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Dentre os fluidos bioldgicos que determinam o
sucesso de uma cultura de células fora de um
organismo, 0 soro representa o de maior
significancia. A concentragdo ideal para garantir
o crescimento 6timo de uma cultura pode variar
de 5 a20% de soro (Maurer, 1986).

A principal fun¢do do soro ¢é fornecer fatores
hormonais que estimulem o crescimento celular e
suas funcdes, fatores de adesdo ¢ expansdo e
transporte de proteinas carregadoras de
hormonios, minerais, lipideos etc. O papel mais
importante do soro esta na promogdo de adesdo e
expansdo de uma linhagem através de fatores
como o colageno, fibronectina, dentre outros
(Maurer, 1986).

Dentre as principais desvantagens do uso do soro
em cultivo de células estdo o aumento do risco
de contaminacdo por virus, fungos e
micoplasmas e seu elevado custo, principalmente
no caso do soro fetal bovino.

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 sdo valiosas ferramentas,
sendo utilizadas para a propagacdo de muitos
patogenos.
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estabelecidas de sete géneros de carrapatos de
importancia médica e veterinaria.

A IDE8 ¢ uma linhagem continua de células
embrionarias originadas do carrapato Ixodes
scapularis. Estabelecida em 1994, ela ¢ mantida
em meio L-15B (Leibovitz), com pH préximo 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).

A temperatura de manutengdo é de 30+2°C
(Munderloh et al., 1994), ¢ o meio ¢ trocado
semanalmente, o que permite a aderéncia ¢
multiplica¢do das células, dobrando a populagdo
em 3-5 dias, com densidade de aproximadamente
5x10° células/ml (Munderloh et al., 1996).

Viérios patdgenos, transmitidas ou ndo pelo 1
scapularis, ja foram estabelecidos em IDES
como a riquétsia Anaplasma marginale que
infecta eritrécitos bovinos (Munderloh et al.,
1996; Blouin e Kocan, 1998) e Ehrlichia
ruminantium causadora de cowdriose
(“Heartwater”) Bell-Sakyi (2004b).

A produgdo de antigenos a partir de células
cultivadas de carrapatos comparada a producio
por infeccdo  experimental de  animais
susceptiveis ¢ mais simples e, em geral, de
menor custo de manutengdo. Alguns sistemas de
cultivos de células de carrapatos possibilitam o
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cultivo de antigenos, livres de membranas
animais ou patdgenos, para serem utilizados em
testes de diagndstico (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).

Este trabalho teve o objetivo de avaliar
condigdes de manutencdo ¢ expansdo da
linhagem IDES in vitro utilizando duas marcas
de soro fetal bovino (importada e nacional).

A linhagem IDES utilizada foi gentilmente
cedida pela Dra U.G. Munderloh (University of
Minnesota, USA) na forma de células vivas em
suspensdo, que foram mantidas nas condigdes
preconizadas por Munderloh et al. (1994).

Duas marcas de SFB, uma importada' e outra
nacional’, ~foram avaliadas quanto  ao
desempenho proporcionado as culturas de IDES.
As células foram cultivadas em placas de 24
orificios’, contendo 1ml de meio completo,
sendo quatro réplicas para cada condi¢do. Em
todos os orificios os meios eram trocados
semanalmente e subculturas eram realizadas
quinzenalmente.

Avaliou-se a viabilidade celular pelo método de
exclusdo do azul de Tripan, que baseia no fato de
que esse corante, ndo sendo lipofilico,
normalmente n3o penetra nas células, o que
passa a ocorrer no caso de ruptura da membrana
plasmatica, indicando, a morte celular.

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

A morfologia celular foi avaliada pela
observagdo das culturas e microscopio invertido®
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e de impressoes confeccionadas em laminas de
vidro a partir de uma amostra de cada cultura de
IDES pela centrifugacdo de 50pl de suspensdo
das células a 67xg por um minuto em
Citospin®’. As laminas foram fixadas em
metanol PA (duas vezes por 10 minutos), coradas
em solugdo de Giemsa 8% por 30 minutos,
lavadas, secas e examinadas em microscopio
optico (1000x).

Utilizou-se o coeficiente de variagdo (CV)
reduzido, provavelmente <5%, para comparar a
viabilidade celular por meio do qui-quadrado,
baseado em Sampaio (2002). Em algumas
comparacdes, obteve-se apenas um grau de
liberdade; nesses casos utilizou-se o calculo do
qui-quadrado ajustado (yay).

O desempenho das culturas de IDES cujo meio
foi 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
condigdes de suplementagdo ndo foram
detectadas contaminag¢des durante o cultivo.

Nos primeiros 15 dias de cultivo, os dois grupos
de culturas apresentaram pequena queda na
percentagem de células vidveis, possivelmente
pela adaptacao inicial em placas, pois antes de se
iniciar o experimento a cultura de IDE8 estava
sendo mantida em tubos de 2ml. 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) (Fig. 1). 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 proximos de
viabilidade (Fig. 2). Portanto, o uso dos dois
soros de distintas origens ndo resultou em
diferencas estatisticamente significativas nas
percentagens de viabilidade das culturas em
passagens posteriores.

Pelo elevado padrdo de controle de qualidade, os
soros produzidos por empresas internacionais
ganharam credibilidade, embora tenham custos
extremamente altos, quando comparados aos
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nacionais. Muitos sistemas de cultivos nao se
adaptam a suplementagdo com SFB nacionais,
tornando invidvel a manutengdo de certas
linhagens, pois o soro fetal bovino importado
constitui o componente mais caro do sistema.
Além disso, deve-se ressaltar que ha limitagdes
de importagdo de produtos de origem animal, a
exemplo do que ocorre com componentes
biolégicos oriundos de ruminantes de paises com
registros 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
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nacional possibilita, portanto, sua manutengao in
vitro nas condi¢des brasileiras com custos muito
menores e com facilidades praticas.

Concluiu-se que a linhagem IDES pode ser
mantida em cultivos continuos no Brasil sendo
suplementada com SFB de marca nacional de
boa  procedéncia em  substituicdo  a
suplementagdo com SFB importado, sem
comprometimento da viabilidade celular.
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Figura 1. Valores da viabilidade in vitro de culturas de células IDES, segundo a origem do soro fetal

bovino (SFB) e o tempo de cultivo.
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Figura 2. Valores da viabilidade in vitro de subculturas de células IDES segundo a origem do soro fetal

bovino (SFB) e o tempo de cultivo.
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ABSTRACT

The present study had the objective of defining the culture conditions, optimizing the maintenance and
expansion 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. The supplementation of IDE-8 cells
with two distinct fetal bovine sera (a Brazilian and an imported) was evaluated. 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 indicate that the imported SFB
can be replaced by the Brazilian SFB one, as no significant differences (P<0.05) were seen among culture

viabilities.
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