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RESUMO 

LIMA-DUARTE, L. Cultura de células embrionárias de carrapatos do gênero 

Rhipicephalus para cultivo de Ehrlichia canis e Anaplasma marginale. [Embryonic cell 

culture of Rhipicephalus sanguineus (Latreille) (Acari: Ixodidae), of temperate origin, for 

Ehrlichia  canis   culture.].2017. 94 f. Dissertação (Mestrado em Ciências) – Faculdade de 

Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2017. 

 

No Brasil, carrapatos do gênero Rhipicephalus são representados pelas espécies 

Rhipicephalus sanguineus s.l. (Latreille) e Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini), 

sendo que a primeira espécie possui especificidade com cães domésticos e a segunda com 

bovinos. Para o cão, R. sanguineus s.l. é o principal vetor de agentes causadores da babesiose 

canina e da erliquiose, enquanto que nos bovinos, R. microplus é responsável, principalmente, 

pela transmissão de agentes causadores da babesiose e anaplasmose. Alguns dos patógenos 

causadores dessas doenças são difíceis de serem cultivados in vitro, e não crescem em meios 

artificiais, especialmente Anaplasma spp. Assim, muitas linhagens celulares de carrapatos 

foram desenvolvidas nos últimos 40 anos e têm sido amplamente utilizadas para isolamento e 

propagação de microrganismos patogênicos. Cultivos celulares obtidos de células 

embrionárias de carrapatos oferecem um sistema de vetor in vitro, que é útil principalmente 

para estudos de agentes intracelulares. Dessa forma, a obtenção de culturas de células 

embrionárias de R. sanguineus (origens tropical e temperada) e de R. (B.) microplus, bem 

como, sua infecção com Ehrlichia canis e Anaplasma marginale, respectivamente, são 

objetivos do presente estudo. Os cultivos celulares dessas espécies de carrapatos foram 

preparados com massas de ovos de diferentes idades e mantidos à 30 °C em meio de cultura 

L15-B, suplementado com 10% de Triptose Fosfato e 20% de Soro Fetal Bovino. Subcultivos 

foram realizados após a formação da monocamada celular confluente. As identidades 

celulares foram confirmadas pela PCR e sequenciamento, utilizando um fragmento do gene 

mitocondrial 16S rDNA. As sequências das culturas de células de R. sanguineus (tropical e 

temperada) e de R. microplus foram depositadas no GenBank. Essas culturas de células foram 

infectadas com E. canis e A. marginale (cepas Jaboticabal), respectivamente, e mantidas em 

meio L-15B (Vitrocell) suplementado com Soro Fetal Bovino enriquecido com ferro 

(Hyclone) nas concentrações de 2% e 5%. As células infectadas foram mantidas em 

propagações sucessivas até a terceira passagem, para novas culturas de células não infectadas, 

sendo então criopreservadas. O DNA extraído das células infectadas e não infectadas de R. 

sanguineus (de ambas as origens) e de R. microplus , foi analisado pela PCR quantitativa em 



 

 

tempo real (qPCR), utilizando os genes E. canis-dsb e msp1β, respectivamente. Propagações 

de células de carrapatos infectadas para as novas culturas de R. sanguineus (origem tropical) e 

R. (B) microplus, foram bem-sucedidas. Por outro lado, as células de R. sanguineus (origem 

temperada) não se tornaram infectadas no presente estudo. 

 

Palavras-chave: Rhipicephalus sanguineus s.l., Rhipicephalus (Boophilus) microplus, culturas 

de células embrionárias, Ehrlichia canis, Anaplasma marginale 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

DUARTE, L.L. Embryonic cell culture of ticks of the genus Rhipicephalus for cultivation 

of Ehrlichia canis and Anaplasma marginale. [Cultura de células embrionárias de carrapatos 

do gênero Rhipicephalus para cultivo de Ehrlichia canis e Anaplasma marginale]. 2017. 94 f. 

Dissertação (Mestrado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2017. 

 

In Brazil, ticks of the genus Rhipicephalus are represented by the species Rhipicephalus 

sanguineus s.l. (Latreille) and Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini), being that 

the first one has specificity with domestic dogs and the second with cattle. For dogs, R. 

sanguineus s.l. is the main vector of causative agents of canine babesiosis and ehrlichiosis, 

whereas in cattle, R. microplus is responsible, mainly, for the transmission of agents that 

cause babesiosis and anaplasmosis. Some of the pathogens that cause these diseases are 

difficult to grow in vitro, and do not grow on artificial media, especially Anaplasma spp. 

Therefore, many tick cell lines were developed in the last 40 years and have been used for the 

isolation and propagation of pathogenic microorganisms. Cell cultures obtained from 

embryonic tick cells offer an in vitro vector system, which is mainly useful for studies of 

intracellular agents. The aim of the present study was to obtain cultures of R. sanguineus 

(tropical and temperate lineages), R. microplus embryonic cells, and their infection with 

Ehrlichia canis and Anaplasma marginale. Cell cultures from the tick species were prepared 

with egg masses of different ages and kept at 30 ° C in L15-B culture medium supplemented 

with 10% Tryptose Broth and 20% Fetal Bovine Serum. Subcultures were done after 

confluent cell monolayer formation. Cellular identities were confirmed by PCR and 

sequencing using a 16S rDNA mitochondrial gene fragment. Sequences of R. sanguineus 

(tropical and temperate) and R. microplus cell cultures were deposited on GenBank. These 

cell cultures were infected with E. canis and A. marginale (Jaboticabal strains), respectively, 

and maintained in L-15B medium and Fetal Bovine Serum with iron (Hyclone) supplemented 

at 2% and 5% concentrations. The infected cells were maintained in successive propagations 

until the third passage, to new cultures of uninfected cells, and then were cryopreserved. DNA 

extracted from infected and uninfected R. sanguineus (both origin) and R. microplus cells was 

analyzed by quantitative real-time PCR (qPCR) using the E. canis-dsb and msp1β genes, 



 

 

respectively. Propagations of infected tick cells to the new cultures of R. sanguineus (tropical 

origin) and R. microplus, were successful. On the other hand, the R. sanguineus cells 

(temperate origin) did become infected in the present study. 

 

Keywords: Rhipicephalus sanguineus s.l., Rhipicephalus (Boophilus) microplus, embryonic 

cell culture, Ehrlichia canis, Anaplasma marginale 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

Atualmente são catalogadas mais de 900 espécies de carrapatos agrupadas na ordem 

Ixodida (Metastigmata), incluídas nas famílias Ixodidae, “carrapatos duros”, apresentando 

aproximadamente 722 espécies, Argasidae, “carrapatos moles”, com 208 espécies, e 

Nuttalliellidae, família representada por uma única espécie, Nuttalliella namaqua Bedford, 

1931. Os gêneros compreendidos na família Ixodidae são: Amblyomma, Anomalohimalaya, 

Bothriocroton, Cosmiomma, Dermacentor, Haemaphysalis, Hyalomma, Ixodes, Margaropus, 

Nosomma, Rhipicentor e Rhipicephalus. Aqueles que pertencem à família Argasidae são: 

Argas, Antricola, Nothoaspis, Ornithodoros e Otobius (GUGLIELMONE et al., 2010; NAVA 

et al., 2017).  

No Brasil, até a presente data, a fauna ixodológica é de 70 espécies, composta por 46 

Ixodídeos e 24 Argasídeos (KRAWCZAK et al., 2015; WOLF et al., 2016) distribuída em nove 

gêneros: Antricola, Argas, Ornithodoros, Nothoaspis, Amblyomma, Dermacentor, 

Haemaphysalis, Ixodes e Rhipicephalus (MARTINS et al., 2013; NAVA et al., 2017).  

O gênero Rhipicephalus KOCH, 1844 compreende 84 espécies no mundo, incluindo 

cinco espécies do subgênero Boophilus (GUGLIELMONE et al., 2010; HORAK et al., 2013). 

No Brasil, esse gênero está representado pelas espécies Rhipicephalus sanguineus s.l. 

(Latreille, 1806) e Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887), a primeira é 

parasita de cães e responsável pela babesiose e ehrlichiose canina, enquanto que a segunda 

parasita os bovinos e transmite os agentes da babesiose e anaplasmose bovina. 

 

 

1.1 Rhipicephalus sanguineuss.l (Latreille, 1806), 

 

 

  A espécie R. sanguineus s.l., inicialmente nomeada como Ixodes sanguineus, é 

conhecida popularmente como carrapato marrom do cão, possui alta capacidade adaptativa a 

diversas condições climáticas e conjuntos ecológicos que permitem sua ampla distribuição nas 

regiões tropicais, subtropicais e temperadas (FLECHTMANN, 1973; DANTAS-TORRES, 

2008). 
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O hospedeiro natural de R. sanguineus é o cão doméstico e as populações caninas são as 

principais fontes de manutenção destes parasitos no ambiente (DANTAS-TORRES, 2008; 

SERRA-FREIRE, 2009). Entretanto, estes carrapatos podem eventualmente parasitar outros 

hospedeiros, inclusive humanos (DANTAS-TORRES et al., 2006; LOULY et al., 2006). 

Para completar seu ciclo de vida R. sanguineus s.l. necessita de três hospedeiros, 

podendo haver de 2 a 3 gerações por ano (GUGLIELMONE et al. 2006).  

O carrapato R. sanguineus sensu stricto (s.s.), é a espécie mais controversa do complexo 

“R. sanguineus” que inclui 17 espécies (WAKLER et al., 2000; NAVA et al., 2014; DANTAS-

TORRES; OTRANTO, 2015).  

A origem de R. sanguineus s.s. é duvidosa, uma vez que o espécime tipo foi perdido. 

Hoogstraal (1956) considerou que o R. sanguineus s.s. é uma espécie africana, enquanto 

Feldman-Muhsam (1967), Morel e Vassiliades (1963) e Pomerantsev et al. (1940) a 

consideraram uma espécie do Mediterrâneo. 

Durante a última década, alguns estudos biológicos (SZABÓ et al., 2005), morfológicos 

(OLIVEIRA et al.,2005; SANCHES et al., 2016) e moleculares (SZABÓ et al., 2005; 

BURLINI et al., 2010; MORAES-FILHO et al., 2010; NAVA et al., 2012), indicaram que o 

táxon R. sanguineus é composto por mais de uma espécie. 

Moraes-Filho et al. (2011) realizaram uma análise filogenética através do gene 16S, e os 

resultados demostraram a existência de no mínimo dois “grupos” de R. sanguineus na América 

Latina. 

Nava et al. (2012) realizaram análise genética de sequências do gene rDNA 

mitocondrial 16S e 12S de R. sanguineus, e os resultados filogenéticos revelaram dois 

haplótipos, sendo denominados como “Linhagem sul ou temperada” (parte da Argentina, 

Uruguai, Chile, Itália, e sul do Brasil) e “Linhagem norte ou tropical”, para as populações de R. 

sanguineus das regiões tropicais e subtropicais (Brasil com exceção do sul do Rio Grande do 

Sul, Paraguai, Colômbia, África do Sul, Moçambique e Norte da Argentina). 

A espécie R. sanguineus s.l. está envolvida no ciclo epidemiológico de agentes que 

provocam diferentes doenças em cães e em seres humanos, atuando como vetores biológicos e 

mecânicos, transmitindo vírus, bactérias e protozoários (PAROLA et al., 2005; OTRANTO et 

al., 2009; BOWMAN et al., 2011). 

As principais doenças transmitidas por R. sanguineus s.l. aos cães são a Babesiose, 

causada por Babesia vogeli e a Ehrliquiose Monocítica Canina (EMC) causada por Ehrlichia 

canis (DANTAS-TORRES, 2008; CHAO et al., 2015). A EMC constitui-se em uma das 

doenças infecciosas de cães mais importantes no Brasil (VIEIRA et al., 2011).  
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As espécies de Ehrlichia estão compreendidas na ordem Rickettsiales e pertencem à 

família Anaplasmataceae (Dumler et al., 2001; Paddock e Childs, 2003).  

A doença é caracterizada por manifestações clínicas multissistêmicas, que variam na 

intensidade de acordo com as fases da doença: aguda, assintomática (subclínica) e crônica. Os 

sintomas da doença EMC incluem trombocitopenia, leucopenia, hiperglobulinemia e 

hipoalbuminemia (Banaeth et al., 2009), febre, depressão e epistaxe (Harrus et al., 1999).  

 Após um período de incubação de 8 a 20 dias, o agente se multiplica nos órgãos do 

sistema mononuclear fagocítico (fígado, baço e linfonodos). Logo, na fase aguda, a infecção 

acarreta uma hiperplasia linforeticular com posterior inflamação (COSTA et al., 2015). 

Até recentemente, pensava-se que E. canis infectasse apenas caninos. Porém, em 1994, 

a bactéria foi isolada e molecularmente caracterizada a partir de amostras de sangue de 

humanos assintomáticos na Venezuela (PEREZ et al., 1996). Em 2006, E. canis foi detectada 

em pacientes humanos com sinais clínicos compatíveis com erliquiose (PÉREZ et al., 2006). 

Mais recentemente, Bouza-Moura et al. (2017) detectaram DNA de E. canis em amostras 

obtidas do banco de sangue da Costa Rica, país onde a EMC é endêmica.  

No Brasil, embora ainda não tenha sido detectado DNA de E. canis em humanos, 

anticorpos anti-Ehrlichia spp. foram obtidos em pacientes com sintomatologia clínica 

compatível com erliquiose humana (CALIC et al., 2004; COSTA et al., 2006). Desde então, E. 

canis é considerada por alguns autores como um agente potencial de doenças humanas em 

áreas endêmicas para EMC, causada por essa bactéria (NICHOLSON et al., 2010). 

Na América Latina, ficou demonstrado que a EMC ocorre nas áreas tropicais, enquanto 

que nas áreas temperadas, os carrapatos não são suscetíveis à bactéria. Então, essas diferenças 

taxômicas das populações de R. sanguineus também refletem a situação da EMC na América 

do Sul (CICUTTIN et al., 2015; MORAES-FILHO et al., 2015). 

A bactéria E. canis, tem sido cultivada em células de carrapatos, predominantemente na 

linhagem celular de Ixodes scapularis  Say, 1821 (ISE6) (BELL-SAKYI et al., 2007). Porém, 

outras linhagens celulares, como as de Dermacentor variabilis (SAY, 1821), Hyalomma 

anatolicum (KOCH, 1844), Ixodes ricinus (Linnaeus, 1758), R. appendiculatus, Rhipicephalus 

evertsi (NEUMANN, 1897) e R. microplus também suportam o crescimento de E. canis 

(FERROLHO et al., 2016). 

 

 

1.2 Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887) 
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A espécie R. microplus, conhecida popularmente como “carrapato do boi”, tem ampla 

distribuição geográfica, tendo se adaptado a diferentes regiões do mundo, juntamente com seu 

hospedeiro (principalmente bovinos), devido às importações. 

Inicialmente esta espécie era citada como Boophilus microplus, porém, estudos 

moleculares e morfológicos, comprovaram sua relação filogenética com o gênero 

Rhipicephalus, ficando Boophilus na posição subgenérica (MURRELL; BARKER, 2003).  

Apesar da disseminação de R. microplus não ser bem documentada, a espécie é 

possivelmente originária da India (HOOGSTRAL, 1986). A introdução de R. microplus no 

Brasil, ocorreu entre os séculos XVI e XVII (BARRÉ; UILENBERG, 2010). 

É um carrapato monoxeno que tem bovinos como principais hospedeiros, podendo ser 

eventualmente encontrado em outros animais domésticos e em alguns ungulados silvestres 

(FURLONG, 2005). O ciclo de vida de R. microplus ocorre praticamente sobre o hospedeiro; e 

a fase de vida livre restringe-se às fêmeas alimentadas e as larvas em jejum. As condições 

climáticas (temperatura do ar e pluviosidade), e o grau de resistência do hospedeiro são fatores 

que influenciam a duração do ciclo de vida do carrapato e, também, no peso das teleóginas 

(OLIVEIRA et al. 1974; ROCHA, 1984; LEMOS, et al., 1985).  

Durante o ano podem ocorrer de 3 a 4 gerações de carrapatos, porém, somente 1 a 2% 

dessa população alcança a fase adulta, isto por causa de predadores como insetos, fungos, aves 

e bactérias (GONZÁLES, 1993). 

A espécie R. microplus é considerada um dos ectoparasitos que mais acarretam impacto 

econômico em áreas tropicais (JONSSON, 2006). Altas infestações propiciam grandes perdas 

para bovinocultura, resultando em prejuízos anuais de bilhões de dólares na pecuária nacional 

(MARTINEZ et al., 2006; RODRIGUES et al., 2014; MILKPOINT, 2017). Tais prejuízos 

estão associados, principalmente, à ingestão de sangue que afeta a produção de carne e leite, à 

transmissão de agentes infecciosos, à inoculação de toxinas nos hospedeiros, gerando diversas 

alterações e consequências como a inapetência alimentar. Grandes infestações também 

reduzem a qualidade do couro do animal, devido às cicatrizes geradas durante a alimentação 

(HORN, 1983; FURLONG, 1993; KLAFKE et al., 2006). Este carrapato é responsável por 

transmitir os patógenos das enfermidades que integram o complexo “Tristeza Parasitária 

Bovina” (TPB), que incluem os protozoários do gênero Babesia e bactérias do gênero 

Anaplasma (DE LEÓN et al., 2010).  
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A espécie R. microplus é endêmica, e as evidências epidemiológicas indicam que ela é a 

principal vetora de Anaplasma marginale (GUGLIELMONE, 1995, KESSLER, 2001; DE 

CAMPOS-PEREIRA et al., 2008). 

Anaplasma marginale é o agente etiológico da anaplasmose bovina. Sua transmissão 

pode ser realizada tanto pelo carrapato R. microplus, como também por vetores mecânicos, tais 

como os insetos hematófagos Stomoxys calcitrans, tabanídeos e culicídeos (ARTECHE et.al., 

1992; OLIVEIRA et al., 2003; CARELLI et al., 2007 AUBRY; GEALE, 2011). No entanto, 

estudos demonstraram que a transmissão biológica feita por carrapatos é pelo menos duas vezes 

mais eficiente que a transmissão mecânica feita pela mosca de estábulo (SCOLES et al., 2005).  

A anaplasmose bovina é responsável por causar grandes perdas econômicas, 

principalmente, em países de clima tropical e subtropical, com alta morbidade e mortalidade 

em bovinos (BARROS et al., 2005; JÚNIOR et al., 2008; KOCAN et al., 2010).   

A bactéria A. marginale, tem sido cultivada em linhagens de células de carrapatos, 

como I. scapulares (ISE6-IDE8), Ixodes ricinus (IRE/CTVM18) e em células do vetor R. 

microplus (BME26) (MUDERLOH et al.,1996; BLOUIN et al., 2003; MUDERLOH et 

al.,2004; ZWEYGARTH et al.,2006; BASTOS et al., 2009; ESTEVES et al., 2009; VILLAR et 

al., 2010; AYLLON et al., 2013).  

 

 

1.3 Linhagens de células de carrapatos 

 

 

O cultivo de células consiste em processos de isolamento e manutenção da viabilidade e 

da proliferação das células de um determinado tecido (animal ou vegetal) em um sistema in 

vitro constituído de nutrientes e fatores essenciais à sobrevivência, sob condições de 

temperatura, pH e osmolaridade controladas (DO AMARAL; MACHADO-SANTELLI, 2011). 

A cultura celular é basicamente dividida em dois grandes grupos: culturas primárias, as quais 

são obtidas diretamente de tecidos, são heterogêneas, mantém-se pouco tempo em cultura e são 

mais propícias ao desenvolvimento de contaminações; e linhagens celulares, que são obtidas a 

partir de culturas primárias, podem ser células imortalizadas (devido a alterações genéticas), 

apresentam crescimento rápido e contínuo e proliferação ilimitada ou limitada a um número 

elevado de divisões celulares (COIMBRA, 2008). 

Alguns dos agentes patogênicos transmitidos por picadas de carrapatos são muito 

difíceis de serem cultivados em meios de cultura artificiais. Dessa forma, linhagens contínuas 
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de células a partir de várias espécies de carrapatos ixodídeos e argasídeos já foram 

estabelecidas e representam uma ferramenta muito útil para o isolamento e propagação de 

patógenos. Apesar de existir aproximadamente 900 espécies de carrapatos mundialmente 

conhecidas, há relativamente poucas linhagens celulares de carrapatos estabelecidas até o 

momento (BELL-SAKYI et al., 2007). 

As tentativas de cultivar células de carrapatos datam de mais de 50 anos. A primeira 

tentativa foi realizada por Weyer (1952), que obteve células a partir de tecidos de 

Rhipicephalus bursa Canestrini & Fanzago, 1878; no entanto, o cultivo durou apenas oito dias. 

Embora alguns avanços tenham ocorrido desde a primeira tentativa, o sucesso do cultivo de 

células de carrapato in vitro se limitava às culturas primárias. Contudo melhorias na 

metodologia possibilitaram o estabelecimento da primeira linhagem celular de tecido de 

carrapato (ninfa) da espécie Rhipicephalus Appendiculatus Neumann, 1901 (VARMA et al., 

1975). 

Linhagens de células foram estabelecidas a partir de carrapatos dos gêneros 

Rhipicephalus (VARMA et al., 1975, KURTTI et al., 1982, PUDNEY et al., 1979, HOLMAN; 

RONALD, 1980), Dermacentor (BHAT e YUNKER, 1977; YUNKER et al., 1981; KURTTI et 

al., 1983), Hyalomma (BELL-SAKYI et al., 2007), Ixodes (MUNDERLOH et al.,1994; 

KURTTI et al.,1996; SIMSER et al., 2002; LAWRIE et al., 2004; BELL-SAKYI, 2004), 

Ornithodoros (KURTTI et al., 2005; BELL-SAKYI et al., 2009) e Amblyomma (BELL-SAKYI 

et al., 2000; BELL-SAKYI, 2004; KURTTI et al., 2005; SINGU et al., 2006; CIRELLI-

MORAES, 2015). 

As linhagens de células de R. microplus e R. sanguineus já foram estabelecidas há mais de 20 

anos (HOLMAN; RONALD, 1980; KURTTI et al.,1988; MUNDERLOH; KURTTI, 1989; 

COSSIO-BAYUGAR et al., 2002; BELL-SAKYI,2004). 

No Brasil, a primeira linhagem celular estabelecida com sucesso foi da espécie 

Amblyomma sculptum Berlese, 1888 (IBU/ASE-16) (CIRELLI-MORAES, 2015), cujo método 

resultou em patente internacional (PCT/BR2016/0501901).  

Atualmente existem mais de 40 linhagens de células de carrapatos de diferentes 

espécies, 14 Ixodidae e uma de Argasidae (Quadro 1.1). A maioria está depositada no Instituto 

Pirbright, Surrey (Reino Unido), no banco denominado Biobank 

(https://www.pirbright.ac.uk/search?keywords=biotick;type=All). 

 

 

https://www.pirbright.ac.uk/search?keywords=biotick;type=All
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1.4 Aplicabilidade  

 

 

As culturas de células de carrapatos oferecem um simplificado sistema de vetor in vitro, 

agregando maior conhecimento sobre a biologia e a interação hospedeiro-vetor-patógeno.  São 

também utilizadas para análises genéticas e proteômicas (BELL-SAKYI et al. 2007). 

Há mais de 30 anos, as linhagens celulares de R. appendiculatus são utilizadas para 

propagação de arbovírus (VARMA et al., 1975; VARMA, 1989; PUDNEY, 1987). E linhagens 

celulares de outras espécies de carrapatos também foram aplicadas com sucesso para propagar 

outros patógenos (LAWRIE et al.,2004; GARCIA et al.,2005; BELL-SAKYI et al. 2016). 

Propagação de agentes patogênicos como Ehrlichia, Rickettsia e Anaplasma já foram realizadas 

em linhagens de células de carrapatos, entre os quais, a bactéria A. marginale tem sido mais 

estudada (MUNDERLOH et al.,1996; BLOUIN et al., 2002). A linhagem celular de R. 

appendiculatus (RAE25) também foi utilizada para propagação de Rickettsia sp. 

(MUNDERLOH et al., 1998). Além desses agentes, muitos outros microrganismos foram 

isolados em culturas de células de carrapatos, tais como clamídias (SHATKIN et al., 1977); 

micoplasmas (TULLY et l., 1981) e borrélias (KURTTI et al., 1993; OBONYO et al., 1992). 

Valera et al. (2007) reportaram o primeiro isolamento de Borrelia lonestari (cepa LS-1) na 

linhagem celular de Ixodes scapularis (ISE6), sendo que essa borrélia, não sobrevivia em 

outros substratos. Deste modo, a aplicação de linhagens celulares de carrapatos representa uma 

ferramenta muito útil para fornecimento de material antigênico sem a utilização de animais 

experimentais (PASSOS, 2012). 
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Espécies de Carrapato Instar Nome da linhagem Referências 

Amblyomma americanum Ovos AAE2,12 
(Kurtti et al., 2005) 

(Singu et al., 2006) 

Amblyomma sculptum  Ovos IBU/ASE-16 (Cirelli-Moraes, 2015) 

Amblyomma variegatum Larva AVL/CTVM13,17 
(Bell-Sakyi,2004) 

(Bell-Sakyi et al.,2000) 

Carios capensis Ovos CCE,1,2,3,5 (Kurtti et al., 2005) 

Dermacentor albipictus Ovos 
DALBE3 

DAE3, 15, 100 

(Kurtti et al., 2005) 

(Munderloh et al., 1996) 

(Policastro et al., 1997) 

Dermacentor (Anocentor) 

nitens 
Ovos ANE58 

(Simser et al., 2001) 

(Kurtti et al., 2005) 

Dermacentor variabilis Ovos DVE1 (Kurtti et al., 2005) 

Hyalomma anatolicum 

anatolicum 
Ovos HAE/CTVM7, 8, 9, 10, 11 (Bell-Sakyi,1991) 

Ixodes scapularis  Ovos 
IDE2, 8, 12 

ISE5, 6, 18, 25 

(Munderloh et al.,1994) 

(Kurtti et al.,1996) 

Ixodes ricinus Ovos 
IRE11 

IRE/CTVM18, 19, 20 

(Lawrie et al., 2004) 

(Bell-Sakyi, 2004) 

(Simser et al., 2002) 

Ornithodoros moubata Ovos/Larvas OME/CTVM21 22,24,27 (Bell-Sakyi et al., 2009) 

Rhipicephalus 

appendiculatus 

Ovos 
RAE25 

RAE/CTVM1 

(Kurtti, et al.,1988) 

(Bell-Sakyi, 2004) 

Ninfa 
RA243, 257 

RAN/CTVM3 

(Varma et al.,1975) 

(Bekker et al., 2002) 

Rhipicephalus evertsi 
Ovos REE/CTVM31 (Alberdi et al., 2012) 

Ninfa REN/CTVM32 (Bell-Sakyi et al., 2015) 

Rhipicephalus 

(Boophilus) microplus 
Ovos 

B. MICROPULUS IX,VII-

SCC 

BMM 26 

BME/CTVM2,4,6,6 

(Kurtti, et al.,1988) 

(Cossio-Bayugar et al., 2002) 

(Bell-Sakyi,2004) 

(Holman ; Ronald, 1980) 

Rhipicephalus 

(Boophilus) decolaratus 
Ovos BDE/CTVM12,14 e 16 (Bell-Sakyi,2004) 

Rhipicephalus 

sanguineus 
Ovos 

RSE8 

RML-RSE 

(Kurtti, et al.,1988) 

(Yunker et al.,1984; 1987) 

Quadro 1.1 –Linhagens de células de carrapatos estabelecidas  

Fonte: Modificada de Bell-Sakyi et al. 2007  
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1.5 Justificativa 

 

 

Muitos bioagentes transmitidos por carrapatos são autóctones e não crescem em meios 

sintéticos ou não se adaptam a outros substratos. Assim sendo, a obtenção de culturas a partir 

de células embrionárias de carrapatos para testar a viabilidade e o crescimento de patógenos ou 

a sua propagação, poderá representar um avanço significativo na compreensão das relações 

patógeno/vetor/hospedeiro. Além disso, uma linhagem celular estabelecida poderá significar 

baixo custo, rapidez de resultados e diminuição no uso de animais de laboratório, propostas 

estas, que vem a favor das normas estabelecidas pelo Conselho de Ética em Experimentação 

Animal. 

 

 

1.6 Objetivo 

 

 

1.6.1 Geral 

Obter Culturas de células embrionárias de carrapatos do gênero Rhipicephalus para 

cultivo de Ehrlichia canis e Anaplasma marginale. 

 

 

1.6.2 Específicos 

 

 

 Obter culturas primárias de ovos embrionados de R. sanguineus (origens tropical e 

temperada e de R. microplus); 

 Confirmar a identificação célular por meio de sequenciamento gênico utilizando um 

fragmento do gene mitocondrial 16S rDNA; 

 Infectar células de R. sanguineus (origens tropical e temperada) e de R. microplus com 

E. canis e A. marginale, respectivamente, e verificar a eficiência dessas células como substratos 

para o crescimento desses patógenos. 
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1.7 Apresentação dos capítulos  

 

 

O presente estudo foi dividido em dois capítulos, o primeiro capítulo contém a 

padronização de cultivo de células embrionárias de R. sanguineus (linhagens tropical e 

temperada) e seu uso para cultivo de E. canis. O segundo capítulo abrange a padronização de 

cultivo de células embrionárias de R. microplus e seu uso para cultivo de A. marginale. 
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2. CAPÍTULO I PADRONIZAÇÃO DE CULTIVO DE CÉLULAS 

EMBRIONÁRIAS DE Rhipicephalus sanguineus (ACARI: IXODIDAE) E SEU USO 

PARA CULTIVO DE Ehrlichia canis. 

Resumo  

Rhipicephalus sanguineus s.l. (Latreille, 1906) é um carrapato com grande importância médica 

e veterinária, tendo uma ampla distribuição geográfica, sendo considerado um complexo de 

espécies com características distintas, dependendo das regiões temperadas ou tropicais. Em 

cães, este carrapato é o principal vetor da bactéria Ehrlichia canis. As culturas de células de 

carrapato têm sido amplamente utilizadas para a propagação de patógenos, oferecendo um 

sistema de vetor in vitro, que são úteis para estudos de patógenos intracelulares. No presente 

estudo, culturas de células embrionárias de R. sanguineus (origem tropical e temperada) foram 

obtidas, com a finalidade de verificar se podem servir como substrato para a bactéria E. canis 

(cepa Jaboticabal). As culturas de células embrionárias de R. sanguineus s.l (Latreille) origem 

temperada e tropical, foram preparados a partir de massas de ovos de diferentes idades e 

mantidos à 30 C° em meio de cultura L-15B, suplementado com 10% de Triptose Fosfato e 

20% de SFB. Subcultivos foram realizados após a formação da monocamada celular 

confluente. As identidades celulares foram confirmadas pela PCR e sequenciamento, utilizando 

um fragmento do gene mitocondrial 16S rDNA e as sequências depositadas no GenBank. Essas 

culturas de células foram infectadas com E. canis (cepa Jaboticabal), e mantidas em meio L-

15B (Vitrocell) suplementado com SFB enriquecido com ferro, nas concentrações de 2% e 5%. 

O DNA extraído das células infectadas e não infectadas de R. sanguineus (de ambas as origens) 

foi analisado pela PCR quantitativa em tempo real (qPCR), utilizando os genes E. canis-dsb e 

msp1β. As culturas de células de R. sanguineus (origem tropical) suportaram o crescimento de 

E. canis durante pelo menos 40 dias. As subculturas de células de R. sanguineus (origem 

tropical) infectadas em novas culturas de células foram bem-sucedidas. Porém, as culturas de 

células de R. sanguineus (origem temperada) não mantiveram E. canis. 

 

Palavras-chave: Rhipicephalus sanguineus, culturas de células, cultivos primários, Ehrlichia  

canis. 
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2.1 Introdução 

 

 

Inicialmente nomeada como Ixodes sanguineus, a espécie Rhipicephalus sanguineus s.l. 

(Latreille, 1806) possui uma ampla distribuição geográfica, ocorrendo em regiões tropicais, 

subtropicais e temperadas (FLECHTMANN, 1973; DANTAS-TORRES, 2008).  

Durante a última década, estudos morfológicos, moleculares e biológicos indicaram que 

o taxon R. sanguineus é composto por pelo menos duas espécies (SZABÓ et al., 2005; DE 

OLIVEIRA et al.,2005; SZABÓ et al., 2005; BURLINI et al., 2010; MORAES-FILHO et 

al.,2011; NAVA et al.,2012; SANCHES et al., 2016).  

Nava et al. (2012) realizaram análise genética de sequências do gene rDNA 

mitocondrial 16S e 12S de R. sanguineus, e os resultados filogenéticos revelaram dois 

haplótipos, sendo denominados como “Linhagem sul ou temperada” (parte da Argentina, 

Uruguai, Chile, Itália, e sul do Brasil) e “Linhagem norte ou tropical”, para as populações de R. 

sanguineus das regiões tropicais e subtropicais (Brasil com exceção do sul do Rio Grande do 

Sul, Paraguai, Colômbia, África do Sul, Moçambique e Norte da Argentina). 

A espécie R. sanguineus s.l. está envolvida no ciclo epidemiológico de agentes que 

provocam diferentes doenças, como Ehrlichia canis, Coxiella burnetii, Rickettsia conorii 

Rickettsia rickettsii e Babesia canis (PAROLA et al., 2005; DANTAS-TORRES, 2008; 

OTRANTO et al., 2009; BOWMAN et al., 2011; MANTOVANI; BENAZZI, 1953).  

A bactéria E. canis é o agente etiológico da Erliquiose Monocítica Canina (EMC) que é 

transmitida principalmente por adultos e ninfas do carrapato R. sanguineus s.l (STICH et al., 

2008). Moraes Filho et al. (2015) demonstraram diferenças na competência vetorial de 

transmissão de E. canis, sendo que os carrapatos de regiões tropicais (São Paulo, Brasil) 

mostraram-se vetores altamente competentes, enquanto que aqueles das regiões temperadas da 

América do Sul (Argentina, Uruguai e sul do Brasil) não demonstraram competência. 

Culturas de células de carrapatos oferecem um sistema de vetor in vitro, que são úteis 

para estudos de patógenos intracelulares, agregando um maior conhecimento sobre a biologia e 

interação hospedeiro-vetor-patógeno (VARMA. et al., 1975; BELL-SAKYI et al., 2007; 

BELL-SAKYI et al., 2016).  

A primeira linhagem de células de carrapato estabelecida foi desenvolvida a partir de 

adultos do carrapato da espécie Rhipicephalus Appendiculatus Neumann (VARMA et al., 

1975). Desde então, após modificações de protocolos, muitas outras linhagens surgiram.  
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Atualmente existem mais de 40 linhagens de células de carrapatos de diferentes espécies, sendo 

14 espécies dentro da família Ixodidae e uma de Argasidae. 

Propagação de agentes patogênicos dos gêneros Ehrlichia, Anaplasma, Borrelia e 

Rickettsia já foram realizadas em linhagens de células de carrapatos (MUNDERLOH et al., 

1994; MUNDERLOH et al.,1996; BLOUIN et al., 2002; BELL-SAKYI et al. 2007; 

MONIUSZKO et al., 2014; BAÊTA et al. 2015; FERROLHO et al., 2016).  

A bactéria E. canis, tem sido cultivada em células de carrapatos, predominantemente na 

linhagem celular de Ixodes scapularis  Say, 1821 (ISE6) (BELL-SAKYI et al., 2007). Outras 

linhagens celulares, como as de Dermacentor variabilis (SAY, 1821), Hyalomma anatolicum 

(KOCH, 1844), Ixodes ricinus (LINNAEUS, 1758), R. appendiculatus, Rhipicephalus evertsi 

(NEUMANN, 1897), R. microplus e R. sanguineus também suportam o crescimento de E. canis 

(FERROLHO et al., 2016). No presente estudo, culturas de células embrionárias de R. 

sanguineus (origem tropical e temperada) foram testadas como substrato para o crescimento e 

manutenção da bactéria E. canis (cepa Jaboticabal). 

 

 

2.2 Material e métodos 

 

2.2.1 Origem dos carrapatos 

 

 

Fêmeas de R. sanguineus (origem tropical) foram doadas ingurgitadas, pelo laboratório 

de Ixodologia da Universidade Federal de Uberlândia (Registro CEUA/UFA 009/13). 

Fêmeas de R. sanguineus (origem temperada) foram doadas pelo Prof. Dr. Marcelo B. 

Labruna (FMVZ-USP), sendo alimentadas assim que chegaram ao Laboratório de Parasitologia 

do Instituto Butantan (Registro CEUA Nº 9722270317). Essas fêmeas foram coletadas na Barra 

do Quarai, RS, localizado no extremo oeste do estado, entre as coordenadas 30º12'26" S e 

57º33'17". 
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2.2.2 Desinfecção das fêmeas  

 

 

Em uma capela de fluxo laminar horizontal, as fêmeas ingurgitadas foram lavadas em 

álcool 70% e mergulhadas em solução de cloreto de benzalcônio 2% por 15 minutos. A seguir, 

os espécimes foram lavados em água destilada esterilizada contendo antibióticos por 5 minutos, 

adaptando-se a técnica utilizada por Kessler et al. (1999). Depois de secas em gazes 

esterilizadas, as fêmeas foram colocadas individualmente em placas de Petri estéreis, e 

mantidas em uma estufa biológica com demanda de oxigênio (BOD), à 25 
o
C ± 1 e umidade de 

90% ± 5, para realização das posturas. 

 

 

2.2.3 Cultivos primários 

 

 

Os ovos foram pesados e depositados em um tubo cônico tipo Falcon de 50 ml, as 

lavagens foram realizadas em uma capela de segurança biológica conforme protocolo proposto 

por Munderloh et. al. (1994) e Bell-Sakyi (1991).  

O processo de lavagem iniciou-se com a imersão dos ovos em Cloreto de Benzalcônio 

2% (TPP) e centrifugados a 400 x g, por 2 minutos e o sobrenadante foi descartado (esse 

processo de centrifugação e descarte de sobrenadante, foi realizada ao final de cada etapa, antes 

da adição das diferentes soluções). Os ovos foram lavados durante 10 minutos em álcool 70% e 

em água destilada autoclavada por 5 minutos. Em seguida, os ovos foram lavados em solução 

de agua destilada autoclavada com 50 µl de anfotericina B e 100 µl de antibióticos (Penicilina e 

Streptomicina) por 25 minutos. Após, os ovos foram imersos em hipoclorito de sódio 2% 

durante 5 minutos, e então foi realizada a última etapa de lavagem com água destilada 

autoclavada. 

Os ovos foram quebrados em meio L-15B completo (Vitrocell) (Anexo B) 

suplementado com 20% de Soro Fetal Bovino – (SFB) (Vitrocell) e a Triptose fosfato (TTB).  

A suspenção celular foi centrifugada a 100 x g por 8 minutos. O sobrenadante foi descartado e 

o pellet ressuspendido em 2,5 ml de meio L-15B (Vitrocell) completo com 20% de SFB com 

antibióticos (com 2,5 µl de penicilina/estreptomicina e 2,5 µl de anfotericina B) e colocado em 

garrafas de 25 cm2, incubadas à 30°C. As culturas foram vistoriadas diariamente em 

Microscópio de Luz Invertida da marca Nikon, modelo Elipse. O meio foi trocado 
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semanalmente. No entanto, na primeira semana do cultivo, as trocas foram mais frequentes para 

evitar perda de células viáveis durante a remoção do meio. Todas as vezes em que houve 

necessidade de remover o meio para substituição por um novo. 

2.2.4 Subcultivos 

 

 

Os subcultivos foram realizados de acordo com o crescimento celular, e a partir da 

segunda passagem, os antibióticos foram suprimidos. Quando a confluência alcançou 90%-

100%, as células foram retiradas da garrafa através de raspagem (cell scraper). Após 

centrifugação em tubo cônico tipo Falcon com 6 ml de meio L15-B (por 8 minutos a 100 x g) o 

sobrenadante foi descartado, o pellet foi ressuspendido em 8 ml de meio e dividido em 2 

garrafas. A partir da primeira passagem, as culturas com cerca de 8x10
5
 células/ml (contadas 

em câmara de Neubauer), foram criopreservadas conforme descrito mais abaixo. 

 

 

2.2.5 Criopreservação e descongelamento  

 

 

O processo de criopreservação foi realizado segundo protocolo adaptado de Lallinger et 

al. (2010). 

Uma alíquota da suspensão celular (corada com Azul de Tripan (Gibco) foi utilizada 

para a contagem celular em câmara de Neubauer para o cálculo da concentração de células/ml a 

ser utilizada no processo de criopreservação. 

Após a contagem celular, a suspensão (oriunda da raspagem contendo células) com 8 ml 

de meio L-15B (Vitrocell) foi centrifugada a 100 x g por 8 minutos, o sobrenadante foi 

descartado e o pellet ressuspendido em 1 ml de meio L15B contendo 10% de SFB (Vitrocell) e 

500 µl de meio L15B contendo 25% de Dimetil Sulfóxido (DMSO) (HYBRI-MAX™). O 

conteúdo foi pipetado em um criotubo de 1,8 ml e transferido para um contender de 

congelamento NALGENE® Frosty™, e mantido no freezer -80 
o
C por 24 horas. Em seguida 

foi armazenado em nitrogênio líquido.  

Para recuperação das células criopreservadas, cada criotubo foi rapidamente 

descongelado em banho-maria a 37 ºC. O conteúdo foi transferido para tubo cônico tipo Falcon 

contendo 5 ml meio de cultivo (L-15B) com de soro fetal a 20%. Após a centrifugação (100 x g 



35 

 

por 8 minutos em temperatura ambiente), os sobrenadantes foram descartados e o pellet 

ressuspendido em 4 ml de meio, sendo a seguir incubado em garrafa de 25 cm
2
 e mantidas  

 

 

2.2.6 Confirmação da identidade celular  

 

 

A identidade celular foi confirmada utilizando um ensaio de PCR convencional com 

base em 16S rRNA mitocondrial (BLACK; PIESMAN, 1994). As amostras de células (4 ml) de 

R. sanguineus (linhagens tropicais e temperadas) foram raspadas dos frascos (25 cm
2
) e 

processadas para extração de DNA usando o kit de extração de tecido DNeasy (Qiagen, 

Chatsworth, CA), seguindo as instruções do fabricante. 

A mistura tinha tampão de PCR 10X (Life Technologies
®
, Carlsbad, CA, EUA), MgCl2 

1,0 mM (Life Technologies
®
, Carlsbad, CA, EUA), desoxinucleótido trifosfato 0,2 mM 

(dNTPs) (Life Technologies
®
, Carlsbad, CA , EUA), 1.5U Taq DNA Polymerase (Life 

Technologies
®
, Carlsbad, CA, EUA) e 0,5 μM de cada oligonucleotídeo iniciador 16S + 1 (5'-

CTG CTC AAT GAT TTT TTA AAT TGC TGT GG-3 ') e 16S - 1 (5'-CCG GTC TGA ACT 

CAG ATC AAG T- 3 ') (Integrated DNA Technologies
®
, Coralville, IA, EUA). As 

amplificações foram realizadas com 10 ciclos iniciais de 92 ° C por 1 min, 48 ° C por 1min e 

72 ° C por 1min, seguido de 32 ciclos de 92°C por 1 min, 54 ° C por 35 seg e 72 °C por 1,35 

min, e extensão final de 72°C por 7 min. Os produtos de PCR foram separados por eletroforese 

em gel de agarose (Anexo C) a 1% corado com brometo de etídio (Life Technologies
®
, 

Carlsbad, CA, EUA). Os géis foram fotografados sob luz ultravioleta usando o Image Lab 

Software versão 4.1 (Bio-Rad
®
). Os produtos da reação de PCR foram purificados usando o kit 

comercial DNA Silica Bead (Thermo Fisher Scientific
®
, Waltham, MA, EUA). O 

sequenciamento dos produtos amplificados foi realizado por meio de sistema automatizado 

baseado no método da terminação da cadeia por dideoxinucleotídeo Sanger utilizando o Kit 

BigDye
®
 Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Thermo Fisher Scientific

®
, Waltham, MA, EUA) 

e ABI PRISM 310DNA Analyzer (Applied Biosystems®, Foster City, CA, EUA). A identidade 

foi confirmada utilizando o programa BLAST. 
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2.2.7 Infecção das culturas primárias de células embrionárias de R. sanguineus 

(linhagem tropical e temperada) 

 

 

A infecção das células embrionárias foi realizada com a amostra Jaboticabal de E. canis, 

isolada por MACHADO (1993)
1
 a partir de um cão, em fase aguda da doença (Aguiar et al., 

2007).  

Primeiramente, a amostra Jaboticabal de E. canis foi cultivada em células DH82, conforme 

descrito por Aguiar et al. (2007). A partir de uma taxa de infecção de 50 a 100%, a suspensão 

de células foi recolhida e transferida para um tubo cônico tipo Falcon com meio L-15B 

(Vitrocell) sem adição de antibióticos e SFB. O tubo cônico tipo Falcon foi invertido algumas 

vezes para homogeneização e centrifugado à temperatura ambiente por 15 minutos a 400 x g. O 

sobrenadante foi descartado e adicionou-se 2 ml de meio L-15B (Vitrocell).  A suspensão foi 

novamente homogeneizada e centrifugada por 15 minutos a 400 x g. Este procedimento foi 

repetido três vezes. 

Essa amostra foi inoculada em duas garrafas de 25 cm
2
 com células de R. sanguineus 

(linhagem tropical e temperada). O meio L-15B (Vitrocell) suplementado com SFB 

(Hyclone™®-Chicago, Illinois, EUA) sob duas concentrações diferentes (2% e 5%) e 

substituídas parcialmente semanalmente. Após quatro semanas, as culturas positivas foram 

propagadas em novas culturas de células ou foram ultra centrifugadas a 9000 xg para extrair os 

agentes patogênicos semi-purificados antes da criopreservação. 

Lâminas contendo amostras das culturas células de R. sanguineus (linhagem tropical e 

temperada), foram fixadas com metanol (100%) por 5 minutos. Para a preparação das lâminas e 

coloração com Panótico Rapído, utilizou-se o aparelho Cytospin (Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, MA, USA).  

 

 

2.2.8 PCR em tempo real  

 

 

                                            

1
MACHADO, R.Z. (Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias, UNESP – Campus de Jaboticabal. Comunicação pessoal, 

1993.  
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 As amostras das células de R. sanguineus de ambas as origens, não infectadas 

(controles) e infectadas com E. canis, foram retiradas dos frascos (25 cm
2
) e processadas 

individualmente para extração de DNA utilizando o kit DNeasy Tissue (Qiagen, Chatsworth, 

CA), seguindo as instruções do fabricante. Os produtos obtidos a partir da extração foram 

testados quanto à presença de DNA específico de E. canis, com um protocolo qPCR utilizando 

os seguintes iniciadores: Dsb-321 (5'TTGCAAAATGATGTCTGAAGATATGAAACA e Dsb-

671 (5'GCTGCTCCACCAATAAATGTATCYCCTA-3). O TaqMan Sonda 

(5'AGCTAGTGCTGCTTGGGCAACTTTGAGTGAA-3 ') e 5'-FAM / BHQ-1,3', que são 

específicas para E. canis. 

 A sonda TaqMan (5’ AGCTAGTGCTGCTTGGGCAACTTTGAGTGAA-3’), (5’ 

FAM/BHQ-1,3’), especifica para a espécie E. canis, foi usada como marcador, conforme 

previamente padronizado por Doyle et al. (2005). A amplificação, aquisição e análise de dados 

foram realizadas em um sistema de detecção multicolor para Real-Time PCR (7500 Real-Time 

PCR Systems-AppliedBioSystems,Foster City, CA,EUA). 

 

 

2.2.9 Microscopia Eletrônica de Transmissão  

 

 

As amostras das células de R. sanguineus de ambas as origens, não infectadas (controle) 

e infectadas com E. canis, respectivamente, foram fixadas em solução de Karnovsky (mistura 

de glutaraldeído e paraformaldeído) (Karnovsky, 1965) em 0,1 M de tampão de cacodilato de 

pH 7,2 durante 2 horas. Em seguida foram pós-fixadas numa solução de Tetróxido de Ósmio a 

1% no mesmo tampão durante 1 hora. Após a lavagem, imersas em solução de Acetato de 

Uranila a 0,5% com 13,3% de sacarose e mantidas a 4 °C durante 24 horas. A desidratação foi 

realizada em série etanólica. Após a passagem em óxido de propileno, as amostras foram 

infiltradas com 1:1 mistura de óxido de Propileno com resina Epon durante 2-3 horas. As 

suspensões celulares foram transferidas para BEEM cápsula com resina pura e centrifugadas a 

900 g durante 5 minutos. Após a substituição da resina e nova centrifugação, para sedimentar 

as células, as cápsulas foram secas a 60 °C para a polimerização durante 2 a 3 dias. Secções 

ultrafinas (60-70 nm) foram colocadas em grelhas de cobre, em contraste com uma solução 

aquosa de acetato de uranila a 2% durante 10 minutos, citrato de chumbo, durante 3 a 5 

minutos (Reynolds, 1963), e, em seguida, examinadas sob um microscópio TEM LEO 906E 

(Zeiss, Alemanha). As imagens foram capturadas pela câmera CCD MegaView III através do 
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item de programa - Universal TEM imagem Platform (Olympus macio Imaging Solutions 

GmbH, Alemanha). 

 

 

2.3 Resultados 

 

 

O total de posturas utilizadas no presente estudo para realizar as culturas primárias, foi 

proveniente de 230 fêmeas, sendo 100 de R. sanguineus (origem tropical) e 130 fêmeas de R. 

sanguineus (origem temperada). 

 Inicialmente o crescimento celular das culturas primárias de células embrionárias de R. 

sanguineus (origem tropical e temperada) foi lento, no entanto as células apresentaram 

viabilidade celular (Figura 2.1 e 2.2, respectivamente). Morfologicamente as células 

apresentaram-se finas, alongadas e espessas. Após 60 dias de cultivo em meio L-15B 

suplementado com 20% de SFB, ocorreu formação da monocamada celular confluente, dando 

origem ao primeiro subcultivo (Figura 2.2 e 2.3). No entanto, as culturas de células 

embrionárias de R. sanguineus (origem temperada) após o primeiro subcultivo (P1), 

apresentaram um crescimento celular lento em comparação as células embrionárias de R. 

sanguineus (origem tropical). A monocamada celular das culturas de R. sanguineus (origem 

tropical) se formou após aproximadamente 30 dias, sendo necessário realizar o subcultivo, já as 

culturas de células embrionárias de R. sanguineus (origem temperada) só atingiram a 

monocamada celular após 60 dias.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.1: Cultivos primários e 1º subcultivo de células embrionárias de Rhipicephalus 

sanguineus (origem tropical) 

A B 

  

A: Células de R. sanguineus (origem tropical) após 10 dias do cultivo, barra 10µm. B: Células de 

R. sanguineus (origem tropical) após 15 dias do primeiro subcultivo, barra 10 µm. Setas indicam os 

conjuntos de células aderidas a garrafa. 
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Fonte: LIMA-DUARTE (2017) 

A B 

Figura 2.2: Cultivos primários de células embrionárias de Rhipicephalus sanguineus (origem 

temperada) 

A-B: Células de R. sanguineus (linhagem temperada) após 9 dias do cultivo, respectivamente, barras 

50µm e 10µm. C-D: Células após 30 dias do cultivo, respectivamente, barras 50µm e 10µm. As setas 

indicam os conjuntos de células aderidas. 

D C 
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Em relação às idades das massas testadas de ovos de R. sanguineus (de ambas as 

origens), foi observado que células obtidas com ovos de 10 dias (Figura 2. 4) além de 

apresentarem uma baixa produção de células, mostraram dificuldade de aderência, e a maioria 

permaneceu no sobrenadante. Nos cultivos de ovos com idade de 16 dias, os embriões já 

estavam muito desenvolvidos, também dificultando a aderência. Foi observado que ovos com 

10 dias se apresentaram com um aspecto “vitrificado”, enquanto que os ovos com idade de 12 e 

14 dias apresentaram aspecto condensado em um dos polos. 

Os ovos de idade de 12 e 14 dias de idade (Figura 2.4) produziram maior número de 

células viáveis que rapidamente aderiram à garrafa. Com 14 dias, os ovos continham embriões 

segmentados com apêndices visíveis, já os ovos de 16 dias (Figura 2.5) apresentaram uma 

estrutura branca e circular, e foi possível observar a formação da cutícula envolvendo os 

embriões. 

 

 

Figura 2.3: Cultivo primário e 1º subcultivo de células embrionárias de R. sanguineus (origem 

temperada) 

A B 

A-B: Células de R. sanguineus (origem temperada) após 10 dias do primeiro subcultivo, barras 5µm. 

  
Fonte: LIMA-DUARTE (2017) 
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 Figura 2.4. Massas de ovos de Rhipicephalus sanguineus (linhagem temperada) com diferentes idades e 

culturas realizadas com esses ovos 

A: Ovos com 10 dias de idade. B: Culturas de ovos com idade de 10 dias de idade, barra 5 µm, 

poucas células aderidas. C: Ovos com 12 dias de idade. D: Culturas de ovos com 12 dias, barra 50 

µm; células aderidas. E: Ovos com 14 dias de idade. F: Culturas de ovos com idade de 14 dias de 

idade, barra 5 µm, muitos grupos de células aderidas, e presença de células tronco. 

 

A 

  

B 

  

D 

  

C 

Fonte: LIMA-DUARTE (2017) 

F E 
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Os congelamentos foram iniciados desde o primeiro subcultivo (P1), e após 3 meses 

foram iniciados os primeiros descongelamentos. Depois de 2 dias do descongelamento, foi 

realizada troca de meio, para remover os debris celulares (fragmento de células). Porém, 

nenhuma das células congeladas de R. sanguineus (de ambas as origens), puderam ser 

recuperadas após criopreservação. No entanto, os esforços continuam para a obtenção dessas 

linhagens celulares. 

Os resultados das reações de sequenciamento das amostras de células no terceiro 

subcultivo (P3) de R. sanguineus (origem tropical), mostrou 100% de similaridade e score 

máximo com uma porção do genoma mitocondrial completo de R. sanguineus do município de 

Uberlândia (GU553074) confirmando a identidade celular dessa espécie. As comparações 

foram realizadas utilizando o Blastn com o banco de dados Nucleotide collection (nr/nt) do 

NCBI. A sequência foi depositada sob o código GenBank (MF187515). 

As sequências das amostras de células no P3 de R. sanguineus (origem temperada), 

mostrou 100% de similaridade e score máximo com as sequências que são provenientes do Rio 

B 

Figura 2.5: Ovos de Rhipicephalus sanguineus (linhagem temperada) com 16 dias de idade e 

culturas realizadas com esses ovos. 

A 

A: Ovos com 16 dias de idade. B: Culturas de ovos com 16 dias, barra 5 µm não a presença de células 

aderidas, no campo é possível observar fragmentos do carrapato 

Fonte: LIMA-DUARTE (2017) 



43 

 

Grande do Sul (KX533942.1) e Uruguai (JX195167.1), de R. sanguineus de origem temperada. 

A sequência foi depositada sob o código GenBank (MF477856). 

As culturas de células embrionárias de R. sanguineus (origem tropical), infectadas por 

E. canis no quinto subcultivo mantiveram o agente por pelo menos 40 dias, antes da destruição 

parcial das células. A infecção foi confirmada por PCR quantitativa em tempo real.    

As mórulas de E. canis apareceram nas células após 15 dias da inoculação e 30 dias 

após a propagação. As células infectadas foram criopreservadas, e após descongelamento, ao 

serem inoculadas em novos cultivos de células de R. sanguineus (origem tropical), infectaram 

essas culturas. 

As culturas infectadas foram propagadas após 40 dias, e a microscopia eletrônica de 

transmissão permitiu a observação do patógeno dentro das células (Figura 2.6 -2.7). 

A TEM mostrou células não infectadas e células infectadas por propagação e após 

descongelamento (Figura 2.7). Após a criopreservação a presença de mórulas de E. canis foram 

observadas na entre a 2-4 semanas pós infecção. 

No entanto, as culturas de células embrionárias de R. sanguineus (origem temperada), 

não foram capazes de se infectar e de manter E. canis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: LIMA-DUARTE (2017) 

Figura 2.6: Microscopia eletrônica de transmissão e Microscopia óptica de células embrionárias 

de R. sanguineus (origem tropical), infectadas com E. canis. 

  

A: Esfregação de cultura com infecção, corado com Panótico Rápido, barra 10 µm, setas indicando mórulas 

de E. canis. B:  Mórulas formada por corpúsculos de E. canis, barra 1 µm. Setas indicam mórulas  

  

A 

  

B 
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Figura 2.7: Microscopia eletrônica de transmissão de culturas de células embrionárias de R. 

sanguineus (origem tropical), infectadas com E. canis. 
 

A: Vacúolo em intensa atividade digestiva (seta), barra 0,5 µm. B:  Vacúolos em intensa atividade 

de digestão (setas), barra 0,5 µm. 
 Fonte: LIMA-DUARTE (2017) 

A 

  

B 
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2.4 Discussão 

 

 

A suplementação do meio L15-B com SFB a 20% foi essencial para o sucesso do 

cultivo das células de R. sanguineus de ambas as origens, pois o meio L-15B já contém vários 

fatores que auxiliam o crescimento e quando acrescido de SFB proporciona mais fonte de 

aminoácidos, proteínas, vitamina (particularmente vitaminas lipossolúveis como A, D, E e K), 

carboidratos, lipídios, hormônios, fatores de crescimento, minerais e oligoelementos (VON; 

MACMORINE, 1975). A concentração de SFB no meio de cultivo pode ser modificada 

dependendo da espécie do carrapato, variando de 5 a 20% (KURTTI; MUDERLOH; SAMISH, 

1988).  

Para obtenção da linhagem de R. sanguineus (RSE8), Kurtti et al. (1982) utilizaram 

SFB a 20% e Triptose Fosfato a 10%. No presente estudo, para a manutenção dos cultivos de 

células embrionárias de R. sanguineus (origem temperada e tropical) utilizamos o meio L-15B 

suplementado com 20% de SFB e 10% de triptose fosfato, e o crescimento e adesão celular 

foram satisfatórios com essa formulação de meio. 

Segundo Kurtti et al., (1988) a concentração de triptose fosfato também pode variar 

conforme a espécie de carrapato. 

Além do SFB, outros soros são utilizados para suplementação do meio de cultivo de 

células de carrapato, como o Soro Calf (derivado de bezerros) que foi empregado em linhagens 

já estabelecidas de R.(B.) microplus (BME/CTVM2 e BME/CTVM6), I. scapularis (ID8), I. 

ricinus e Rhipicephalus decolaratus (BDE/CTVM12 e BDE/CTVM14) (LALLINGER et al., 

2010). 

Um fator fundamental para o sucesso dos cultivos primários foi a determinação da idade 

ideal dos ovos.  Foi observado que os ovos com 12 e 14 dias de idade mantidos em estufa BOD 

a 25ºC e UR> 90% ± 10% produziram maior número de células viáveis que rapidamente 

aderiram a garrafa.  

Os primeiros dias do cultivo primário sem dúvida é a fase mais crítica, uma vez que os 

debris celulares, cascas de ovos e leveduras dificultam a aderência celular. Pudney et al., 

(1973), sugeriram que a quantidade de tecidos celulares proveniente dos ovos é elevada no 

cultivo inicial. Sendo, a utilização de antibióticos e antifúngicos nos dias subsequentes ao 

cultivo foi fundamental nas primeiras semanas. Além disso, embora a troca de meio de cultivo 
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deva ser realizada semanalmente (MUNDERLOH et al. 1994), no presente estudo, nos 

primeiros dias do cultivo realizamos trocas de meio duas vezes na semana, com o objetivo de 

diminuir o excesso de resíduos indesejáveis. 

Yunker (1987) relatou que as células de carrapato iniciam à aderência na garrafa de 

cultivo após algumas horas. No presente trabalho, foi observado que a aderência celular iniciou 

após alguns minutos do cultivo. Porém, esse tempo pode variar, pois em culturas de 

Ornithodoros capensis (NEUMANN, 1901), que é um carrapato argasídeo, as células 

embrionárias aderiram à garrafa somente após 1 a 2 semanas (MATILLA et al., 1980).  

Inicialmente o crescimento celular das culturas primárias de células embrionárias de R. 

sanguineus (origem tropical e temperada) foi lento, a confluência total da garrafa só foi 

atingida após 60 dias, e assim permitiu a realização do primeiro subcultivo.  Bell-Saky et al. 

(2007) descreveram que as células de carrapato não exibem inibição por contato e os resultados 

obtidos no presente estudo corroboram com isso, pois as células tiveram divisão celular 

contínua formando uma nova camada por cima do tapete celular já existente.  

Após o primeiro subcultivo, as culturas de células embrionárias de R. sanguineus 

(origem temperada) apresentaram crescimento celular mais lento em comparação as células 

embrionárias de R. sanguineus (origem tropical). O subcultivo de células de carrapato pode 

levar meses e até mesmo anos para se estabelecer (MUNDERLOH et al., 1994). E algumas 

linhagens celulares de carrapato podem levar 5 anos para serem estabelecidas (BELL-SAKYI 

et al., 2007). 

Culturas de células de carrapatos geralmente compreendem dois ou mais tipos de 

células que se fazem presentes em proporções variadas dentro de uma única cultura (YANKER, 

1987; BELL-SAKYI, 2007). Nos cultivos de células embrionárias de R. sanguineus (origem 

tropical e temperada) foi observado este comportamento celular.  

A necessidade de manter as células vivas por um longo período sem a perda de suas 

funções levou ao desenvolvimento de técnicas de criopreservação, que têm como objetivo parar 

reversivelmente todas as funções biológicas dos tecidos vivos em uma temperatura ultrabaixa 

(SANTIS; PRATA, 2009). Protocolos para criopreservação de células de carrapatos já foram 

descritos (KURTTI et al.,1982, LALLINGER et al.,2010), no entanto a criopreservação a longo 

prazo em nitrogênio líquido não garante a recuperação bem-sucedida de uma linhagem celular 

(BELL-SAKYI, 2007). Para o armazenamento de culturas utiliza-se temperaturas entre 4 ºC a 

12 ºC (KURTTI et al., 1988; BASTOS et al., 2006) 

Lallinger et al.,2010, relataram o sucesso da criopreservação a curto prazo de células 

derivadas de R. (B.) decoloratus, R. microplus e I. ricinus, utilizando DMSO e sacarose-
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fosfato-glutamato (SPG) como crioprotetores. Os crioprotetores desempenham um papel 

fundamental na criopreservação, pois atuam substituindo parcialmente a água no interior da 

célula ligando-se ao hidrogênio das moléculas de água intracelular, aumentando a viscosidade e 

reduzindo o ponto de congelamento da célula (JAIN; PAULSON, 2006). 

Para a criopreservação dos cultivos de células embrionárias de R. sanguineus (origem 

temperada e tropical), utilizamos o método de congelamento lento e DMSO como solução 

criopreservante.  O congelamento lento é caracterizado por uma redução gradual da 

temperatura, com o objetivo de reduzir o estresse térmico na fase de transição das soluções do 

estado líquido para o estado sólido (SANCHES, 2009). Até o momento, não obtivemos sucesso 

na criopreservação. 

As linhagens de células de carrapato têm sido utilizadas para propagação de vários 

patógenos, sobretudo para cultivos de bactérias do gênero Ehrlichia e Anaplasma (BELL-

SAKYI et al., 2007).  

O carrapato R. sanguineus é o principal vetor da bactéria E. canis, essa bactéria é o 

agente etiológico da Erliquiose Monocítica Canina (EMC). Porém, um estudo recente indicou 

que apenas R. sanguineus (origem tropical) tem competência vetorial de transmissão de E. 

canis (MORAES FILHO et al., 2015). Quanto ao cultivo in vitro desse microrganismo, trata-se 

de uma bactéria difícil de ser isolada (WALKER, 2000). 

E. canis já foi cultivada in vitro em células DH82, linhagem originária de monócitos 

caninos (WELLMAN et al., 1988). Cultivos desse patógeno também foram realizados em 

linhagens de carrapato de I. scapularis (ID8) (MUNDERLOH et al., 1998; MUNDERLOH et 

al., 1989; EWING et al., 1955) e Ixodes ricinus (IRE/CTVM18) (SINGU et al., 2006). 

Zweygarth et al. (2014) relataram isolamento e propagação de duas cepas sul-africanas e 

espanholas de E. canis em células I. scapularis (IDE8).  

Ewing et al. (1995) não obtiveram sucesso utilizando uma linhagem de R. sanguineus 

não especificada para isolar E. canis. Ferrolho et al. (2016) obtiveram sucesso ao realizar 

infecção de E. canis em uma linhagem celular de R. sanguineus (RSE8), sendo a infecção 

mantida por 4 semanas. Essa linhagem celular é originária dos EUA (KURTTI et al., 1982), 

portanto, possivelmente as células são derivadas de R. sanguineus (origem tropical).  

No presente estudo, as culturas de células embrionárias de R. sanguineus (origem 

tropical) foram utilizadas com o objetivo de testar sua eficiência como substrato de E. canis. O 

meio de cultivo foi suplementado por SFB (Hyclone™®-Chicago, Illinois, EUA) e as culturas 

infectadas por E. canis mantiveram o agente por pelo menos 40 dias. O Estabelecimento da 

infecção em uma linhagem de células derivada do vetor natural, abre uma nova oportunidade 
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para expandi o conhecimento sobre o ciclo de vida da E. canis no carrapato (FERROLHO et 

al., 2016). No entanto, as culturas de células embrionárias de R. sanguineus (origem 

temperada), até o momento não foram capazes de manter E. canis. Dessa forma, nossos 

resultados corroboram com os encontrados por Moraes-Filho et al. (2013), em relação à 

competência vetorial da linhagem tropical e temperada de R. sanguineus. 

De acordo com estudos realizados sobre a propagação de linhagens de células de 

carrapatos infectadas com A. marginale (MUNDERLOH et al., 1996; BASTOS et al., 2009; 

BAÊTA, 2015), Anaplasma centrale (BELL-SAKYI et al., 2015) e Anaplasma 

phagocytophilum (anteriormente Ehrlichia equi) (MUNDERLOH et al., 1996), o meio L15-B 

foi suplementado com baixa concentração de NaHCO3 como requisito para garantir o 

crescimento desses patógenos. Além disso, também foi necessário reduzir a concentração 

oxigênio e aumentar a concentração de CO2
 
em 100 vezes, indicando que alguns agentes de 

Anaplasmataceae são sensíveis à oxidação e exigem concentração de CO2 elevada para o 

crescimento (MUNDERLOH et al., 1996). 

Para culturas de células embrionárias de R. sanguineus (origem tropical) não foi 

necessário suplementar o meio com NaHCO3 e a bactéria E. canis (cepa Jaboticabal) cresceu 

bem em BOD (sem CO2). Isso sugere que nem todas as cepas de agentes de Anaplasmataceae 

necessitam dessas condições para crescer em células de carrapato. 

A suplementação do meio L-15B com SFB (Hyclone™®-Chicago, Illinois, EUA) na 

célula infectada variaram de 2 a 5% para diminuir o crescimento celular e melhorar o 

crescimento de E. canis. Desta forma, a redução na concentração de 2% de soro de Hyclone™ 

foi ideal para o crescimento e manutenção das bactérias nessas células 
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2.5 Conclusão 

 

 Culturas de células embrionárias de R. sanguineus de origem tropical, mostraram-se 

eficientes como substrato para o crescimento de E. canis (cepa Jaboticabal), permitindo 

sua propagação em novos cultivos após o descongelamento. Entretanto, no presente 

estudo as culturas de células embrionárias R. sanguineus de origem temperada até o 

momento não foram capazes de manter E. canis. 
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Anexo A- Protocolo do Meio L15B 

 

Solução 1: Triptose fosfato 

Reagentes Quantidade 

(Volume final 1L) 

Bacto
TM 

Tryptose Phosphate 

Brot (BD, USA) 

29,5 g 

H2O autoclavada 1 L 

 

1. Autoclavar a solução a 121 °C por 15 minutos. 

2. Armazenar a solução a 2-8°C 

 

Solução 2: StockD suplementado  

Reagentes Quantidade 

(Volume final 15 ml) 

Stock A (Vitrocell) 150 µl 

Stock B (Vitrocell) 150 µl 

Stock C (Vitrocell) 150 µl 

Stock D (Vitrocell) 14,55 ml 

 

1. Armazenar a 2-8 °C 

Solução 3: Preparo do meio L15B 

 

1. Em uma Capela de Segurança Biológica misturar os reagentes e filtra o meio em 

0,22µm  

2. Armazenar a 2-8 °C 

Reagentes  Quantidade (Volume final 501 ml) 

L-15 Leibovitz (Vitrocell) 450 ml 

L-Glutamina concentração 200 mM (3%) 0,15 g 

Solução 1: Triptose fosfato (BD) 50 ml 

Solução 2: Stock D suplementado (Vitrocell) 500 µl 

Lipoproteína (GIBCO) 500 µl 
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Anexo B- Preparação de gel de agarose 1% 

 

1. Para 100 ml de gel, pesar 1 g de agarose; 

 

2. Diluir a agarose em 100 ml de tampão TAE 1X (solução 1); 

 

3. Fundir a solução em forno microondas (aproximadamente 1 minuto e 10 seg- evitar 

fervura); 

 

4.  Aguardar a solução esfriar em temperatura ambiente; 

 

5. Acrescentar 4µl de Brometo de Etídio (Life Technologies
®
, Carlsbad, CA, EUA), 

misturar com agitação leve; 

 

6.  Despejar a solução na cuba de eletroforese na presença de um “pente” para formar 

poços para aplicação das amostras; 

 

7. Aguardar a polimerização do gel. 

 

Solução 1 TAE 1X 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reagentes Quantidade 

 

Tris Base 40 mM ph 7,2 4,84g 

EDTA 0,5 M 2 ml 

Ácido Acético Glacial 1,15 ml 

H2O Milli-Q autoclavada 1 L 
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3. CAPÍTULO II PADRONIZAÇÃO DE CULTIVO DE CÉLULAS 

EMBRIONÁRIAS DE Rhipicephalus (Boophilus) microplus E SEU USO PARA 

CULTIVO DE Anaplasma marginale 

RESUMO 

A espécie Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887), conhecida popularmente 

como “carrapato do boi”, é um carrapato monoxeno que tem bovinos como principais 

hospedeiros. O carrapato R. microplus é responsável por transmitir agentes causadores da 

babesiose e anaplasmose, sendo considerado o principal vetor de Anaplasma marginale. 

Linhagens celulares de carrapatos foram desenvolvidas nos últimos 40 anos e têm sido 

amplamente utilizadas para a propagação de microrganismos patogênicos. No presente 

trabalho, as culturas de células embrionárias de R. microplus foram preparadas com massas de 

ovos de diferentes idades e mantidas à 30 C° em meio de cultura L-15B, suplementado com 

20% de SFB. Subcultivos foram realizados após a formação da monocamada celular 

confluente. As identidades celulares foram confirmadas pela PCR e sequenciamento, utilizando 

um fragmento do gene mitocondrial 16S rDNA. As sequências das culturas de células de R. 

microplus foram depositadas no GenBank (MF422023). Essas culturas de células foram 

infectadas com Anaplasma marginale (cepa Jaboticabal), e mantidas em meio L-15B 

(Vitrocell) suplementado com SFB enriquecido com ferro (Hyclone™), nas concentrações de 

2% e 5%. As células infectadas foram mantidas em propagações sucessivas até a terceira 

passagem, para novas culturas de células, sendo então criopreservadas. Criopreservações no 12º 

subcultivo foram bem-sucedidas e as células foram estabelecidas em uma linhagem jovem 

(IBU/RBM-12). O DNA extraído das células infectadas e não infectadas de R. microplus foi 

analisado pela PCR quantitativa em tempo real (qPCR). Microscopia Eletrônica de 

Transmissão foi realizada para as células infectadas evidenciando a presença do patógeno. 

Propagações de células infectadas para as novas culturas de células de R. microplus foram bem-

sucedidas, confirmando sua eficiência como substrato para crescimento de Anaplasma 

marginale (cepa Jaboticabal). 

 

Palavras-chave: Rhipicephalus microplus, culturas de células embrionárias, estabelecimento de 

linhagem, IBU/RBM-12, Anaplasma marginale 
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3.1 Introdução 

 

 

A espécie R. microplus   (Canestrini, 1887), conhecido popularmente como “carrapato 

do boi”, é um carrapato monoxeno que tem bovinos como principais hospedeiros, podendo ser 

encontrado também em outros animais domésticos e em alguns ungulados silvestres 

(GUGLIELMONE et al., 2006). 

As infestações acarretam grandes perdas para bovinocultura, resultando em prejuízos 

anuais de bilhões de dólares na pecuária nacional (MARTINEZ et al., 2006; RODRIGUES et 

al.,2014; MILKPOINT, 2017). 

Este carrapato é responsável por transmitir os patógenos das enfermidades que integram 

o complexo Tristeza Parasitária Bovina (TPB), que inclui os protozoários do gênero Babesia 

(Babesia bigemina e Babesia bovis) e bactérias do gênero Anaplasma (Anaplasma marginale) 

(PÉREZ DE LEÓN et al., 2010).  

Estudos epidemiológicos indicam que a espécie R. microplus  é a principal vetora de A. 

marginale agente etiológico da anaplasmose bovina (GUGLIELMONE, 1995, KESSLER, 

2001; DE CAMPOS PEREIRA et al., 2008).  

Anaplasma marginale é uma bactéria intracelular obrigatória compreendida na ordem 

Rickettsiales, com distribuição mundial, sendo encontrada principalmente na região tropical e 

subtropical (JONGEJAN; UILENBERG 2004; AUBRY; GEALE, 2011). A anaplasmose 

bovina provoca alta morbidade e mortalidade em bovinos (BARROS et al., 2005; GUEDES 

JÚNIOR et al., 2008; KOCAN et al., 2010). 

Culturas de células de carrapatos oferecem um simplificado sistema de vetor in vitro, que 

são úteis para estudos de patógenos intracelulares, agregando um maior conhecimento sobre a 

biologia e interação hospedeiro-vetor-patógeno (VARMA. et al., 1975; BELL-SAKYI et al., 

2007). 

Linhagens de células a partir do carrapato R. microplus já foram estabelecidas há algumas 

décadas (HOLMAN; RONALD, 1980; KURTTI et al.,1988; COSSIO-BAYUGAR et al., 2002; 

BELL-SAKYI, 2004). A bactéria A. marginale tem sido propagada em linhagens de células do 

carrapato vetor e também de carrapatos não vetores (MUNDERLOH et al.,1996; BLOUIN et 

al., 2002; BELL-SAKYI et al.,2007; MONIUSZKO et al. 2014). As linhagens mais utilizadas 

como substrato para o crescimento de A. marginale são: ISE6 e IDE8, ambas obtidas de Ixodes 

scapularis Say, 1821; IRE/CTVM18 (obtida de Ixodes ricinus (L.) e BME26 (obtida de R. 
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microplus) (MUDERLOH et al.,1996; BLOUIN et al., 2003; MUDERLOH et al.,2004; 

ZWEYGARTH et al.,2006; BASTOS et al., 2009; ESTEVES et al., 2009; VILLAR et al., 

2010; AYLLON et al., 2013). No presente estudo, culturas de células embrionárias de R. 

microplus   foram obtidas para avaliar a possibilidade da utilização como substrato para A. 

marginale (cepa Jaboticabal). 

 

 

3.2 Material e métodos 

 

3.2.1 Origem dos carrapatos  

 

 

Fêmeas de R. (B) microplus, ingurgitadas, foram fornecidas pela Fazenda Angus Itú, 

localizada na cidade de Itú, SP.  

 

 

3.2.2 Desinfecção das fêmeas de R. (B) microplus 

 

 

Em uma capela de fluxo laminar horizontal, as fêmeas ingurgitadas de R. microplus foram 

lavadas em álcool 70% e mergulhadas em solução de cloreto de benzalcônio 2% por 15 

minutos. A seguir, os espécimes foram lavados em água destilada esterilizada contendo 

antibióticos por 5 minutos, adaptando-se a técnica utilizada por Kessler et al. (1999). Depois de 

secas em gazes esterilizadas, as fêmeas foram colocadas individualmente em placas de Petri 

estéreis, e mantidas em uma estufa biológica com demanda de oxigênio (B.O.D), à 27 
o
C ± 1 e 

umidade de 90% ± 5, para realização das posturas. 

Assim que as fêmeas iniciaram a oviposição, os ovos foram separados dia-a-dia (até o 

final da postura), em placa de Petri estéril, sendo mantidos em estufa BOD nas mesmas 

condições acima, até a data exata do início dos experimentos.  

O período de incubação dos ovos de R. microplus varia de 22-26 dias. Dessa forma, as 

seguintes idades das massas de ovos foram analisadas em microscópio estereoscópico da marca 

Leica, modelo EZ4: 10, 12 e 14 dias de idade. O desenvolvimento embrionário foi observado 

conforme Mattila et al. (2007).  
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3.2.3 Cultivos primários 

 

 

Os ovos foram pesados e depositados em um tubo cônico tipo Falcon de 50 ml, as 

lavagens foram realizadas em uma capela de segurança biológica conforme protocolo proposto 

por Munderloh et. al. (1994) e Bell-Sakyi (1991).  

O processo de lavagem iniciou-se com a imersão dos ovos em Cloreto de Benzalcônio 

2% (TPP) e centrifugados a 400 x g, por 2 minutos e o sobrenadante foi descartado (esse 

processo de centrifugação e descarte de sobrenadante, foi realizada ao final de cada etapa, antes 

da adição das diferentes soluções). Os ovos foram lavados durante 10 minutos em álcool 70% e 

em água destilada autoclavada por 5 minutos. Em seguida, os ovos foram lavados em solução 

de agua destilada autoclavada com 50 µl de anfotericina B e 100 µl de antibióticos (Penicilina e 

Streptomicina) por 25 minutos. Após, os ovos foram imersos em hipoclorito de sódio 2% 

durante 5 minutos, e então foi realizada a última etapa de lavagem com água destilada 

autoclavada. 

Os ovos foram quebrados em meio L-15B completo (Vitrocell) (Anexo B) 

suplementado com 20% de Soro Fetal Bovino – (SFB) (Vitrocell) e a Triptose fosfato (TTB).  

A suspenção celular foi centrifugada a 100 x g por 8 minutos. O sobrenadante foi 

descartado e o pellet ressuspendido em 2,5 ml de meio L-15B (Vitrocell) completo com 20% de 

SFB com antibióticos (com 2,5 µl de penicilina/estreptomicina e 2,5 µl de anfotericina B) e 

colocado em garrafas de 25 cm2, incubadas à 30°C. As culturas foram vistoriadas diariamente 

em Microscópio de Luz Invertida da marca Nikon, modelo Elipse. O meio foi trocado 

semanalmente. No entanto, na primeira semana do cultivo, as trocas foram mais frequentes para 

evitar perda de células viáveis durante a remoção do meio. Todas as vezes em que houve 

necessidade de remover o meio para substituição por um novo.Os ovos foram quebrados em 

meio L-15B completo (Vitrocell) (Anexo B) suplementado com 20% de Soro Fetal Bovino – 

(SFB) (Vitrocell) e a Triptose fosfato (TTB).  

A suspenção celular foi centrifugada a 100 x g por 8 minutos. O sobrenadante foi 

descartado e o pellet ressuspendido em 2,5 ml de meio L-15B (Vitrocell) completo com 20% de 

SFB com antibióticos (com 2,5 µl de penicilina/estreptomicina e 2,5 µl de anfotericina B) e 

colocado em garrafas de 25 cm
2
, incubadas à 30°C.  

As culturas foram vistoriadas diariamente em Microscópio de Luz Invertida da marca 

Nikon, modelo Elipse. O meio foi trocado semanalmente. No entanto, na primeira semana do 

cultivo, as trocas foram mais frequentes para evitar perda de células viáveis durante a remoção 
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do meio. Todas as vezes em que houve necessidade de remover o meio para substituição por 

um novo, o sobrenadante foi colocado em outra garrafa até que não houvesse mais células 

aderentes. 

 

 

3.2.4 Subcultivos 

 

 

Os subcultivos foram realizados de acordo com o crescimento celular, e a partir da 

segunda passagem, os antibióticos foram suprimidos. Quando a confluência alcançou 90%-

100%, as células foram retiradas da garrafa através de raspagem (cell scraper). Após 

centrifugação em tubo cônico tipo Falcon com 6 ml de meio L15-B (por 8 minutos a 100 x g) o 

sobrenadante foi descartado, o pellet foi ressuspendido em 8 ml de meio e dividido em 2 

garrafas. A partir da primeira passagem, as culturas com cerca de 8x10
5
 células/ml (contadas 

em câmara de Neubauer), foram criopreservadas conforme descrito mais abaixo. 

Para avaliar a cinética do crescimento celular foi realizada uma curva de crescimento 

com culturas de células no 8ª subcultivo, seguindo as orientações de Prescott et al. (1996). 

As células foram retiradas da garrafa através de remoção mecânica (cell scraper) e 

semeadas em placas de cultura com seis poços e incubadas a 30°C. A contagem celular foi 

realizada a cada 24 horas durante 10 dias, em câmara de Neubauer, levando em consideração as 

células distribuídas nos quatro quadrantes, seguindo as orientações de WIGG et al. (2003). A 

viabilidade celular foi analisada com o reagente azul de Tripan (Gibco).  

Para contagem, as células foram retiradas da placa através de raspagem, transferidas 

para tubo cônico tipo Falcon de 15 ml e centrifugadas a 100 x g, por 8 minutos. O sobrenadante 

foi descartado e o pellet ressuspendido em meio L-15B (Vitrocell). Foram homogeneizados 10 

µl da suspensão de células com igual volume de azul de Tripan. Uma amostra de 10 µl dessa 

solução foi pipetada na superfície da câmara para a contagem.  

As células vivas e mortas foram então observadas e contadas em microscópio de luz 

invertida da marca Nikon, modelo  Elipse, utilizando-se objetiva 10 X. A contagem das células 

foi feita, usando o fator de conversão de volume para 1mm
2
, que é de 10

4
 

n° total de células contadas x 104 x fator de diluição = n° de células/ml 

número de quadrados contados
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Após a determinação da curva de crescimento, foram calculadas a velocidade máxima 

específica de crescimento (µ) e o tempo de duplicação [Td (h-
1
)] da fase exponencial. 

Os números da fase exponencial foram então transformados em logaritmo neperiano 

(ln), para obtenção do gráfico de tendência linear que permitiu determinar a equação angular da 

reta (Y=X+A). 

A velocidade máxima específica de crescimento (µ) foi calculada a partir da divisão do 

X(Biomassa) pelo tempo (24 horas), fórmula: 

µ: X/tempo 

 

Já o tempo de duplicação foi obtido segundo a fórmula: 

 

 

 

3.2.5 Criopreservação e recuperação das culturas   

 

 

O processo de criopreservação foi realizado segundo protocolo adaptado de Lallinger et 

al. 2010. Uma alíquota da suspensão celular (corada com Azul de Tripan) foi utilizada para a 

contagem celular em câmara de Neubauer. O processo de criopreservação foi realizado 

seguindo protocolo adaptado de Lallinger et al. (2010). 

Uma alíquota da suspensão celular (corada com Azul de Tripan (Gibco) foi utilizada 

para a contagem celular em câmara de Neubauer para o cálculo da concentração de células/ml a 

ser utilizada no processo de criopreservação. 

Após a contagem celular, a suspensão (oriunda da raspagem contendo células) com 8 ml 

de meio L-15B (Vitrocell) foi centrifugada a 100 x g por 8 minutos, o sobrenadante foi 

descartado e o pellet ressuspendido em 1 ml de meio L15B contendo 10% de SFB (Vitrocell) e 

500 µl de meio L15B contendo 25% de Dimetil Sulfóxido (DMSO) (HYBRI-MAX™). O 

conteúdo foi pipetado em um criotubo de 1,8 ml e transferido para um contender de 

congelamento NALGENE® Frosty™, e mantido no freezer -80 
o
C por 24 horas. Em seguida 

foi armazenado em nitrogênio líquido.  

Td: ln 2. µmax  
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Para recuperação das células criopreservadas, cada criotubo foi rapidamente 

descongelado em banho-maria a 37 ºC. O conteúdo foi transferido para tubo cônico tipo Falcon 

contendo 5 ml meio de cultivo (L-15B) com de soro fetal a 20%. Após a centrifugação (100 x g 

por 8 minutos em temperatura ambiente), os sobrenadantes foram descartados e o pellet 

ressuspendido em 4 ml de meio, sendo a seguir incubado em garrafa de 25 cm
2
 e mantidas  

 

 

3.2.6 Confirmação da identidade celular  

 

 

A identidade celular foi confirmada utilizando um ensaio de PCR convencional com 

base em 16S rRNA mitocondrial (Black e Piesman, 1994). As amostras de células (4 ml) de 

Rhipicephalus (Boophilus) microplus foram raspadas dos frascos (25 cm
2
) e processadas para 

extração de DNA usando o kit de extração de tecido DNeasy (Qiagen, Chatsworth, CA), 

seguindo as instruções do fabricante. 

A mistura tinha tampão de PCR 10X (Life Technologies
®
, Carlsbad, CA, EUA), MgCl2 

1,0 mM (Life Technologies
®
, Carlsbad, CA, EUA), desoxinucleótido trifosfato 0,2 mM 

(dNTPs) (Life Technologies
®
, Carlsbad, CA, EUA), 1.5U Taq DNA Polymerase (Life 

Technologies
®
, Carlsbad, CA, EUA) e 0,5 μM de cada oligonucleotídeo iniciador 16S + 1 (5'-

CTG CTC AAT GAT TTT TTA AAT TGC TGT GG-3 ') e 16S - 1 (5'-CCG GTC TGA ACT 

CAG ATC AAG T- 3 ') (Integrated DNA Technologies
®
, Coralville, IA, EUA). As 

amplificações foram realizadas com 10 ciclos iniciais de 92 ° C por 1 min, 48 ° C por 1min e 

72 ° C por 1min, seguido de 32 ciclos de 92°C por 1 min, 54 ° C por 35 seg e 72 °C por 1,35 

min, e extensão final de 72°C por 7 min. Os produtos de PCR foram separados por eletroforese 

em gel de agarose a 1% (Anexo C) corado com brometo de etídio (Life Technologies
®
, 

Carlsbad, CA, EUA). Os géis foram fotografados sob luz ultravioleta usando o Image Lab 

Software versão 4.1 (Bio-Rad
®
). Os produtos da reação de PCR foram purificados usando o kit 

comercial DNA Silica Bead (Thermo Fisher Scientific
®
, Waltham, MA, EUA). O 

sequenciamento dos produtos amplificados foi realizado por meio de sistema automatizado 

baseado no método da terminação da cadeia por dideoxinucleotídeo Sanger utilizando o Kit 

BigDye
®
 Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Thermo Fisher Scientific

®
, Waltham, MA, EUA) 
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e ABI PRISM 310DNA Analyzer (Applied Biosystems®, Foster City, CA, EUA). A identidade 

foi confirmada utilizando o programa BLAST. 

 

 

3.2.7 Infecção das culturas primárias de células embrionárias de R. microplus com A. 

marginale (cepa Jaboticabal) 

 

 

A bactéria A. marginale foi isolada de bezerro altamente parasitado, oriundo de 

Jaboticabal-SP (dados não publicados). A cepa tem sido mantida por passagens em bezerros 

esplenectomizados, e criopreservada em dimetil sulfóxido (DMSO) a 10%, em nitrogênio 

líquido, a - 196
o
 C. Essa amostra foi utilizada para a infecção de células de R. microplus. 

Para a primeira infecção, o patógeno foi inoculado em meio L15 sem suplementação de 

soro, em tubo cônico tipo Falcon com meio L-15B (Vitrocell) sem adição de antibióticos e sem 

SFB. O tubo cônico tipo Falcon foi invertido algumas vezes para homogeneização e 

centrifugado à temperatura ambiente por 15 minutos a 400 x g. A suspensão foi novamente 

homogeneizada e centrifugada por 15 minutos a 400 x g. Este procedimento foi repetido três 

vezes. 

Essa amostra foi inoculada em duas garrafas de 25 cm2 com células de R. sanguineus 

(linhagem tropical e temperada). O meio L-15B (Vitrocell) suplementado com SFB 

(Hyclone™®-Chicago, Illinois, EUA) sob duas concentrações diferentes (2% e 5%) e 

substituídas parcialmente semanalmente. Após quatro semanas, as culturas positivas foram 

propagadas em novas culturas de células ou foram ultra centrifugadas a 9000 xg para extrair os 

agentes patogênicos semi-purificados antes da criopreservação. 

Lâminas contendo amostras das culturas células de R. microplus, foram fixadas com 

metanol (100%) por 5 minutos. Para a preparação das lâminas e coloração com Panótico 

Rapído, utilizou-se o aparelho Cytospin (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). 
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3.2.8 Microscopia Eletrônica de Transmissão 

 

 

As amostras das células de R. microplus   não infectadas (controle) e infectadas com A. 

marginale foram fixadas em solução de Karnovsky (mistura de glutaraldeído e 

paraformaldeído) (Karnovsky, 1965) em 0,1 M de tampão de cacodilato de pH 7,2 durante 2 

horas. Foram então pós-fixadas numa solução de tetróxido de ósmio a 1% no mesmo tampão 

durante 1 hora. Após a lavagem, foram imersas em solução de acetato de uranila a 0,5% com 

13,3% de sacarose e mantidas a 4 °C durante 24 horas. A desidratação foi realizada em série de 

etanol. Após a passagem em óxido de propileno, as amostras foram infiltradas com 1:1 mistura 

de Óxido de propileno com resina epon durante 2-3 horas 1. As suspensões de células foram 

transferidas para BEEM cápsula com resina pura e centrifugou-se a 900 g durante 5 minutos. 

Após a substituição da resina e novamente centrifugada para sedimentar as células, as cápsulas 

foram secas a 60 °C para a polimerização durante 2 a 3 dias. Secções ultrafinas (60-70 nm) 

foram colocadas em grelhas de cobre, em contraste com uma solução aquosa de acetato de 

uranila a 2% durante 10 minutos, citrato de chumbo, durante 3 a 5 minutos (REYNOLDS, 

1963), e, em seguida, examinadas sob um microscópio TEM LEO 906E (Zeiss, Alemanha). As 

imagens foram capturadas pela câmera CCD MegaView III através do item de programa - 

Universal TEM imagem Platform (Olympus macio Imaging Solutions GmbH, Alemanha). 

 

 

3.2.9 PCR em tempo real 

 

 

A reação de qPCR das amostras de DNA das células infectadas por Anaplasma 

marginale foi  realizada segundo descrito por Carelli et al. (2007), para o gene msp1. 

A reação foi realizada com volume final de mistura de 10 µL, contendo 1 µL de DNA 

genômico, 5,0 µL de TaqMan® Gen Expression Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, 

CA, EUA), 10 µM de cada oligonucleotídeo iniciador (AM forward: 5'- 

TTGGCAAGGCAGCAGCTT 3' e AM-inversa: 5-'TTCCGCGAGCATGTGCAT-3') e 10 µM 

da sonda de hidrólise (AM-sonda: 6FAM-5’-TCGGTCTAACATCTCCAGGCT TTCAT-3’-
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BHQ1). Os ciclos foram realizados sob as seguintes condições: 2 min/50 °C, 10 min/95 °C e 40 

ciclos de 15seg/95 ºC e 1 min/60 ºC. As reações de amplificação foram conduzidas em 

aparelho termociclador CFX96 Thermal Cycler® (BioRad, Hercules, CA, Estados Unidos). 
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3.3 Resultados  

 

 

As células embrionárias de R. microplus   cultivadas utilizando massas de ovos com 

idade de 15 dias, desenvolveram uma monocamada celular confluente com agrupamento e 

diferentes tipos celulares. Essa idade dos ovos foi a melhor para adesão e crescimento celular. 

O primeiro subcultivo só foi possível após 12 meses do início do cultivo primário 

(Figura 3.1). O primeiro subcultivo (P1) por sua vez, só pode ser repicado após 6 meses, 

resultando em sucesso para a segunda subcultivo (P2). Após a P2, as células começaram a 

crescer rapidamente. Atualmente as culturas estão no 22ª subcultivo. 

 

Figura 3.1: Cultivos de células embrionárias de R. (B.) microplus 

A-B: Células de R. (B.) microplus P6(7° subcultivo) ’, barra 10µm e 5 µm, respectivamente. B-

C: Células de R. (B.) microplus após P6(6º subcultivo), barra 10 µm. e 5 µm, respectivamente 

B A 

C D 

Fonte: LIMA-DUARTE (2017) 
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Durante o crescimento celular em meio L15-B, as células apresentaram uma curva de 

crescimento padrão (Gráfico 3.2 e 3.3), composta por quatro fases distintas: fase lag, fase 

exponencial de crescimento, fase estacionária e fase de declínio. 

A duração da fase Lag foi curta e a fase Log ou exponencial de crescimento foi 

naturalmente a fase com maior viabilidade e atividade metabólica da população celular, 

apresentando velocidade máxima específica de crescimento (µ) de 0,018 e tempo de duplicação 

(Td) de 42,2 horas. 

Na fase estacionária sucedeu a formação de um número máximo de células (X max) que 

foi de 120 x 10
4
, que ocorreu no 5ª dia (Tmax-days). Nesse ponto do gráfico podemos observar 

que a velocidade de crescimento diminuiu e o número de morte se equivaleu ao número de 

células novas. Após a fase estacionária ocorreu uma redução drástica no número de células, 

característica típica da fase de declínio. Pode-se observar também que o número de morte 

celular foi maior que o número de células em divisão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico3.2: Curva de crescimento de células embrionárias de R. (B) microplus no 8º subcultivo 

 

Fonte: LIMA-DUARTE (2017) 
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À medida que as células entraram em crescimento rápido (P3), passamos a criopreservá-

las. No entanto, após 3 meses de congelamento, as células ao serem descongeladas não foram 

recuperadas nessa passagem. Somente após 12º subcultivo foi possível a recuperação das 

células, que por sua vez se tornou contínua (denominada: IBU/RBM-12) depositada no 

Instituto Pasteur
2
. 

Os resultados das reações de sequenciamento das amostras de células no 12° subcultivo 

de R. microplus, mostrou 100% de similaridade e score máximo com uma porção do genoma 

mitocondrial completo de R. microplus (KY020993.1) confirmando a identidade celular dessa 

espécie. A sequência foi depositada sob o código GenBank (MF422023). 

As infecções com A. marginale foram realizadas nos cultivos primários. No início, as 

concentrações de SFB, eram de 5 %, mas padronizamos para 2% nas culturas com A. 

marginale. Nessa concentração, o crescimento celular desacelerou compensando o aumento do 

patógeno e invasão de novas células.  

No total, foram infectadas com A. marginale mais de dez garrafas de cultura de células 

de R. (B) microplus, que posteriormente foram propagadas para novas garrafas e também foram 

criopreservadas. Células infectadas na 4ª propagação foram analisadas pela PCR quantitativa 

em tempo Real.  As curvas demonstraram que o material infectante foi transmitido para novas 

células, mesmo após congelamento. As imagens em MET evidenciam a presença de A. 

marginale nas células (Figura 3.2). 

                                            

2
 Número de deposito: CNCM I-5170 (Instituto Pasteur) 

Gráfico 3.3: Gráfico de tendência linear 

Fonte: LIMA-DUARTE (2017) 
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Assim, confirmamos que as culturas de células embrionárias R. microplus são bons 

substratos para a manutenção e propagação de A. marginale. Por outro lado, nem todas as 

células se infectam, o que sugere que existem mecanismos de defesa em algumas células R. 

microplus diferenciadas. Extraimos A. marginale dessas culturas e inoculando nas células que 

não foram infectadas embora estivessem em contato com o patógeno. Foram ainda preparadas 

lâminas dessas culturas infectadas (coradas com Panótico rápido) para visualização dos 

corpúsculos de Anaplasma nas células (Figura 3.3). 

 

 

 

 

 

A B 

Figura 3.4. Microscopia Eletrônica de Transmissão de culturas de Célula embrionárias de 

R.(B.) microplus infectadas com bactérias A. marginale . 

A-B: Célula de R.(B.) microplus totalmente destruída, evidenciando as bactérias A. marginale, em 

aumento de 20.000x e 7000x, respectivamente 
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A B 

C 

Figura 3.5 Fotomicrografias ópticas de culturas de células embrionárias de R. (B) microplus 

infectadas com A. marginale, coradas com Panótico rápido. 

A-C: Célula de R. microplus  coradas com Panótico rápido, aumento de 1000x. barras 10 µm. 
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3.4 Discussão  

 

Apesar da existência de protocolos relativamente padronizados para estabelecer culturas 

primárias de células embrionárias de carrapatos, algumas espécies apresentam maior 

dificuldade do que outras para produzirem culturas de células contínuas.   

Estudos anteriores evidenciaram que as células de carrapatos em cultivo passam a aderir 

à superfície da garrafa após horas ou até mesmo semanas, no caso dos argasídeos (YUNKER et 

al., 1987). Para as culturas de células embrionárias de R. microplus observou-se que o processo 

de adesão se deu rapidamente (poucos minutos após o cultivo). 

No presente estudo, o crescimento celular foi muito lento, sendo que as células só 

puderam ser subcultivadas pela primeira vez após 12 meses do cultivo inicial, e apesar da 

viabilidade celular e confluência necessária morriam quando tentávamos subcultivá-las. Esse 

fato está de acordo com observações feitas por Munderloh et al. (1994). Após o 2º subcultivo 

percebemos a intensificação da expansão celular, e consequentemente os subcultivos passaram 

a ser realizados em intervalos de 30 dias.  

Os protocolos de criopreservação mais utilizados para as células de carrapatos são os 

estabelecidos por Kurtti et al. (1982) e Lallinger et al. (2010). Contudo, nem todas as linhagens 

de células de carrapato respondem positivamente a esse método, não sendo recuperadas após a 

criopreservação (BELL-SAKYI et al. 2007). Para garantir que as linhagens celulares sejam 

contínuas, uma parte deve ser armazenada e outra criopreservada. Quando mantidas em 

nitrogênio líquido, as culturas contínuas podem sobreviver por no mínimo 12 anos (BELL-

SAKYI et al. 2007) e o armazenamento de culturas deve ser realizado à temperatura de 4 ºC a 

12 ºC (KURTTI et al., 1988; BASTOS et al., 2006). 

Para a criopreservação dos cultivos de células embrionárias de R. microplus, utilizamos 

o método de congelamento lento com DMSO como solução crioprotetora, conforme protocolo 

de Lallinger et al. (2010) com algumas modificações. As células puderam ser recuperadas no 

12º subcultivo, estando atualmente no 25º subcultivo. 

A linhagem de R. microplus que existe no banco celular da Universidade de Minesota, 

em Mineapolis/St. Paul, USA (BME-26), necessitou de 26 subcultivos, antes do sucesso na 

criopreservação. A caracterização celular e molecular dessa linhagem foi reportada por Esteves 

et al. (2008).   

A contagem celular é uma técnica empregada para monitorar a reprodução de células 

em meios de cultivo de interesse em ensaios biológicos. Esses ensaios permitem o controle da 
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proliferação de células em tecidos vivos e estudos de cinética celular (FUSSENEGER; 

BAILEY, 1998; ABU-ABSI et al., 2003). O crescimento das culturas de células é composto por 

quatro fases distintas: fase lag, fase log, fase estacionária e fase de declínio (KOCH; HIGGINS, 

1982; KONEMAN et al., 2012). A fase lag, compreende a fase de latência ou adaptação, nesta 

fase ocorrem as sínteses de enzimas de diferentes macromoléculas necessárias à divisão celular 

(BROOKS et al., 2000). Na fase log, ou exponencial de crescimento, os números de massa 

celular aumentam em escala logarítmica, com um tempo de geração constante. A fase 

estacionária é caracterizada por manter as taxas de reprodução e de mortalidade em equilíbrio. 

Por fim, a fase de declínio, corresponde a perda irreversível da capacidade de divisão celular, 

no qual a taxa de mortalidade excede a taxa de proliferação equilíbrio (BURTON; 

ENGELKIRK, 1998).  

As culturas de células embrionárias de R. microplus mantidas em meio L15B 

suplementado com 20% SFB, apresentaram uma curva de crescimento padrão contendo todas 

as fases acima descritas. A fase lag foi relativamente curta indicando que essas células possuem 

um crescimento ativo. A fase log ou exponencial de crescimento foi naturalmente a fase com 

maior viabilidade e atividade metabólica da população celular, apresentando velocidade 

máxima específica de crescimento (µ) de 0,018 e tempo de duplicação (Td) de 42,2 horas. 

Munderloh e Kurtti (1989) realizaram um estudo com linhagens de células de carrapatos, no 

qual o tempo de duplicação (Td) foi de 114 horas. Sendo assim, podemos supor que as culturas 

de células embrionárias de R. microplus no 8º subcultivo apresentam alta taxa de proliferação.  

Por fim, a taxa de mortalidade excedeu a taxa de reprodução e o número de células viáveis 

sofreu declínio. Durante essa fase, as células adquirem alterações morfológicas, de modo que se 

tornam de difícil reconhecimento (TRABULSI et al., 2005), o que corrobora com o observado 

no presente estudo. 

Propagação de agentes patogênicos, como Ehrlichia e Anaplasma, já foram 

estabelecidos em linhagens de células de carrapatos (MUNDERLOH et al.,1996; BLOUIN et 

al., 2002). No presente estudo as culturas de células embrionárias de R. microplus   

demostraram ser adequadas ferramentas in vitro para a manutenção e propagação de A. 

marginale. Então, a obtenção de culturas de células estabelecidas de R. microplus proveniente 

do Brasil foi um grande avanço e o estabelecimento da linhagem IBU/RBM12 propiciará novas 

frentes de pesquisa na busca dos antígenos vacinais para Anaplasmose (estudos em andamento, 

objeto de patente). Além disso, representa uma fonte ilimitada que se auto-replica, podendo 

crescer, disponibilizando quantidades ilimitadas de células para outros estudos experimentais 

(BELL-SAKYI et al., 2007). 
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3.5 Conclusão  

  Culturas de células embrionárias de R. microplus mostraram-se eficientes como 

substrato para o crescimento de A. marginale (cepa Jaboticabal). 

 Foi estabelecido a linhagem das células de R. microplus a partir do 12ª subcultivo. 
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Anexo A- Protocolo do Meio L15B 

 

Solução 1: Triptose fosfato 

Reagentes Quantidade 

(Volume final 1L) 

Bacto
TM  

Tryptose 

Phosphate Brot (BD, USA)  

29,5 g 

H2O autoclavada 1 L 

 

1. Autoclavar a solução a 121 °C por 15 minutos. 

2. Armazenar a solução a 2-8°C 

 

Solução 2: StockD suplementado  

Reagentes Quantidade 

(Volume final 15 ml) 

Stock A (Vitrocell) 150 µl 

Stock B (Vitrocell) 150 µl 

Stock C (Vitrocell) 150 µl 

Stock D (Vitrocell) 14,55 ml 

 

1. Armazenar a 2-8 °C 

 

Solução 3: Preparo do meio L15B 

 

1. Após a mistura dos reagentes, filtra o meio em 0,22µm  

2. Armazenar a 2-8 °C 

Reagentes  Quantidade (Volume final 501 ml) 

L-15 Leibovitz (Vitrocell) 450 ml 

L-Glutamina concentração 200 mM (3%) 0,15 g 

Solução 1: Triptose fosfato (BD) 50 ml 

Solução 2:  Stock D suplementado (Vitrocell) 500 µl 

Lipoproteína (GIBCO) 500 µl 
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Anexo B- Preparação de gel de agarose 1% 

 

2. Para 100 ml de gel, pesar 1 g de agarose; 

 

3. Diluir a agarose em 100 ml de tampão TAE 1X (solução 1); 

 

4. Fundir a solução em forno microondas (aproximadamente 1 minuto e 10 seg- evitar 

fervura); 

 

5.  Aguardar a solução esfriar em temperatura ambiente; 

 

6. Acrescentar 4µl de Brometo de Etídio (Life Technologies
®
, Carlsbad, CA, EUA), 

misturar com agitação leve; 

 

7.  Despejar a solução na cuba de eletroforese na presença de um “pente” para formar 

poços para aplicação das amostras; 

 

8. Aguardar a polimerização do gel. 

 

Solução 1 TAE 1X 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reagentes Quantidade 

 

Tris Base 40 mM ph 7,2 4,84g 

EDTA 0,5 M 2 ml 

Ácido Acético Glacial 1,15 ml 

H2O Milli-Q autoclavada 1 L 
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4. CONCLUSÃO GERAL 

 

 A idade dos ovos para a viabilidade de cultivos primários de células embrionárias de R. 

sanguineus (origem temperada e tropical) na temperatura de 25 
o
C ± 1 e umidade de 

90% ± 5 é de 12 a 14 dias  

 A idade para a viabilidade de cultivos primários de células a partir de ovos embrionários 

de R. microplus é de 15 dias 27 
o
C ± 1 e umidade de 90% ± 5 

 Foi estabelecido a linhagem de células de R. microplus no 12 ª subcultivo. 

 Culturas de células embrionárias de R. sanguineus de origem tropical, mostraram-se 

eficientes como substrato para o crescimento de E. canis (cepa Jaboticabal), permitindo 

sua propagação em novos cultivos após o descongelamento.  

 As Culturas de células embrionárias R. sanguineus de origem temperada não foram 

capazes de manter E. canis. 

 Culturas de células embrionárias de R. microplus nmostraram-se eficientes como 

substrato para o crescimento de A. marginale (cepa Jaboticabal). 
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