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RESUMO

O cultivo continuo da linhagem de células IDES8, derivada de células embrionarias do carrapato
Ixodes scapularis, representa uma ferramenta de pesquisa de grande importancia no estudo de
patdgenos transmitidos por carrapatos aos humanos e animais. Apesar do éxito de seu uso em
infecgbes in vitro de algumas espécies de riquétsias por outros grupos de pesquisa, pouco se
conhece sobre a sua biologia, as melhores condicdes de manutengdo e criopreservagao.
Considerando a inexisténcia dessa linhagem no Brasil, o presente estudo teve como objetivo
definir as condigbes de cultivo, otimizando a manutencdo, expansdo e preservagado da
linhagem IDES8 nas condigdes brasileiras, visando a sua proposicdo como modelo in vitro para
crescimento e multiplicagdo de amostras brasileiras de riquétsias e outros hemoparasitas. A
partir de um frasco contendo células IDE8 em suspensdo, foram cultivadas réplicas utilizando-
se um sistema aberto (placas de 24 orificios) e dois sistemas fechados (tubos de 2 ml e frascos
de 25 cm?') e em um segundo experimento avaliou-se a suplementagdo de culturas de IDE8
com dois soros fetais bovinos (SFB) de origens distintas (nacional e importado). Em um terceiro
experimento avaliou-se a estocagem sob refrigeragdo a 4°C por periodos de até 60 dias como
método de preservagdo de culturas e finalmente foram avaliadas trés técnicas de
criopreservagao em nitrogénio liquido utilizando-se dois crioprotetores (DMSO e glicerina). Em
todos os experimentos os cultivos foram mantidos com trocas semanais do meio e repiques
(subcultivos) a cada 15 dias e o desempenho das culturas e de seus respectivos repiques foi
avaliado através do percentual de viabilidade e morfologia celular. Os resultados mostraram
que células IDEB se adaptam bem aos dois sistemas de cultivo (aberto e fechado) podendo ser
cultivadas nos trés tipos de recipientes (placas de 24 orificios, tubos de 2 ml e frascos de 25
cm?). Quanto a suplementacao de soro fetal bovino, os resultados indicam que o SFB nacional
pode ser utilizado em substituicdo ao importado, ja que ndo foram observadas diferengas
significativas (p<0,05) entre as viabilidades dos cultivos. A estocagem sob refrigeragdo a 4°C
mostrou ser um método eficaz de preservagao das células IDE8 por pelo menos até 60 dias,
resultando em cultivos com elevada viabilidade celular. A técnica de congelamento lento-
gradual em nitrogénio liquido, utilizando o DMSO como crioprotetor, foi o Unico processo eficaz
e confiavel para a criopreservacdo de células IDE8. Concluiu-se que o cultivo da linhagem IDE8
€ um sistema continuo in vitro vidvel, confiavel e perfeitamente adaptado as condigbes
brasileiras, disponibilizando um modelo experimental para o estudo das varias
hemoparasitoses animais e humanas em nosso pais.

Palavras chave: cultivo in vitro, carrapato, manutengao, preservagao.




ABSTRACT

The continuous cultivation of IDE-8 cell lines, derived from embrionary cells from [xodes
scapularis ticks, represents an important tool for the study of tick-born pathogens transmitted to
humans and animals. Although few research groups have succeeded to infect in vitro IDE-8 cell
lines with some species of rickttesia, little is known about their biology and the best conditions
for maintenance and cryopreservation of cells. Considering that this cell line has never been
cultured in Brazil, the present study had the objective of defining the culture conditions,
optimizing the maintenance, expansion and preservation of an IDE-8 cell line in Brazil, with the
aim to propose its use as a model for in vitro infection and multiplication of Brazilian strains of
rickettsia and other hemoparasites. A flask containing IDE-8 cell suspension was used to
provide replicates that were cultured in an open system (24-well plates) and in two closed
systems (2-ml tubes and 25-cm? flasks). In a second experiment, the supplementation of IDE-8
cells with two distinct fetal calf sera (a Brazilian and an imported) was evaluated. In a third
experiment the storage of cultures under refrigeration at 4 °C was evaluated during periods up
to 60 days. In addition, three techniques of cryopreservation in liquid nitrogen using two
cryoprotectors (DMSO and glycerin) were tested. In all experiments, culture media were
changed weekly and subcultures were carried out every 15 days. The development of cultures
and subcultures was evaluated by the percentage of viability and cellular morphology. The
results demonstrated that IDE-8 cells were able to adapt to the two culture systems (open and
closed) and were equally cultivated in all three types of recipients (24-well plates, 2-ml flasks
and 25 cm’flasks). Regarding serum supplementation, the results indicate that the imported
fetal calf serum can be replaced by the Brazilian calf serum, as no significant .differences
(p<0.05) were seen among culture viabilities. The storage under refrigeration at 4 °C proved to
be an efficient method for preservation of IDE-8 cells for up to 60 days, resulting in high cellular
viability. The technique in which cryopreservation was slow and gradual in liquid nitrogen using
DMSO as cryoprotector was the only efficient and reliable process for cryopreservation of IDE-8
cells. It was concluded that the cultivation of this IDE-8 cell line is a viable in vitro system, well
adapted to the Brazilian conditions, with potential use as an experimental model for the study of
several hemoparasites of humans and animals in Brazil.

Key words: cultivation in vitro, tick, maintenance, preservation.
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1. INTRODUGAO

O cultivo de células e 6rgaos & uma técnica
amplamente  aplicada em  diferentes
disciplinas, desde as ciéncias basicas e
biologia molecular até a biotecnologia
(Freshney, 1986). Os sistemas de cultivo in
vitro possibilitam a produgdo de antigenos
em larga escala, o desenvolvimento de
pesquisas sobre interagado, infecgdo e ciclo
biolégico de microorganismos, testes de
eficiéncia de drogas, dentre outras inimeras
aplicagodes.

O cultivo de células de carrapatos alcangou
o estabelecimento da sua primeira linhagem
30 anos atras (Varma et al., 1975) e, hoje,
as linhagens estabelecidas sao valiosas
ferramentas, sendo utilizadas para a
propagagdao de muitos patogenos. E
importante ressaltar as limitagbes de se
obter material antigénico de hemoparasitas.

Normalmente s&o realizadas infecgbes
experimentais sucessivas em animais
susceptiveis. Estes procedimentos séo

acompanhados de um alto custo devido a
manutencado de animais esplenectomizados
e livres de agentes patogénicos (ecto e
hemoparasitas, bactérias, virus). Além
disso, muitas vezes o material obtido
apresenta riscos de contaminagdes por
células animais e patogenos que
comumente infectam estes animais (Kocan
et al., 2001).

A producédo de antigenos a partir de células
cultivadas de carrapatos comparada a
infecgao experimental de animais
susceptiveis & mais simples e demanda, em
geral, menor custo de manutengdo.
Atualmente alguns sistemas de cultivos de
células de carrapatos ja possibilitam o
cultivo de antigenos, livres de membranas
animais ou patégenos, para serem utilizados
em testes de diagnostico (Saliki et al., 1998;
Rodgers et al., 1998) e no desenvolvimento
de vacinas (Blouin et al., 1998; Kocan et al.,
2001; de la Fuente et al., 2002).

Apesar de algumas desvantagens do
sistema, como o custo de materiais e
reagentes, o cultivo in vitro apresenta

vantagens como o controle rigoroso do
ambiente, a possibilidade de caracterizagédo
e homogeneizagao de amostras e questoes
éticas. Todas estas vantagens tém sido
demonstradas em trabalhos desenvolvidos
com as ceélulas IDE8 (Munderlioh et al.,
1994), uma linhagem embrionaria de células
do carrapato Ixodes scapularis, o que
motiva novos estudos sobre a manutengao
e a possibilidade de infecgbes da linhagem
com amostras brasileiras de riquétsias.

Recentemente a Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais
obteve, através de um acordo
interinstitucional com a University of
Minnesota, uma amostra da linhagem de
células IDE8. Este trabalho, portanto, é a
primeira tentativa de cultivo desta linhagem
no Brasil e representa a possibilidade de
estabelecimento de varios agentes em
cultivo in vitro, especialmente o Anaplasma
marginale, a Ehrlichia canis, dentre outras
riquétsias.

Apesar do éxito de infecgbes in vitro de
algumas espécies de riquétsias em células
IDE8 por outros grupos de pesquisa, pouco
ainda se conhece sobre a biologia e
melhores condigdes de manutengdo e
criopreservacao dessa linhagem celular.
Considerando que o conhecimento desses
parametros & essencial para a proposigao
de uso da IDE8 como modelo in vitro para
crescimento e multiplicagdo de amostras
brasileiras de riguétsias, o presente trabalho
tem como objetivo definir as condigées de
cultivo, otimizando a manutencdo, expanséo
e preservagdo da linhagem IDE8 nas
condigdes brasileiras.

2. LITERATURA CONSULTADA

Os carrapatos sdo vetores de diversos
patdbgenos que acometem humanos e
animais e, por esta razdo, tém sido alvo de
investigacdes visando expandir o]
conhecimento sobre a biologia, transmissao
e ciclo de vida de microorganismos de que
sao vetores.
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O interesse por patdégenos transmitidos por
carrapatos cresceu com a emergéncia da
Doenga de Lyme e mais recentemente com
as erliquioses humanas e animais. Para

facilitar as pesquisas sobre estas doengas:

durante a fase que envolve o vetor, novas
linhagens de células de carrapatos geradas
a partir da espéecie [. scapularis foram
desenvolvidas, contribuindo para a evolugao
das investigagbes in vitro. Muitas espécies
de [xodes sdo importantes vetores de
patdgenos de mamiferos em diferentes
regides do mundo (Munderloh et al., 1994).
A encefalite viral, a doenga de Lyme e
protozoarios como a Babesia microti sdo
transmitidos por carrapatos Ixodes (Heinz e
Kunz, 1980; Burgdorfer et al., 1982; Lane et
al., 1991; Spielman et al, 1985), o que
demonstra a importancia deste género como
vetor. Aléem disto, o conhecimento dos
eventos do ciclo biologico de riquétsias nos
carrapatos-vetores € de grande importancia
na transmissdo de agentes infecciosos aos
animais e também podem ter influéncia na
patogenicidade frente ao hospedeiro
vertebrado (Munderloh et al., 1999).

Dentre 0s principais organismos
transmitidos pelos carrapatos estdo os
representantes da ordem Rickettsiales que
sdo classificados em duas familias:
Anaplasmataceae e Rickettsiaceae baseado
em andlises genéticas de rRNA 16S,
groESL e genes de proteinas de superficie
(Dumler et al., 2001).

O género Anaplasma inclui agentes como A.
marginale, causador da anaplasmose em
ruminantes, e A. phagocytophila
(reclassificagao de Ehrlichia phagocytophila,
E. equi e o agente da erliquiose
granulocitica humana — HGE, semelhantes
entre si), que afeta equinos e humanos
produzindo a erliquiose granulocitica.

O género Ehrlichia inclui, dentre outras, a E.
ruminantium (reclassificagdo de Cowdria
ruminantium), o agente da cowdriose em
ruminantes, e a E. canis e a E. chaffeensis
que acometem principalmente canideos e
humanos, respectivamente, produzindo a

12

erliquiose  monocitica  ou
subclinicas (Dumler et al., 2001).

infecgbes

Devido a importancia dessas riquétsias,
trabalhos utilizando células de carrapatos
tém sido realizados e demonstram a boa
adaptagao e crescimento de muitos destes
patdgenos de importancia medica e
veterinaria  (Bell-Sakyi, 2004a). Neste
contexto, linhagens celulares de carrapatos
sao valiosas ferramentas de pesquisa e tém
sido usadas em estudos de arbovirus,
espiroplasmas e protozoarios, oferecendo
material conveniente para pesquisas em
citogenética, citofisiologia, biogquimica e
propriedades imunogénicas de carrapatos
(Kurtti et al., 1982).

A primeira tentativa registrada de cultivo de
tecidos de carrapatos ocorreu 53 anos atras
(Weyer, 1952), em que foram mantidos
varios tecidos inespecificos do
Rhipicephalus bursa por aproximadamente
oito dias. Novas tentativas foram realizadas
com ninfas, observando dque celulas
sobreviveram por cinco meses (Martin e
Vidler, 1962; Yunker e Cory, 1965). Em
seguida, ovos de carrapatos passaram a ser
material de estudos para tentativas de
cultivos primarios (Eide e Caldwell, 1973).
Finalmente, a primeira linhagem foi
estabelecida através de tecidos de
carrapatos marrons africanos, Rhipicephalus
appendiculatus (Varma et al., 1975). Os
estabelecimentos das linhagens continuas
derivadas do R. appendiculatus (Varma et
al., 1975), de embribes do Dermacentor
parumapertus (Bhat e Yunker, 1977) e do
Boophilus microplus (Pudney et al., 1979;
Holman e  Ronald, 1980)  foram
conseqléncia do avango dos métodos de
cultivo de células de carrapatos,
particularmente a introdugao do meio L-15
(Leibovitz).

Hoje, segundo Bell-Sakyi (2004b) ha
aproximadamente 13 linhagens celulares
estabelecidas de sete géneros de
carrapatos de importadncia médica e
veterinaria (Tabela 1).




Tabela 1. Espécies de carrapatos dos quais se derivam linhagens continuas estabelecidas e

disponiveis atualmente.

Espécie de carrapato Origem Referéncia Bibliografica

Amblyomma variegatum Larvas Bell-Sakyi et al., 2000b

Anocentor nitens Embrides Kurtti et al., 1983

Boophilus decoloratus Embrides Bell- Sakyi, 2004a
Pudney et al., 1979; Holman e Ronald,

B. microplus Embrices 1980; Holman, 1981; Kurtti et al., 1988;
Bell-Sakyi, 1992.

Dermacentor albipictus Embrides Munderloh et al., 1996a

D. andersoni Embrices Simser et al., 2001

D. parumapertus Embrices Yunker et al., 1981

D. variabilis Embrices Yunker et al., 1981

Hyalomma anatolicum anatolicum Embridoes
Ixodes ricinus Embriées
I. scapularis Embrides

Rhipicephalus appendiculatus

R. sanguineus Embrides

Embrices/Ninfas

Bell-Sakyi, 1992

U. Munderloh (ndo publicado); Bell-
Sakyi, 2004a

Munderloh et al., 1994

Kurtti et al., 1982; Bell, 1983; Varma et
al., 1975; Bell-Sakyi, 1992.

Yunker, 1987; Yunker et al., 1987;
Kurtti et al., 1982

Fonte: Bell-Sakyi, 2004b (adaptada)

A IDE8 € uma linhagem continua de células
embrionarias originadas do carrapato Ixodes
scapularis. Estabelecida em 1994, ela é
mantida em meio L-15B (Leibovitz), com pH
proximo de 7,2, suplementado com 5% de
Soro Fetal Bovino (SFB), 10% de Caldo de
Triptose Fosfatada (CTF) e 0,1% de
Lipoproteina Bovina Concentrada (LBC).
Geralmente as monocamadas sao
progagadas em frascos com area de 25
cm®. A temperatura de manutengdo deve
ser de 30 °C (+ 2°C) (Munderloh et al.,
1994), o meio trocado semanalmente e as
células aderidas se multiplicam dobrando a
populagdo em 3-5 dias, com densidade de
aproximadamente 5x10° celulas/ml
(Munderloh et al., 1996a).

Alguns estudos ja foram realizados para a
manutengao de patogenos em IDES8, dentre
eles o A. marginale, que infecta eritrocitos
bovinos  (Blouin e Kocan, 1998).
Aproximadamente vinte espécies de
carrapatos podem estar envolvidas na
transmissao da anaplasmose no mundo
(Dikmans, 1950; Ewing, 1981). O A.
marginale se multiplica em hemacias de
bovinos (Ristic e Watrach, 1963) e em
varios tecidos do seu vetor (Kocan et al.,
1992), o que sugere que as células de

carrapatos sdo mais apropriadas para o
cultivo in vitro deste agente (Munderloh et
al., 1996a). A escolha da IDE8 para o cultivo
do A. marginale se baseia nas
caracteristicas primitivas e fagocitarias da
linhagem e propensdo do agente em
infectar diferentes tipos de tecidos do seu
vetor natural.

Somente a IDE8 dentre quatro linhagens
inicialmente  testadas foi capaz de
proporcionar o desenvolvimento do A.
marginale, apesar de o . scapularis nao ser
o vetor natural dessa bactéria (Munderloh,
et al.,, 1996a). A adaptagdo do A. marginale
a essa linhagem mostra que as células da
IDE8 sao capazes de promover um
ambiente apropriado para crescimento e
desenvolvimento de riquétsias (Blouin e
Kocan, 1998). Observa-se uma semelhanga
morfologica entre o A. marginale cultivado
em células IDE8 e encontrado em
carrapatos naturalmente infectados,
mantendo-se ainda similaridades no ciclo de
desenvolvimento. Embora este
desenvolvimento seja aparentemente
dependente de fatores fisiologicos induzidos
pela alimentacdo do vetor, o cultivo in vitro
pode facilitar o entendimento do ciclo
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biolégico do A. marginale (Blouin e Kocan,
1998).

No Brasil, uma variagdo morfologica foi
reportada entre A. marginale baseada na
presenga de um isolado com apéndice
(Ribeiro et al, 1997). Estudos de
transmissibilidade por ixodideos e de
microscopia eletronica demonstraram que
isolados sem apéndice se multiplicam em
células epiteliais do carrapato B. microplus,
vetor biolégico da anaplasmose no Brasil
(Ribeiro e Lima, 1996). Entretanto, o isolado
com apéndice ndo foi capaz de infectar
carrapatos (Gongalves-Ruiz et al.,, 2005),
podendo este isolado estar associado a
transmissdo mecénica da anaplasmose,
através da picada de artropodes ou fomites
contaminados por sangue infectado. Estes
relatos motivam uma investigagao para se
determinar a possibilidade de cultivo do
isolado brasileiro de A. marginale com
apéndice em células IDES.

Outros patogenos ja foram estabelecidos
em IDE8 como a riquétsia E. ruminantium
causadora de cowdriose (“Heartwater") que
afeta ruminantes e é transmitida por
carrapatos do género Amblyomma (Camus
et al., 1996). As primeiras tentativas de
cultivo de E. ruminantium em ceélulas destes
artropodos datam aproximadamente 30
anos (Andreasen, 1974), mas apenas apos
o0 sucesso do cultivo de outras riquétsias
como a E. canis (Ewing et al., 1995; Kocan
et al., 1998), E. equi (Munderloh et al.,
1996b) e A. marginale (Munderloh et al.,
1996a) em células do carrapato /.
scapularis, que os cultivos de E.
ruminantium obtiveram éxito também em
IDE8 (Bell-Sakyi et al., 2000a, Bell-Sakyi et
al., 2000b). Em 2002, realizou-se o primeiro
cultivo com éxito de um isolado europeu de
A. phagocytophila (reclassificagao de E.
phagocytophila) em  duas linhagens
continuas de células derivadas do carrapato
I. scapularis: IDE8 e ISE-6 (Woldehiwet et
al., 2002). O [. scapularis é provavelmente o
vetor natural da erliquiose egliina causada

pela E. equi (semelhante ao A.
phagocytophila pela reclassificagao
genética) e um trabalho realizado

cultivando-se o agente em IDE8 obteve
sucesso (Munderloh et al., 1996b). Quanto a
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E. canis, poucos estudos foram realizados
até agora envolvendo cultivo do agente em
células de carrapatos. Em busca de mais
informagoes, pesquisadores  testaram
muitas linhagens, inclusive derivadas do
vetor natural R. sanguineus, mas apenas a
IDE8 demonstrou resultados positivos
(Ewing et al., 1995; Kocan et al., 1998).
Estes exemplos demonstram que a IDE8 e
susceptivel a infecgdo de riquétsias, sendo
estas transmitidas ou ndo pelo I. scapularis.

Sabendo-se das dificuldades e limitagdes da
produgdo de material antigénico de
hemoparasitas através de infecgoes
experimentais em animais susceptiveis,
como o custo de manutengdo destes
animais e motivagoes éticas, os sistemas de
cultivo em células de carrapato oferecem
uma diversidade de materiais para anadlises
moleculares de patégenos que dificilmente
poderiam ser obtidos em quantidade
suficiente em carrapatos intactos (Bell-
Sakyi, 2004a). Por estas razbes, a
propagagao de riguétsias em células de
carrapatos tem sido alvo de muitos estudos,
alcangando-se avangos na produgdo de
antigenos para testes diagndsticos, vacinas
e pesquisas sobre a biologia destes
microorganismos.

Um exemplo de sucesso de cultivo em
células de carrapatos € a propagagao do A.
marginale em IDE8. O crescimento do
patogeno nestas células tem sido utilizado
para producdo de antigenos para ELISA
(Saliki et al., 1998), preparagdes vivas ou
inativadas para imunoensaios experimentais
em bovinos (Blouin et al.,, 1998; Kocan et
al.,, 2001), desenvolvimento de testes com
drogas in vitro (Blouin et al., 2002b) e uma
série de outros estudos sobre a expresséo
das proteinas principais de superficie
(Blouin et al., 2003). A IDE8 provou ser um
bom modelo para os estudos das interagdes
entre o A. marginale e carrapatos. As
informagdes obtidas através deste sistema
de cultivo podem ser aplicadas a outros
patégenos transmitidos por carrapatos que
se propagam nesta linhagem celular (Blouin
et al., 2002a).

O estabelecimento e manutengao de
amostras de A. marginale em outros




sistemas in vifro, como células de
mamiferos e invertebrados, incluindo células
do carrapato D. variabilis (Marble e Hanks,
1972; Erp e Fahrney, 1975; Mazzola et al.,
1976; Davis et al, 1978; McHolland e
Trueblood, 1981; Swann et al., 1981,
Samish et al.,, 1988) foi acompanhado de
insucessos e limitagbes. Alem disso, a
inexisténcia de um sistema de cultivo de
células de carrapatos adequado a
multipligdo dessa riquétsia no Brasil, faz
com que o estabelecimento e manutengado
da IDE8 represente um enorme avango
possibilitando estudos de caracterizagao
das varias amostras brasileiras ja isoladas.

Originalmente, cultivo de tecidos era a
denominagdo dada a cultura de expanséo
de fragmentos teciduais, quando estes
mantinham, pelo menos parcialmente, a
integridade histologica. Atualmente esse
termo se tornou genérico e define tanto a
cultura de érgaos, em que um fragmento ou
um orgao embrionario inteiro &€ expandido,
retendo a arquitetura tecidual, quanto a
cultura de células, em que o tecido se
dispersa mecanica ou enzimaticamente, ou
ainda por migragdo esponténea, podendo
se propagar como uma suspensdo de
celulas ou como monocamada formada.
Enquanto o cultivo de orgdos apresenta
diferenciagbes histolégicas e algumas
limitagbes quanto a sua propagagido, o
cultivo  celular perde a  estrutura
arquitetbnica e suas células possuem a
capacidade de se propagar através de

repiques idénticos, podendo ser
caracterizadas e preservadas pelo
congelamento (Freshney, 1986).

Apo6s varias subculturas, uma linhagem

celular pode morrer ou se transformar em
uma linhagem celular continua. As
linhagens continuas apresentam vantagens
como otimas medias de crescimento, baixa
necessidade de soro e facilidade de cultivo
em meio simples, além da capacidade de
crescimento em  suspensdo. Como
desvantagens observa-se a instabilidade
cromossomal, divergéncia fenotipica do
orgao original e perda dos marcadores
teciduais especificos (Freshney, 1986).

Quando uma célula é removida de seu
tecido original ou organismo e transferida
para cultivo, o meio deve propiciar ambiente
de condigbes favoraveis que esta célula
teria in vivo. Apenas desta maneira a célula
é capaz de sobreviver, proliferar e se
diferenciar. Dentre os fluidos biolégicos que
determinam o sucesso de uma cultura de
células fora de um organismo, o soro
apresenta maior significancia. A
concentragdo ideal para garantir o
crescimento 6timo de uma cultura pode
variar de 5 a 20% de soro (Maurer, 1986).

O soro é composto de uma complexa
mistura de  pequenas e  grandes
biomoléculas com diferentes atividades de
promogdo e inibigdo de crescimento. A
principal fungédo do soro é fornecer fatores
hormonais que estimulem o crescimento
celular e suas fungoes, fatores de adeséo e
expansdo e transporte de proteinas
carregadoras de hormdnios, minerais,
lipideos etc. Os fatores de crescimento
presentes no soro podem ser especificos
para celulas em estagios distintos de
diferenciagcdo. Dentre os hormoénios, a
insulina & essencial para o crescimento
celular, enquanto que os glicocorticoides
podem ser favoraveis ou inibitérios,
dependendo do tipo de célula cultivada.
Algumas células requerem outros hormonios
esteroides (estradiol, testosterona,
progesterona) ou hormoénios da tiredide. O
papel mais importante do soro estd na
promogdo de adesdo e expansao de uma
linhagem através de fatores como o
colageno, fibronectina, dentre outros. O soro
também fornece proteinas ligantes que
carregam, por exemplo, vitaminas, lipideos
e hormonios. A riqueza de tipos variados de
lipideos do soro €& essencial para a
sobrevivéncia e particularmente para o
crescimento da célula. Ja os minerais
podem agir como co-fatores de enzimas
(Maurer, 1986).

Dentre as principais desvantagens do uso
do soro em cultivo de células estdo o
aumento do risco de contaminagdo por
virus, fungos e micoplasmas e seu elevado
custo, principalmente no caso do soro fetal
bovino. Existem soros produzidos por varias
empresas especializadas, mas apesar do
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rigoroso controle, ndo se sabe se a
utilizagdo de soros de marcas diferentes
pode afetar o desempenho de uma
linhagem celular.

O substrato utilizado para o cultivo celular
pode ser o plastico ou o vidro. Normalmente
usa-se o plastico tratado adequadamente
para aderéncia celular com poliestireno que
proporciona uma rede de carga negativa na
superficie. Existem diversos recipientes de
variadas dimensdes para o cultivo de
células, como frascos, tubos, placas
multiwells e placas de petri. Placas de 24
orificios sdo recomendadas quando ha
necessidade de um maior numero de
repiqgues simultaneos, enquanto que os
frascos e tubos sdo indicados para amostras
que serao manuseadas em tempos
diferentes. As placas de petri tém menor
custo e facilitam processos de coloragdo e
extragdo. Recipientes sem ventilagdo
(sistemas fechados) sdo utilizados quando
ndo ha necessidade de incubagdo em
umidade e CO,, oferecendo também maior
protegdo contra contaminagdes (Freshney,
1986). A entrada de ar no recipiente pode
alterar o pH do meio de cultura e, por esta
razao, € importante que se defina se essa
alteragdo € suficiente para diminuir o
desempenho da cultura de IDES,
inviabilizando o uso de sistemas abertos.

Quanto a preservagdo das células, o
congelamento em nitrogénio liquido é
vantajoso por conservar as células por
tempo quase que infinito. Quando se
objetiva uma pequena parte de células em
atividade, o estoque em nitrogénio liquido &
essencial  (Hay, 1986). Porem o
congelamento de células de carrapatos na
pratica apresenta dificuldades, sendo que
muitas vezes, as células descongeladas ndo
sdo mais viaveis (Bell-Sakyi, 2003; Blouin,
2004 Comunicagdao Pessoal). Acredita-se
que os danos celulares induzidos pelo
congelamento e descongelamento sejam
causados pela formagdo de cristais de gelo
intracelulares e por efeitos osmdéticos. A
adigcao de agentes crioprotetores, como o
dimetilsulfoxido (DMSO) e a glicerina e a
escolha de técnicas de congelamento e
descongelamento adequadas podem
minimizar as injurias celulares (Hay, 1986).
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Crioprotetores exercem importante fungao
de proteger as células enquanto
armazenadas em nitrogénio liquido (-196°C)
ou seu vapor (-120°C). O DMSO é um
solvente quimico dipolar, com rapida
penetracdo afravés de  membranas
biolégicas (Brayton, 1986). Ele possui mais
de trinta efeitos farmacologicos, sendo o
Unico elemento que pode substituir a
molécula de agua nos sistemas organicos,
interagindo ou combinando com varios
componentes (acidos nucléicos, proteinas,
carboidratos e lipideos) sem, contudo,
alterar irreversivelmente a configuragao
molecular (Sojka et al., 1990). O efeito
inibitério do DMSO sobre o crescimento de
bactérias também foi documentado por
pesquisadores (Alsup e DeBowes, 1984). Ja
a glicerina possui efeito crioprotetor no
congelamento de células (Polge et al,
1949), sendo muito utiizada em
congelamento de gametas e embrices. Rall
e Polge (1984) demonstraram em
experimento com embrides de ratos que a
glicerina determina superior ou igual
protegdo contra efeitos prejudiciais do
congelamento e descongelamento
comparada ao DMSO.

O wuso de técnicas inadequadas de
congelamento de células originadas de
carrapatos ja acarretou em perdas de
linhagens inteiras (Munderloh et al.,, 1994).
Pelo fato do congelamento destas linhagens
apresentar dificuldades e riscos, observa-se
a necessidade do estabelecimento de
tecnicas de conservagao por curtos
periodos, sem que haja o uso do nitrogénio
liquido.

A diversidade de linhagens de carrapatos, a
variedade dos meios de cultura e das
temperaturas de incubagdo suportados
pelas ceélulas destes ixodideos e a
capacidade de transferéncia da infecgao
entre carrapatos e mamiferos oferecem
muitas possibilidades de manipulagcao in
vifro para investigagdo das relagdes
celulares e moleculares entre patogenos
brasileiros, seus vetores e seus hospedeiros
vertebrados.




3. OBJETIVOS
3.1- Objetivo geral

Avaliar  condigdbes de  manutengao,
expansao e preservacgao da linhagem IDE8
in vitro.

3.2- Objetivos especificos

1. Avaliar o uso de recipientes plasticos
(placas, tubos e frascos) de sistemas
aberto e fechado no cultivo de IDES;

2. Avaliar o efeito de duas marcas de soro
fetal bovino (importada e nacional) no
cultivo de células IDES;

3. Avaliar a refrigeragdo a 4°C como
método de preservagdo de células IDE8S
por curtos periodos (até 60 dias);

4. Avaliar trés técnicas de congelamento
em nitrogénio liquido (congelamento
rapido, em etapas e lento-gradual),
utilizando DMSO e Glicerina P.A. como
crioprotetores na preservagdo de
células IDES.

4. MATERIAL E METODOS
4.1- Linhagem IDES8

A linhagem IDES8, originada de células
embrionarias do carrapato Ixodes
scapularis, foi gentiimente cedida pela Dra
U.G. Munderloh (University of Minnesota,
USA) na forma de células vivas em
suspensdo. O cultivo da linhagem foi
realizado no Laboratério de Protozooses do
Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva (LP/DMVP) - Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de
Minas Gerais. As células foram mantidas em
tubos plasticos tratados com poliestireno
contendo 2 ml de meio L-15 Completo
(Sigma®) (Anexo 1 e 2), em pH proximo de
7,2, suplementado com 5% de Soro Fetal
Bovino (SFB) (Sigma®) inativado, 10% de
Caldo de Triptose Fosfatada (CTF)
(Sigma®), 0,1% de Lipoproteina Bovina
Concentrada (LBC) (Sigma®), 0,1% de L-
glutamina e 0,1% de  antibidtico
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(Penicilina/Estreptomicina). A temperatura
de manutencao foi de 30°C (+ 2 °C). O meio
era trocado semanalmente e as subculturas
feitas quinzenalmente.

4.2- Avaliagao das culturas de IDE8
Viabilidade celular

Em todos os experimentos avaliou-se a
viabilidade celular através do método de
exclusdao do Azul de Tripan. Esse método
consiste no fato de que este corante, nao
sendo lipofilico, normalmente ndo entra nas
células, o que passa a ocorrer no caso de
ruptura da membrana plasmatica, indicando,
a morte celular. Portanto, as células que se

coram de azul e apresentem limites
irregulares estdo rompidas e,
consequentemente, mortas. As células

vivas, enfretanto, se apresentam incolores,
com membrana refringente, limites definidos
e forma arredondada.

De cada cultura de células, 50 ul da
suspensdo obtida apés desorganizagdo da
monocamada para a realizacdao de
subculturas foram colhidos e colocados em
um tubo de hemolise contendo 450 ul de
Azul de Tripan 0,3% e em seguida
homogeneizados. As  celulas  foram
visualizadas em Camara de Neubauer e o
percentual de viabilidade calculado pelo
resultado do numero de células viaveis
(vivas), dividido pelo nimero total de células
contadas (vivas e mortas), multiplicado por
100x.

Morfologia celular

A morfologia celular foi avaliada através da
observagdo das culturas pelo microscopio
invertido (ausJENA®) e de impressoes
confeccionadas em |aminas de vidro a partir
de uma amostra de cada cultura de IDE8
pela centrifugagdo de 50ul de suspensdo
das células a 67 x g por 1 minuto em
Citospin® (Modelo 248 - FANEM). As
laminas foram fixadas em metanol P.A.
(duas vezes por dez minutos), coradas em
solucdo de Giemsa 8% por 30 minutos,
lavadas, secas e examinadas em
microscopio optico (1000x).
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4.3- Experimento 1: Cultivo da IDE8 em
sistemas fechado e aberto

A manutengdo da IDE8 foi testada neste
trabalho em trés diferentes recipientes
plasticos proprios para cultivo, tratados com
poliestireno, objetivando-se comparar o
desempenho entre as culturas. Suspensdes
de células com concentragdo celular
idéntica (6,7 x 10° células/ml) foram
distribuidas em frascos de 25 cm? (NUNC™),
contendo 5 ml de meio completo, tubos “flat-
sided” (NUNC™), com 2 ml de meio
completo e placas de 24 orificios, com 1 ml
de meio completo em cada orificio (Cell
Wells - Corning®). Os frascos de 25 cm? e
0s tubos “flat-sided” representam sistemas
fechados de cultivo, enquanto que as placas
de 24 orificios sdo consideradas sistemas
abertos por permitirem circulagdo de ar
entre o meio externo e interno do recipiente.
Para cada tipo de recipiente foram feitas
duas replicas. A manutengdo das culturas
foi realizada de maneira idéntica, sendo o
meio completo suplementado com soro fetal
bovino importado  (Sigma®) trocado
semanalmente e as subculturas realizadas
quinzenalmente. O desempenho celular nos
diferentes recipientes foi comparado por
critérios de viabilidade e morfologia das
celulas visualizadas pelo  microscopio
invertido e pela coloragdo de Giemsa,
conforme item 4.2.

4.4- Experimento 2: Cultivo da IDE8 com
suplementacgao de distintos soros

Duas marcas de Soro Fetal Bovino (SFB):
uma importada (Sigma®) e outra nacional
(Cultilab®) foram avaliadas quanto ao
desempenho proporcionado as culturas de
IDE8. As células foram cultivadas em placas
de 24 orificios (Cell Wells - Corning®)
proprias para cultivo celular. Foram
disponibilizados quatro orificios com células
(réplicas) contendo 1 ml de meio completo
suplementado com SFB importado e mais
quatro orificios com meio completo
suplementado com SFB nacional. Os meios
suplementados com os dois tipos de SFB
eram trocados semanalmente e as
subculturas realizadas quinzenalmente. As
avaliagbes de desempenho das culturas e
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subculturas foram feitas através de teste de
viabilidade e analise de morfologia celular
por observagdo em microscopio invertido e
por laminas coradas, conforme item 4.2.

4.5- Experimento 3: Cultivo da IDE8 apos
crescentes periodos de estocagem sob
refrigeragdo a 4 °C

Com o objetivo de facilitar a preservagéo da
linhagem por curtos periodos, 10 ml de uma
suspensao com concentragdo conhecida de
células (3,8 x 10° células/ml) em meio L-15
completo suplementado com SFB Sigma®
foi mantida refrigerada a 4 °C em um tubo
Falcon® de 15 ml por um periodo de até 60
dias. A cada 15 dias a suspensdo era
homogeneizada e aliquotas de 1 ml da
mesma eram colocadas em tubos “flat-
sided” (NUNC™) contendo mais 1 ml de
meio completo suplementado com SFB
Sigma®. A partir do primeiro subcultivo, as
culturas originadas da suspensdo de IDE8
sob refrigeragdo foram avaliadas quanto a
viabilidade e morfologia, conforme item 4.2.
Os subcultivos foram feitos aos 15, 30, 45 e
60 dias apos a passagem para os tubos
“flat-sided” proprios para cultivo. As
condicbes de manutengdo das culturas
foram semelhantes as anteriormente
descritas, com trocas de meio semanais e
subculturas quinzenais.

4.6- Experimento 4: Cultivo da IDE8 apés
criopreservagao em nitrogénio liquido

Foram avaliadas trés técnicas para o
congelamento da IDE8 em nitrogénio liquido
utilizando-se dois crioprotetores distintos, o
Dimetilsulfoxido (DMSQ) e a Glicerina P.A..
Uma dnica cultura de IDE8 teve sua
monocamada desorganizada, homogeneizada
em seu meio completo e esta suspensao foi
centrifugada a 250 x g por 10 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em 9 ml de meio completo
fresco suplementado com SFB Sigma®.
Dezoito aliquotas de 0,5 ml foram
preparadas a partir desta suspensao, sendo
que metade destas aliquotas recebeu mais
0,5 ml (cada) de mistura de congelamento
com crioprotetor DMSO e a outra metade
mais 0,5 ml de uma segunda mistura de
congelamento com crioprotetor glicerina




(P.A.) (Anexo 3). Compostos entdo os 18
tubos de congelamento, estes foram
divididos em trés grupos de acordo com a
técnica de congelamento adotada. O
primeiro grupo composto de trés tubos de
congelamento com DMSO e trés com
Glicerina P.A. foi congelado pela técnica de
congelamento rapido, em que os tubos
foram imersos imediatamente em nitrogénio
liguido. No segundo grupo, também
composto por trés tubos de congelamento
com DMSO e trés com Glicerina P.A,,
empregou-se a técnica de congelamento em
etapas em que os tubos foram mantidos
durante 30 minutos a 4°C, seguidos de 30
minutos a — 20 °C e, finalmente, imersos em
nitrogénio liquido. O terceiro grupo, com
composicao semelhante ao primeiro e
segundo grupos, foi congelado pela técnica
de congelamento lento-gradual (Munderloh
et al, 1994, com modificagdes:
concentragdo do DMSO na mistura de
congelamento - 6%, uso de glicerina 6% e
material usado para a imerséo dos tubos de
congelamento no botijdo de nitrogénio
liquido) em que os tubos de congelamento
se encaixaram em um suporte fixo na
abertura do botijdo de nitrogénio liquido, e
através de um sistema de manivela, este
suporte foi abaixado de forma que os tubos
entraram em contato lentamente com o
vapor e em seguida com a porgao liquida do
nitrogénio. Junto ao suporte, foi colocado
um termoOmetro para garantir a queda de
temperatura de -1°C por minuto. A
temperatura inicial foi de 0°C, chegando a
—30°C ap6s 30 minutos, quando os tubos
foram, por fim, imersos na porgao liquida do
nitrogénio.

Apods oito dias estocados em nitrogénio
liquido, os contelidos de todos os tubos de
congelamento sofreram descongelamento
rapido em banho-maria a 37°C (Munderloh
et al.,, 1994), foram centrifugados a 250 x g
por 10 minutos a 4°C e, ap6s desprezar o
sobrenadante para retirada do crioprotetor,
as células foram ressuspendidas em 1,5 ml
de meio apropriado para o0 pos-
descongelamento (Munderloh et al., 1994,
com modificagdes: meio suplementado com
20% de SFB Sigma®) (Anexo 4) e
colocados individualmente em uma placa de
cultivo de 24 orificios (Cell Wells -

Corning®). No dia seguinte, o meio pos-
descongelamento foi trocado por meio pos-
descongelamento fresco. A substituigao
deste meio especial pelo meio completo
sem gentamicina e suplementado com
apenas 5% de SFB Sigma® foi realizada
apenas a partir do oitavo dia de cultivo. As
culturas foram avaliadas pela viabilidade e
morfologia das células. Subculturas feitas
apoés 15 e 30 dias do descongelamento
também foram avaliadas pelos mesmos
critérios.

A Figura 1 apresenta a representagao
esquematica dos experimentos realizados.

4.7- Andlise estatistica

Os meétodos estatisticos exigem
independéncia entre as unidades
experimentais para serem adequadamente
aplicados. A IDE8 é& uma linhagem de
células proveniente de uma u(nica cultura
“mae" estabelecida em 1994 por Munderloh
e colaboradores. Mesmo considerando a
provavel variagdo entre as células da cultura
inicial, a variabilidade esperada entre as
atuais culturas entdo existentes € minima e
as amostras obtidas a partir delas podem
ser consideradas réplicas.

Considerando-se a importancia de estudos
para obtengdo de melhores condigbes de
desenvolvimento da cultura, pode-se, neste
caso, utilizar-se de meios 'estatisticos para
comparar a viabilidade celular, utilizando o
coeficiente de variagdo (CV) reduzido,
provavelmente < 5%, com risco de haver
uma diferenciagdo entre tratamentos nao
confrmada pela percepgao critica do
pesquisador.

A comparagdao entre as viabilidades
celulares das culturas com diferentes
tratamentos foi realizada através do “Qui-
Quadrado” (%), baseado em Sampaio
(2002). Em algumas comparacgoes, obteve-
se apenas 1 grau de liberdade, sendo,
portanto, necessario realizar o calculo do
“qui-quadrado” ajustado (7_2,\ 1), proposto por
Yates (1934) para esta situagao. Valores da
analise estatistica dos experimentos estdo
descritos no Anexo 5 e os valores de +*
tabelado foram extraidos da Tabela contida
no Anexo 6.
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EXPERIMENTO 1:

Cultivo da IDE8 em sistemas

fechados e abertos

EXPERIMENTO 2:

Cultivo da IDE8 com suplementagao
de distintos soros

Grupo 1: placas de 24 orificios (1 ml)

Grupo 2: tubos plasticos (2ml)

Grupo 3: frascos de 25cm? (5ml)

(trocas semanais de meio)

Grupo 1: SFB importado
Grupo 2: SFB nacional
(trocas semanais de meio)

N

o

Subculturas de células (repiques) a cada

15 dias de cultivo

:

AVALIAGAO DA VIABILIDADE E
MORFOLOGIA DOS CULTIVOS E
SEUS RESPECTIVOS
SUBCULTIVOS

'

e

Grupo 1: apos 15 dias
Grupo 2: apos 30 dias
Grupo 3: apos 45 dias
Grupo 4: apos 60 dias
(Trocas semanais de meio)

Grupo 1: congelamento rapido*

Grupo 2: congelamento em etapas*

Grupo 3: congelamento lento-gradual®

* Grupos subdivididos, utilizando-se dois

crioprotetores: DMSO ou Glicerina P.A.
(Trocas semanais de meio)

EXPERIMENTO 3:

Cultivo da IDE8 apos
crescentes periodos de

estocagem sob refrigeragao a
4°C

EXPERIMENTO 4:

Cultivo da IDE8 apods
criopreservagao em nitrogénio
liquido

Figura 1: Representagdo esquematica dos experimentos realizados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Cultivo da IDE8 em sistemas fechado
e aberto de cultivo celular

Os cultivos da IDE8 em sistema aberto
(placas) ou em sistemas fechados (tubos ou
frascos) mostraram  resultados  bem
proximos quanto a viabilidade celular. Nos
primeiros 15 dias de cultivo, culturas em
tubos de 2 ml apresentaram melhor
desempenho, com viabilidade celular de
97,77%, sendo significativamente superior
aos demais recipientes testados (p<0,05).
As culturas em frascos de 25 cm?®
apresentaram 94,85% de viabilidade e as
cultivadas em placas 95,61% neste mesmo
periodo (Figura 2). Aos 30 e 45 dias de
cultivo, as culturas mantidas nos trés tipos
de recipientes obtiveram desempenhos
estatisticamente  semelhantes  (p<0,05)
(Figura 2). As viabilidades médias de cultivo
das passagens (subculturas) originadas das
culturas iniciais do experimento foram
estatisticamente  semelhantes  (p<0,05)
desde os primeiros 15 dias de cultivo
comparando-se os trés tipos de recipientes
(Figura 3).

Os cultivos mantidos em placas de 24
orificios apresentaram boa viabilidade
celular ao longo de 45 dias de cultivo e as
caracteristicas de sistema aberto das placas
parecem nao ter afetado o desempenho das
células IDE8 em relagdo as culturas
mantidas nos recipientes de sistema
fechado.

Nesse e nos demais experimentos a
avaliagdo morfologica feita em impressdes
coradas pelo Giemsa ndo revelou nenhuma
anormalidade nas células IDE8, que
apresentaram as mesmas caracteristicas
morfolégicas da primeira cultura da
linhagem recebida no laboratério (Figura 4).

A auséncia de diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) a partir dos 30 dias
de cultivo entre as culturas mantidas em
tubos de 2 ml, frascos de 25 cm? ou placas
de 24 orificios, sugere que todos esses
recipientes podem ser utilizados sem

comprometimento do desempenho da IDES8.
Entretanto, €& importante ressaltar que
frascos e tubos sdo indicados para amostras
que sdo manuseadas em tempos diferentes,
oferecendo ainda maior protegdo contra
contaminagbes por serem recipientes
fechados (Freshney, 1986) e as placas
(sistemas abertos) devem ser utilizadas
quando ha necessidade de um maior
namero de repiques simultaneos. O ideal &
que se utilize a placa por periodos mais
curtos ja que ela esta mais vulneravel a
contaminagdes por ndo possuir vedagao
completa como tubos e frascos.

5.2 Cultivo da IDE8 com suplementagao
de distintos soros

O desempenho das culturas de IDE8 que
tiveram meio suplementado com soro
importado foi semelhante ao desempenho
observado nas culturas mantidas com soro
nacional durante os primeiros 45 dias de
cultivo. Em ambas as condicbes de
suplementagdo nao foram detectadas
contaminagdes durante o cultivo.

Nos primeiros 15 dias de cultivo, os dois
grupos de culturas apresentaram uma
pequena queda na percentagem de células
viaveis, possivelmente pela adaptacéo
inicial em placas, ja que antes de se iniciar o
experimento a cultura de IDE8 estava sendo
mantida em tubos de 2 ml. Nos 30 dias
seguintes, as curvas de desempenho das
culturas com SFB nacional e importado
continuaram paralelas e proximas em
valores de percentagem de viabilidade sem
diferengas estatisticamente significativas
(p<0,05) (Figura 5). Comportamento
semelhante foi observado em todas as
subculturas feitas a partir das culturas que
iniciaram o experimento, observando-se que
estas passagens com soros importado e
nacional continuaram com valores préoximos
de viabilidade (Figura 6). Portanto, o uso
dos dois soros de distintas origens nado
resultou em diferengas estatisticamente
significativas nas percentagens de
viabilidade das culturas em passagens
posteriores.
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Dentre os fluidos biolégicos que determinam
0 sucesso de uma cultura de células in vitro,
0 soro apresenta maior significdncia
(Maurer, 1986). Ha desvantagens no uso do
soro em cultivo de células como o aumento
do risco de contaminacgdo por virus, fungos
e micoplasmas e seu elevado -custo,
principalmente no caso de soro fetal bovino.
Pelo elevado padrdo de controle de
qualidade, os soros produzidos por
empresas internacionais ganharam
credibilidade, embora tenham custos
extremamente altos, quando comparados
aos nacionais. Muitos sistemas de cultivos
ndo se adaptam a suplementagdo com SFB
nacionais, tornando inviavel a manutengao
de certas linhagens, ja que o soro fetal
bovino importado constitui o componente
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mais caro do sistema. Além disso, deve-se
ressaltar que muitas vezes existem
limitagbes de importagdo de produtos de
origem animal, a exemplo do que ocorre
atuaimente em relagdo a proibicdo de
importagdo de componentes biolégicos
oriundos de ruminantes de paises com
registros de casos de Encefalopatia
Espongiforme Bovina (EEB) ou de outros
paises considerados de risco pela
Secretaria de Defesa  Agropecuaria
(BRASIL, 2004). No presente trabalho, o
sucesso da suplementagdo da IDE8 com
SFB nacional possibilita, portanto, sua
manutengdo in vitro nas condigdes
brasileiras com custos muito menores e com
facilidades praticas.
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Figura 2: Viabilidade in vitro de células IDE8 mantidas em diferentes recipientes de cultivo.
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Figura 3: Viabilidade in vitro de subculturas de IDE8 mantidas em diferentes recipientes de
cultivo.
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Figura 4: Microfotografia de células IDE8 coradas com Giemsa, Bar. 10 pm
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Figura 6: Efeito de diferentes soros fetais bovinos (SFB) sobre a viabilidade in vitro de
subculturas de células IDE8
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5.3 Cultivo da IDE8 apos crescentes
periodos de estocagem sob refrigeracéo
a4°C

Observou-se que a IDE8 mantida sob
refrigeragé@o a 4°C pode ser recultivada apos
15, 30, 45 ou 60 dias mantendo alta
viabilidade celular. As células que
permaneceram por 15 dias a 4°C
demonstraram  alta  percentagem de
viabilidade (96,53%) ao serem recultivadas
em condigdes padrio (30°C + 2°C). As
viabilidades das celulas que deixaram a
refrigeracdo a 4 °C com 30, 45 e 60 dias
foram de 92,22%, 91,88% e 87,5%,
respectivamente. A cultura de IDE8 que
permaneceu por menor periodo sob
refrigeracdo a 4°C (15 dias) apresentou
melhor desempenho estatisticamente
significativo até os 30 dias de -cultivo
(p<0,05). Entretanto, apdés 45 dias de
recultivo em condi¢oes padrao, as quatro
culturas que permaneceram por 15, 30, 45 e
60 dias sob refrigeragdo apresentaram
viabilidades celulares equivalentes, sem
diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05) (Figura 7). Isto demonstra que
houve recuperagao das culturas que
permaneceram sob refrigeracao por mais de
15 dias, atingindo valores de viabilidade
proximos aos da cultura que permaneceu
por apenas 15 dias estocada a 4°C.

As subculturas originadas da cultura que
permaneceu por apenas 15 dias sob
refrigeracao também se apresentaram com
melhor desempenho em relagao as outras
culturas nos primeiros 15 dias de cultivo em
condi¢cGes padrao. Porém, ja aos 30 dias de
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cultivo, desde as subculturas originadas da
IDE8 que permaneceu apenas 15 dias a 4°C
até aquelas originadas de IDE8 mantida por
60 dias a 4°C apresentaram desempenhos
estatisticamente  semelhantes  (p<0,05)
(Figura 8).

Este € um importante resultado que pode
inovar o método de preservacdo da IDE8
por curtos periodos de tempo. Até o
momento, as células IDE8 eram
preservadas através do congelamento em
nitrogénio liquido, porém com muitas
limitacdes. Pesquisadores que cultivam
essa linhagem celular sdao unamines em
afirmar que o congelamento nao &
totalmente confiavel ja que varias culturas
ndo mantém  viabilidade apdés a
criopreservacao (Bell-Sakyi, 2003,
comunicagao  pessoal; Blouin, 2004,
comunicacao pessoal) e os laboratérios que
cultivam a IDE8 mantém em geral os
cultivos continuos ao longo de varios anos
por nao confiarem nos processos de
congelamento (Bell-Sakyi, 2003,
comunicacao pessoal). Os resultados
obtidos no presente estudo demonstraram
que a linhagem de IDE8 pode ser estocada
a 4 °C por até 60 dias sem maiores perdas,
podendo voltar a ser cultivada a 30°C (+
2°C) sem prejuizos & sua expansao. Esse
sistema de estocagem pode ser
extremamente util em periodos que se torna
necessaria a paralizagdo dos cultivos por
ocasido, por exemplo, de férias de pessoal
técnico, reformas em laboratdrios ou mesmo
visando a reducao de gastos com reagentes
para manuten¢do dos cultivos.
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5.4 Cultivo da IDE8 apos criopreservagao
em nitrogénio liquido

As culturas criopreservadas pela técnica de
congelamento rapido, em que os tubos
foram imediatamente imersos em nitrogénio
liquido, apresentaram baixa viabilidade com
os dois crioprotetores utilizados. O mesmo
ocorreu com a técnica de congelamento em
etapas. Em ambas as técnicas, a viabilidade
média das células logo apés o
descongelamento, ndo ultrapassou 7%.

Ja a técnica de congelamento lento-gradual
(Munderioh et al., 1994 - modificada)
apresentou melhores resultados em relagdo
a viabilidade celular com grandes diferengas
estatisticamente significativas (p<0,05) em
relagdo as outras técnicas testadas. Cultivos
criopreservados com DMSO apresentaram o
maior percentual de viabilidade apés o
descongelamento (74,96%). Ja os cultivos
criopreservados com glicerina através do
congelamento lento-gradual apresentaram
percentual de viabilidade baixo (23,04%)
(Figura 9). Esse percentual de viabilidade,
ainda que tenha sido o maior valor atingido
com o uso da glicerina, ndo indica a
glicerina como bom crioprotetor para células
IDES.

Evitar a perda acidental de uma linhagem,
diminuir custos e acabar com a necessidade
de cultivo constante sdo motivos de se
congelar linhagens de células em nitrogénio
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liquido. Apesar das dificuldades na pratica
de congelamento e descongelamento da
IDE8, o congelamento lento-gradual,
utilizando-se o DMSO, constituiu-se a
melhor técnica de preservagdo desta
linhagem em nitrogénio liquido, sendo
realizado com sucesso através da técnica
descrita por Munderloh e colaboradores
(1994) com algumas modificagdes.

Observando-se que o0s resultados de
viabilidade celular de IDE8 mantida a 4°C
por até 60 dias (Experimento 3) foram
superiores aos de células descongeladas do
nitrogénio liquido (Experimento 4), pode-se
reafirmar que a manutengio da IDE8 a 4°C
pode ser eficiente como preservagdo da
linhagem por até 60 dias, evitando-se o0s
riscos e os gastos elevados de preservacao
em nitrogénio liquido (Figura 10).

Os resultados obtidos no presente estudo
indicam claramente que o DMSO utilizado
em um processo lento-gradual é adequado
para preservagdo das células IDES,
fornecendo uma contribuigdo substancial
para superar as dificuldades de preservagao
dessa linhagem celular. Por outro lado, pelo
fato do congelamento em nitrogénio liquido
apresentar ainda algumas limitagdes,
especialmente relacionadas aos custos e a
sua manipulagdo, a manutengédo de culturas
sob refrigeracdo pode ter ampla aplicagdo
na preservacao de células IDE8 por curtos
periodos.
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6. CONCLUSOES

1. Células IDE8 podem ser cultivadas em
sistema aberto (placas) com viabilidade
celular comparavel a de cultivos
mantidos em  sistemas fechados
(frascos de 25cm’ e tubos de 2 mi),
permitindo a realizagdo de experimentos
com réplicas bem padronizadas e
minimizando os gastos com reagentes;

2. A linhagem IDE8 pode ser mantida em
cultivos continuos sendo suplementada
com SFB de marca nacional de boa
procedéncia em  substituicido a
suplementagdo com SFB importado,
sem comprometimento da viabilidade
celular;

3. O congelamento lento-gradual em
nitrogénio liquido utilizando o DMSO
como crioprotetor constitui um processo
eficaz para a preservacdo de células
IDE8 por longos periodos;

4. A estocagem sob refrigeragdo a 4°C
constitui um meétodo eficaz e confiavel
de preservacao das células IDE8 por
até 60 dias, resuitando cultivos com
elevada viabilidade celular, sendo
preferivel ao  congelamento em
nitrogénio liquido para curtos periodos
de preservacéo.
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Anexo 1. Preparacao do Meio L-15 incompleto (Munderloh e Kurtti, 1989):

ANEXOS

1) Preparacao de solugdes minerais e vitaminicas

Ingredientes

Peso (mg/100ml)

SOLUCAQO A
CoCl 6H:;0 20
CuS0O, 5H.0 20
MnSO, H;0 160
ZI'ISO4 THZO B 200
SOLUCAO B
NaMOO4 2H20 ~ 20
SOLUCAO C
Na23603 B 20
SOLUCAOD
Glutatione (reduzida) 1000
Acido ascorbico 1000
FESO4 7H20 50
Solucdo A iml
Solugao B 1ml
Solugcao C 1ml
Vitaminas
Acido p-aminobenzéico 100mg
Cobalamina Vitamina By 50
D-biotina 10

Obs:  Os ingredientes das solugdes devem ser dissolvidos em agua destilada na ordem em
gue foram listadas e o volume de cada solugdo deve ser completado para 100 ml.

O estoque da solugdo D e de vitaminas deve ser feito através de aliquotas de 1 ml a —20°C. Ja
as solugdes A, B e C podem ser estocadas em frascos maiores a —20°C.

2) Dissolver contetdo L-15 (Sigma®) (para 1 litro de meio) a 900 ml de agua destilada e

em seguida adicionar:

Acido aspartico 299mg

Acido glutaminico 500mg

Prolina 300mg

Acido o-cetoglutanico 299mg

D-Glicose 2239mg
Solugao D 1ml

Vitaminas 1ml

3) Completar volume para 1 litro e filtrar em membrana de 0.22um. Estocar por até 2

meses a 4°C ou por maior tempo a —20°C.
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Anexo 2. Preparagao do Meio L-15 completo:

5. Para preparar 100 ml de meio L-15 completo:

Meio L-15 incompleto 85 ml

Caldo de Triptose Fosfatada (Sigma®) 10 ml

Soro Fetal Bovino inativado (Sigma®) 5ml

Lipoproteina Bovina Concentrada (Sigma®) 1 ml (10% da solugao de L-15)
L-glutamina 200mM 1ml

Penicilina (10.000 unidades)/Estreptomicina (10.000ug) 1 ml

6. O meio completo deve ser mantido a 4°C e o pH pode ser ajustado com Hidroxido de Sédio
estéril 1N

Anexo 3. Preparacao da Mistura de Congelamento com crioprotetor a 6%:

Volume Final 10 ml 15 ml 20 ml
Meio L-15 incompleto 6,3 ml 9,45 ml 12,6 ml
Soro Fetal Bovino inativado (Sigma®) 2,0ml 3,0 ml 4,0 ml
Sacarose 2M 0,5 ml 0,75 ml 1,0 ml
Crioprotetor: DMSO ou Glicerina 1,2 ml 1,8 ml 2,4 ml
1) A solucao final € composta da mistura de congelamento acrescentando volume igual

de suspensao das células a serem congeladas.

Anexo 4. Preparacgao de Meio Pés-descongelamento (100 ml)

Meio L-15 incompleto 70 ml

Caldo de Triptose Fosfatada (Sigma®) 10 ml (10% da solugcéo de L-15)
Soro Fetal Bovino inativado (Sigma®) 20 ml (20% da solugao de L-15)
Lipoproteina Bovina Concentrada (Sigma®) 1 ml (10% da solugao de L-15)
L-glutamina 200mM 1ml

Gentamicina 50ul/ml
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Anexo 5. Tabela de resultados:

Experimento 1: Cultivo da IDE8 em sistemas fechado e aberto de cultivo celular

15 dias % Viabilidade Médias

Tubos 97,77 Houve diferenca estatisticamente
Frascos 94,85 significativa (p<0,05)

Placas 95,61

30 dias

Tubos 91,92 Néao houve diferenca estatisticamente
Frascos 90,96 significativa (p<0,05)

Placas 95,93 Média: 91,88%

45 dias

Tubos 89,13 Nao houve diferenca estatisticamente
Frascos 86,54 significativa (p<0,05)

Placas 90,91 Média: 87,97%

15 dias (subculturas)

Tubos 96,09 Nao houve diferenca estatisticamente
Frascos 93,46 significativa (p<0,05)

Placas 91,67 Média: 94,51%

30 dias (subculturas)

Tubos 88,61 Nao houve diferenca estatisticamente
Frascos 88,19 significativa (p<0,05)

Placas 89,89 Média: 88,51%

Experimento 2: Cultivo da IDE8 com suplementacao de distintos soros

15 dias % Viabilidade Médias
Sigma 93,62 Nao houve diferenca estatisticamente
Cultilab 90,27 significativa (p<0,05)

Meédia: 91,97%
30 dias % Viabilidade ;
Sigma 96,26 Nao houve diferenca estatisticamente
Cultilab 92,47 significativa (p<0,05)

Média: 95,11%
45 dias % Viabilidade
Sigma 91,71 Nao houve diferenca estatisticamente
Cultilab 90,00 significativa (p<0,05)

Média: 91,42%
15 dias (subcultura) % Viabilidade
Sigma 91,72 N&ao houve diferenca estatisticamente
Cultilab 91,18 significativa (p<0,05)

Media: 91,46%
30 dias (subcultura) % Viabilidade
Sigma 89,61 Nao houve diferenca estatisticamente
Cultilab 86,76 significativa (p<0,05)

Média: 88,74%
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Experimento 3: Cultivo da IDE8 apds crescentes periodos de estocagem sob refrigeracao a
4°C.

Retorno ao cultivo 30 °C (+ 2°C) % Viabilidade Médias

T1 96,53

T2 92,22 Houve diferenca estatisticamente
T3 91,88 significativa (p<0,05)

T4 87,50

15 dias

T 93,65

74 97,18 Houve diferenca estatisticamente
T3 71,43 significativa (p<0,05)

T4 91,36

30 dias

T1 97,96

ma 87.64 Houve diferenca estatisticamente
T3 88,24 significativa (p<0,05)

T4 82,57

45 dias

T1 88,24

T2 84,21 Nao houve diferenga estatisticamente
T3 80,26 significativa (p<0,05)

T4 87,67 Média: 83,53%

15 dias (subculturas)

T1 96,15

T2 80,91 Houve diferenca estatisticamente
T3 85,51 significativa (p<0,05)

T4 88,37

30 dias (subculturas)

T1 86,79

T2 91,51 Nao houve diferenca estatisticamente
T3 88,97 significativa (p<0,05)

T4 91,67 Média: 89,39%
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Experimento 4: Cultivo da IDE8 com suplementacao de distintos soros

Descongelamento

% Viabilidade

Médias

CRD 1,39

CRG 1,37

CMD 6,22 Houve diferenca estatisticamente
CMG 0,78 significativa (p<0,05)

CLD 74,96

CLG 23,04

15 dias % Viabilidade

CRD 0,35

CRG 0,0

CMD 1,66 Houve diferenca estatisticamente
CMG 0,65 significativa (p<0,05)

CLD 91,34

CLG 15,90

30 dias % Viabilidade

CRD 0,0

CRG 1,22 Houve diferenca estatisticamente
CMD 1,83 significativa (p<0,05)

CMG 0,93

CLD 74,85

CLG 14,29
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Anexo 6. Valores criticos de y° segundo os graus de liberdade do estudo do nivel de
significancia desejado (Probabilidade de erro tipo I):

Graus de Probabilidade de encontrar valores maiores (erro tipo I)
liberdade 0,20 0,10 0,05 0,02 0,01 0,001
1 1,64 2,71 3,84 5,41 6,64 10,33
2 3,22 4,60 5,99 7,82 9,21 13,82
3 4,64 6,25 7,82 9,84 11,34 16,27
4. 5,99 7,78 9,49 11,67 13,28 18,46
5. 7,29 9.24 11,07 13,39 15,09 20,52
6 8,56 10,64 12,59 15,03 16,31 22,46
7 9,80 12,02 14,07 16,62 18,48 24,32
8 11,03 13,36 15,51 18,17 20,09 26,12
9. 12,24 14,68 16,92 19,68 21,67 27,88
10. 13,44 15,99 18,31 21,16 23,21 29,59
11. 14,63 17,68 19,68 22,62 24,72 31,26
12. 15,81 18,55 21,03 24,05 26,22 32,91
13. 16,98 19,81 22,36 25,47 27,69 34,53
14. 18,15 21,06 23,68 26,87 29,14 36,12
15. 19,31 22,31 25,00 28,26 30,58 37,70
16. 20,46 23,54 26,30 29,63 32,00 39,25
) 7 21,62 24,77 27,59 31,00 33,41 40,79
18. 22,76 25,99 28,87 32,35 34,80 42,31
19. 23,90 27,20 30,14 33,69 36,19 43,82
20. 25,04 28,41 31,41 35,02 37,57 45,32
21, 26,17 29,62 32,67 36,34 38,93 46,80
22, 27,30 30,81 33,92 37,66 40,29 48,27
23. 28,43 32,01 35,17 38,97 41,64 49,73
24, 29,55 33,20 36,42 40,27 42,98 51,18
25, 30,68 34,38 37,65 41,57 44,31 52,62
26. 31,80 35,56 38,88 42,86 45,64 54,05
27. 32,91 36,74 40,11 4414 46,96 55,48
28. 34,03 37.93 41,34 45,42 48,28 56,89
29, 35,14 39,09 42,56 46,69 49,59 58,30
30. 36,25 40,26 43,77 47,96 50,89 59,70

Fonte: Sampaio, 2002.
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