontam para a provável influência 

da ação do selenato durante o desenvolvimento de platelmintos parasitas 

e sua importância quanto a, possivelmente, vir a ser um candidato em 

estudos relacionados à terapêutica de doenças causadas por platelmintos.

Experimentos de microscopia eletrônica de transmissão estão sendo 

realizados para caracterizar as estruturas internas das células isoladas de 

M. corti. Células desprendidas de diferentes fases do desenvolvimento in 

vitro do parasito foram fixadas, contrastadas em ósmio e incluídas em 

resina líquida. Espera-se que estes experimentos auxiliem para elucidar os 

componentes celulares das culturas primárias de M. corti.

A partir da padronização das curvas de dose de PZQ e seu efeito 

sobre a estrutura do verme adulto, estão sendo realizados experimentos 
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onde, após incubação de adultos à ação da droga, os extratos protéicos 

serão separados por eletroforese bidimensional. Busca-se identificar 

proteínas diferencialmente expressas nas duas condições e analisar as 

seqüências peptídicas através de espectrometria de massas.
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