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RESUMO

BAETA, Bruna de Azevedo. Isolamento e caracterizacdo molecular de duas novas cepas
de Anaplasma marginale e estabelecimento de linhagens de células embrionarias do
carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus 2015. 97p. Tese (Doutorado em Ciéncias
Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

No primeiro capitulo foram isoladas e caracterizadas duas novas cepas de Anaplasma
marginale oriundas do municipio de Seropédica, RJ, em linhagem de células de carrapato
Ixodes scapularis (IDE8), possibilitando novos estudos no diagndéstico com a utilizacdo de
cepas locais. No segundo capitulo foram desenvolvidas e caracterizadas as primeiras
linhagens de células embrionérias de Rhipicephalus (Boophilus) microplus oriundas de cepa
brasileira. As cepas de A. marginale foram obtidas a partir de sangue de dois bezerros
naturalmente infectados pertencentes a Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ), Seropédica. Apos isolamento, as cepas foram caracterizadas morfologicamente,
através da microscopia de luz e molecularmente através do semi-nested PCR do gene msp!a.
Duas cepas de A. marginale foram isoladas e nomeadas como AmRiol e AmRio2. Pequenas
coldnias foram observadas em laminas de citocentrifuga coradas com Giemsa 1:10, de cada
isolado, 60 dias apds o inicio da cultura. Analises de uma repeticdo em tandem de MSP1a da
cepa AmRiol resultou em uma nova sequéncia (nomeada de 162) com um aminoacido
diferente. O resultado da analise filogenética demonstrou que as cepas de A. marginale a
partir do Brasil e Argentina formam dois grandes clusters. Para o estabelecimento das
linhagens de R. (B.) microplus, os carrapatos foram provenientes de cepa mantida em bezerros
no Laboratério de Doencas Parasitarias, UFRRJ, Seropédica. No 13° dia de postura, a massa
de ovos foi esterilizada, macerada, filtrada e centrifugada a 200 xg por 10 minutos. O “pellet”
foi suspenso em meio Leibovitz’s L15 e dividido em 6 frascos de 25 cm?, dos quais 3
contaminaram, um foi depositado no banco de células do Instituto Pirbright e outros 2 foram
caracterizados no presente estudo (linhagens BMEBR1 e BMEBR?2) através da analise
molecular do gene 16S DNAr (PCR), curva de crescimento e microscopia de luz e
epifluorescéncia. Com 60 dias de cultivo, as células passaram a apresentar um aspecto
confluente, caracterizando a formacdo da monocamada. Existiu uma completa similaridade
(100%) das novas linhagens BMEBR1 e BMEBR2 com R. (B.) microplus do Brasil
(EU918178.1), da Costa Rica (EU918179.1), do Paraguai (EU918180.1), entre outros. Ambas
as cepas apresentaram crescimento menor que a linhagem de R. (B.) microplus BME/CTVM2
oriunda da Costa Rica. A linhagem BMEBR1 possui maior capacidade fagocitica que as
linhagens BMEBR2 e BME/CTVMZ2. Além disso, essas linhagens possuem caracteristicas de
acidificacdo, producdo de corplsculo lipidico e estresse oxidativo diferentes entre si. As
novas linhagens foram congeladas e descongeladas com sucesso e apresentaram-se estaveis
com relacdo as caracteristicas morfologicas e de taxa crescimento. Desta forma, estas
linhagens podem ser utilizadas em futuros estudos na propagacdo das novas cepas de A.
marginale isoladas.

Palavras-chave: cultivo in vitro, Anaplasma marginale, Rhipicephalus (Boophilus)
microplus.



ABSTRACT

BAETA, Bruna de Azevedo. Isolation and molecular characterization of two new strains
of A. marginale and establishment of embryonic cell lines from the tick Rhipicephalus
(Boophilus) microplus. 2015. 97p. Thesis (Doctor Science in Veterinary Science). Instituto
de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

In the first chapter two new strains of Anaplasma marginale derived from the Seropédica, RJ
were isolated and characterized in tick cells line of Ixodes scapularis (IDE8), enabling new
studies in the diagnosis with the use of local strains. In the second chapter the first lines of
embryonic cells of Rhipicephalus (Boophilus) microplus from Brazilian strains were
developed and characterized. The strains of A. marginale were from blood of two naturally
infected calves belonging to the Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ),
Seropédica. After isolation, the strains were characterized morphologically by light
microscopy and molecularly by nested PCR of mspla gene. Two strains of A. marginale were
isolated and named as AmRiol and AmRio2. Small colonies were observed in cytospin
smears stained with Giemsa’s 1:10, of each of the isolates, 60 days after culture initiation.
Analysis of mspla microsatellite in both strains resulted in a single genotype, genotype E.
The amino acid sequence of one MSP1a tandem repeat from the strain AmRiol resulted in a
new sequence (named 162) with one amino acid change. The results of our phylogenetic
analysis demonstrated that A. marginale strains from Brazil and Argentina formed two large
clusters. In establishing of the strains of R. (B.) microplus, the ticks were from strain kept
calves in Parasitic Diseases Laboratory, UFRRJ, Seropédica. After 13 days of laying, the pool
of eggs was sterilized, macerated, filtered and centrifuged at 200 xg for 10 minutes. The pellet
was suspended in Leibotiz’s L15 medium and divided into 6 flasks of 25 cm?, of which 3
were contaminated, one was deposited in the cell bank of the Pirbright Institute and others
two were characterized in the present study (BMEBR1 and BMEBR2 lines) through
molecular analysis of the 16S rDNA gene (PCR), growth curve and epifluorescence and light
microscopy. Sixty days in culture, the cells began to show confluent aspect, reaching the
formation of the monolayer. There was a complete similarity (100%) of new lines BMEBR1
and BMEBR2 with R. (B.) microplus in Brazil (EU918178.1), Costa Rica (EU918179.1),
Paraguay (EU918180.1), among others. Both strains showed lower growth than the R. (B.)
microplus line from Costa Rica, BME/CTVM2. The BMEBRL line has increased phagocytic
ability that the BMEBR2 and BME/CTVM2 lines. In addition, these strains have acidification
characteristics, lipid corpuscle production and oxidative stress different from each other. The
new strains were frozen and defrosted successfully, and were stable with respect to
morphology and growth rate. Thus, these lines can be used in future studies to propagation of
new strains of A. marginale isolated.

Key-words: in vitro culture, Anaplasma marginale, Rhipicephalus (Boophilus) microplus.



INTRODUCAO GERAL

Os carrapatos possuem um importante significado na economia mundial, por serem
prejudiciais pela sua propria agdo espoliativa ou como vetores de virus, bactérias e
protozoarios patogénicos de importancia médica e veterinaria. Sistemas de cultura in vitro,
particularmente, linhagens de células derivadas de tecidos de vetores, ttm um papel
inestimavel e insubstituivel em muitos aspectos de pesquisas de carrapatos e patdgenos
transmitidos por estes, incluindo biologia parasitaria basica, relacdo hospedeiro-vetor-
patdgeno e controle de doenca.

A cultura de tecidos de carrapatos além de possibilitar estudos sobre a embriologia,
fisiologia e morfologia em suas diferentes fases de crescimento, permite estudos e propagacédo
de diversos patogenos, facilitando o entendimento das interacdes entre patégeno e hospedeiro.
Além disso, essas culturas atuam como substrato para producdo de antigenos para
diagndsticos e vacinas.

A mais significante evolucdo em propagacdo de patdgenos em linhagens celulares diz
respeito aos géneros Ehrlichia e Anaplasma. Em relacdo a anaplasmose, ap6s muitos estudos,
linhagens de células derivadas de embrides de Ixodes scapularis (IDE8) apoiaram o
crescimento de diversos isolados de Anaplasma marginale, proporcionando assim novas
oportunidades de investigacdo para estudos da interacdo entre A. marginale e células de
carrapato.

Durante o projeto foi realizado um periodo de doutorado sanduiche, gerando a
oportunidade de realizar o trabalho na Universidade de Ludwig-Maximilians de Munique na
Alemanha, com A. marginale e cultivo de células de carrapato. Além disso, manteve-se 0
projeto original com estabelecimento de linhagens brasileiras de células de carrapato e sua
interacdo com Borrelia burgdorferi. Desta forma, no primeiro capitulo foram isoladas e
caracterizadas duas novas cepas de A. marginale oriundas do municipio de Seropédica, RJ,
em linhagem de células de carrapato IDES8, possibilitando novos estudos no diagnéstico com a
utilizacdo de cepas locais. No segundo capitulo foram desenvolvidas e caracterizadas as
primeiras linhagens de células embrionarias de Rhipicephalus (Boophilus) microplus oriunda
de cepa brasileira.



CAPITULO 1.
ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE DUAS NOVAS
CEPAS DE Anaplasma marginale EM LINHAGEM DE
CELULAS DE CARRAPATO Ixodes scapularis (IDE8)



RESUMO

BAETA, Bruna de Azevedo. Isolamento e caracterizacdo de duas novas cepas de Anaplasma
marginale em linhagem de células de carrapato Ixodes scapularis (IDE8). 2015. 97p. Tese
(Doutorado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

Estudos provaram que cultura in vitro de células de carrapato € uma ferramenta util por
permitir a verificacdo da interacdo vetor-patdgeno, a producdo de vacinas, a reducdo da
experimentacdo animal e obter substrato para diagnostico. O primeiro sistema de cultivo in
vitro continuo de Anaplasma marginale foi estabelecido em linhagens de células de Ixodes
scapularis (IDE8), a partir dai, esse sistema tem sido usado para isolamento e propagacédo de
diversas cepas de A. marginale. No presente estudo foi realizado o isolamento e propagacgéo
de duas novas cepas de A. marginale, oriunda do estado do Rio de Janeiro, em células de
IDES8 e a caracterizacdo dessas cepas. Foram coletadas amostras de sangue de dois bezerros
naturalmente infectados pertencentes a Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Essas
amostras foram processadas e as hemacias foram inoculadas em cultivo de células de IDE8
em meio Leibovitz’s L15B modificado, pH 7,4. Apds isolamento, as cepas foram
caracterizadas morfologicamente, atraves da microscopia de luz e molecularmente através do
semi-nested PCR do gene mspla e posterior sequenciamento para identificacdo das cepas pela
sequéncia das repetices em tandem de mspla, do microssatélite e analise filogenética.
Pequenas coldnias foram observadas em laminas de citocentrifuga coradas com Giemsa 1:10,
de cada isolado, 60 dias ap6s o inicio da cultura. Duas cepas foram isoladas com sucesso e
mesmo apos diversas passagens, criopreservacdo e descongelamento, as sequéncias do gene
msplo e morfologias dos isolados mantiveram-se as mesmas. Baseado na variagdo da
sequéncia do gene mspla, 0s dois isolados formaram cepas diferentes e foram nomeadas
como AmRiol e AmRio2. Analises de uma repeticdo em tandem de MSP1a a partir da cepa
AmRiol resultou em uma nova sequéncia (nomeada de 162) com um aminoacido diferente. O
resultado da analise filogenética demonstrou que as cepas de A. marginale a partir do Brasil e
Argentina formaram dois grandes clusters, com a cepa AmRio2 mais proxima de Minas
Gerais do que da cepa AmRiol.

Palavras-chave: células de carrapato, cultivo in vitro, IDES.



ABSTRACT

BAETA, Bruna de Azevedo. Isolation and Characterization of two new strains of A.
marginale in tick cell line of Ixodes scapularis (IDE8). 2015. 97p. Thesis (Doctor Science in
Veterinary Science). Instituto de Veterinria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

Studies have shown that in vitro culture of tick cells is a useful tool for allowing verification
of the vector-pathogen interaction, vaccine production, the reduction in animal
experimentation and to obtain a substrate for diagnostics. The first in vitro continuous culture
system of Anaplasma marginale was established in Ixodes scapularis cell lines (IDES),
thereafter this system has been used for the isolation and propagation of different strains of A.
marginale. In the present study the isolation and propagation of two new strains of A.
marginale, from the state of Rio de Janeiro in IDES8 line and the characterization of these
strains were done. Blood samples were collected from two naturally infected calves belonging
to the Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. These samples were processed and the
erythrocytes were inoculated in IDES cell, with Leibovitz’s L15B medium modified, pH 7.4.
After isolation, the strains were characterized morphologically by light microscopy and
molecularly by nested PCR of mspla gene and subsequent sequencing for identification of
strains from sequence of tandem repeats, microsatellite and phylogenetic analysis. Small
colonies were observed in cytospin smears stained with Giemsa’s 1:10, of each of the isolates,
60 days after culture initiation. Two strains were isolated with success and even after several
passages, cryopreserved and defrosting, mspla gene sequences and morphology of the
isolates remained the same. Based on mspla sequence variation, the two isolates were found
to be separate strains and were named AmRiol and AmRio2. The amino acid sequence of one
MSP1a tandem repeat from the strain AmRiol resulted in a new sequence (named 162) with
one amino acid change. The results of our phylogenetic analysis demonstrated that A.
marginale strains from Brazil and Argentina formed two large clusters, with the AmRio2
strain nearest of Minas Gerais that the AmRio1l strain.

Key-words: tick cells, in vitro culture, IDES.



1 INTRODUCAO

Anaplasma marginale Theiler 1910, é um agente riquetsial intraeritrocitico que causa
anaplasmose, uma doenca que afeta bovinos ao redor do mundo. Essa bactéria afeta
principalmente vacas leiteiras de alta producédo e raca pura. No Brasil, anaplasmose é uma
doenga endémica caracterizada por anemia, perda de peso, febre, aborto e morte nos casos
agudos. Este patdgeno é transmitido biologicamente por carrapatos, mecanicamente por
transferéncia de sangue infectado sobre fomites ou aparelho bucal de insetos sugadores e por
transmissdo transplacentaria para os bezerros.

A heterogeneidade de cepas de A. marginale é alta em bezerros de regides endémicas
em todo o mundo. Trés das seis proteinas de superficie (MSPs), MSP5, MSP4 e MSP1a tém
sido extensivamente utilizadas para a caracterizacdo molecular de A. marginale. Analises das
sequéncias do gene mspla (proteina de superficie 1 alfa) permitiram a identificacdo de
diversas cepas ao redor do mundo. Apesar da diversidade genética de mspla, esse gene é
considerado como um marcador genético estavel conservado durante a riquetsemia aguda e
persistente no bezerro e também durante a multiplicacdo em carrapatos.

Estudos provaram que a cultura in vitro de células de carrapato € uma ferramenta (Util
por permitir a verificacdo da interacdo vetor-patdgeno, a producdo de vacinas, a reducdo da
experimentacdo animal e a obtencdo de substratos para diagndsticos. Uma das mais
difundidas aplica¢des das linhagens de células de carrapatos € sua utilizacdo para isolamento e
propagacdo de patdgenos transmitidos por carrapatos economicamente importantes. O
primeiro sistema de cultivo in vitro continuo de A. marginale foi estabelecido em linhagens de
células de Ixodes scapularis (IDE8) e a partir dai, esse sistema tem sido utilizado para
isolamento e propagacéo de diversas cepas de A. marginale.

Estudo com isolamento de cepas locais de A. marginale permite avancos no
diagnostico sorolégico e molecular da anaplasmose, considerando a alta variabilidade
genética entre as cepas e as diferentes formas de transmissdo. Além disso, podera ser utilizado
como substrato para producdo de vacinas. Desta forma, o0 presente estudo visa demonstrar o
isolamento e propagacdo de duas novas cepas de A. marginale, oriunda do estado do Rio de
Janeiro, em células de IDES8 e a caracterizacdo dessas cepas através de microscopia optica e
analise da sequéncia do gene mspla.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Taxonomia e Morfologia de Anaplasma marginale

Nos ultimos anos, estudos moleculares indicaram modificacbes nas posi¢Ges
taxonbmicas da maioria das espécies de bactérias existentes nas familias Rickettiaceae,
Bartonellaceae e Anaplasmataceae, pertencentes a ordem Rickettsiales. Dumler et al. (2001)
através da andlise do gene 16S RNAr, do operon groESL e das proteinas de superficie (MSPs)
reorganizaram 0s membros dessa ordem em apenas duas familias Rickettiaceae e
Anaplasmataceae. Desta forma, na familia Anaplasmataceae foram incluidas espécies dos
géneros Wolbachia, Ehrlichia e Neorickettsia, mantendo as espécies dos géneros Anaplasma e
Aegyptianella.

Todos os membros da familia Anaplasmataceae, sdo bactérias intracelulares
obrigatdrias que se replicam dentro de vacuolos citoplasmaticos da célula hospedeira que
inclui eritrécitos, células reticulo-endoteliais, células fagociticas derivadas da medula 6ssea
no hospedeiro vertebrado e tecidos reprodutivos de artropodes e helmintos. No género
Anaplasma, estdo incluidos organismos gram-negativos, pequenos, pleomorficos de cocdides
a elipsoidais que residem nos vacuolos individualmente e em inclusbes compactas,
conhecidas como morulas. As espécies desse género sdo cultivadas apenas na presenca de
células, incluindo, neutréfilos, linhagens celulares mielomonociticas e polimielociticas,
eritracitos e linhagem de células de carrapatos (DUMLER et al., 2001).

O género Anaplasma inclui quatro espécies infectantes para ruminantes: Anaplasma
marginale (espécie tipo), Anaplasma centrale, Anaplasma ovis e Anaplasma phagocitophilum
(conhecido anteriormente como Erhlichia equi, Erhlichia phagocitophila e agente causador
da erliquiose granulocitica de humanos), além disso o género inclui as espécies Anaplasma
bovis (Erhlichia bovis) e Anaplasma platys (Erhlichia platys) (DUMLER et al., 2001).

Anaplasma marginale foi descrito pela primeira vez por Theiler em 1910, na Africa do
Sul, sendo identificado como “pontos marginais” em eritrocitos de bovinos doentes. No
entanto, alguns anos antes, Smith e Kilborne (1983), afirmaram erroneamente que o0s "pontos
marginais" observados nos eritrocitos dos bovinos com febre do gado no Texas, eram fases
evolutivas do ciclo de Babesia bigemina. Theiler (1910) entdo determinou que babesiose e
anaplasmose pudessem co-existir hum mesmo animal, porém eram doencas distintas
(KOCAN et al., 2010).

Desta forma temos a seguinte classificacdo sistematica para a espécie Anaplasma
marginale:

Reino: Bacteria (Cohn, 1870) Cavalier-Smith, 1983 Ex Cavalier-Smith, 2002
Filo: Proteobacteria - Garrity et al., 2005.

Classe: Alphaproteobacteria- Garrity et al., 2006

Ordem: Rickettsiales - Gieszczykiewicz, 1939.

Familia: Anaplasmataceae - Philip, 1957.

Género: Anaplasma Theiler 1910

Espécie - Anaplasma marginale Theiler 1910.

2.2 Ciclo Biologico de Anaplasma marginale

Anaplasma marginale pode ser transmitido biologicamente por carrapatos,
mecanicamente por transfusdo de sangue infectado em fomites ou aparelho bucal de insetos
sugadores, e ainda pela transmissao transplacentaria aos bezerros (AUBRY; GEALE, 2011;
PASSOS; LIMA, 1984).



Transmissdo mecanica de A. marginale ocorre quando sangue infectado € transferido a
bovino susceptivel via fomites ou aparelho bucal de insetos sugadores contaminados com
sangue (EWING, 1981). J& a transmissdo bioldgica ¢ efetivada por carrapatos, existindo cerca
de 20 espécies de carrapatos incriminados como vetores ao redor do mundo, incluindo
espécies de Rhipicephalus spp., Dermacentor spp. e Ixodes ricinus (KOCAN et al., 2004).
Além disso, A. marginale pode ser transmitido a partir das vacas para 0s bezerros por via
transplacentaria durante a gestagdo (ZAUGG; KUTTLER, 1984), podendo contribuir para a
epidemiologia da doenga em algumas regides (KOCAN et al., 2003).

A transmissd@o bioldgica por carrapatos pode ser por via transestadial ou intraestadial
(STICH et al., 1989), com o carrapato macho desempenhando um papel muito importante na
transmissdo intraestadial por se tornarem permanentemente infectados, transmitindo A.
marginale repetidamente quando se alimenta em um novo hospedeiro (KOCAN et al., 1992).
A transmisséo transovariana de A. marginale parece ndo ocorrer (STICH et al., 1989).

A participacdo de vetores de um unico hospedeiro como R. (B.) microplus no ciclo de
A. marginale ainda é desconhecida. No entanto, em estudo realizado por Alamzan et al.
(2008), foi detectada a presenca do DNA de A. marginale em glandulas salivares de duas
fémeas de R. (B.) microplus (40%), sugerindo o envolvimento deste carrapato na transmissao
de A. marginale. Além disso, Ribeiro e Lima (1996) verificaram a presenca de coldnias de A.
marginale em células epiteliais do intestino de fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus
através da microscopia dptica e eletronica.

O ciclo de desenvolvimento de A. marginale é coordenado pelo ciclo de alimentagédo
do carrapato (KOCAN, 1986; KOCAN et al., 1992). Durante o repasto sanguineo sobre 0s
bovinos, os eritrocitos infectados séo ingeridos, promovendo a infec¢do de células intestinais
do carrapato. Apds o desenvolvimento do A. marginale nas células do intestino médio do
carrapato, muitos outros tecidos séo infectados, incluindo a glandula salivar, da qual as
riquétsias podem ser transmitidas para os vertebrados durante a alimentacdo (KOCAN, 1986;
KOCAN et al., 1992; GE et al., 1996). Em cada sitio de infeccdo no carrapato, A. marginale
se desenvolve dentro de vacuolos ou col6nias delimitadas por membrana. Dentro das
coldnias, a primeira forma observada é a forma reticulada, ou vegetativa, a qual multiplica-se
por fissdo binaria, formando grandes colénias que podem conter centenas de organismos. A
partir dai, modifica-se para a forma infectante conhecida como corpudsculo denso, podendo
sobreviver fora do hospedeiro e permitir a ocorréncia da transmissdo mecanica (KOCAN et
al., 2010). Os bovinos se tornam infectados quando a forma densa é transmitida durante a
alimentacdo do carrapato, via glandula salivar (KOCAN et al., 2003) (Fig. 1).
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Figura 1. Ciclo de desenvolvimento de A. marginale em bovinos e carrapatos. Adaptado de
Kocan et al. (2003).

2.3 Epidemiologia da Anaplasmose

Anaplasma marginale é o agente riquetsial intraeritrocitico transmitido por carrapatos
mais prevalente em todo o mundo, sendo responsavel por morbidade e mortalidade de
ruminantes em regifes temperadas, subtropicais e tropicais, incluindo América do Sul,
Central e Norte, Australia, Asia e Europa (KOCAN et al., 2010; AUBRY; GEALE, 2011).
Espera-se que a distribuicdo da anaplasmose se modifique ao longo dos anos devido ao
aquecimento global, o qual pode influenciar no movimento do carrapato vetor (JONSSON;
REID, 2000).

Na Europa, ruminantes silvestres, em particular veados e alces, podem influenciar na
epidemiologia da anaplasmose de algumas regides (ZAUGG et al., 1996; SEVILLA et al.,
2002). A preocupagdo com a transmissdo de agentes infecciosos entre animais selvagens e
animais domeésticos estd aumentando, especialmente em areas onde estes compartilham a
mesma pastagem (CHOMEL et al., 1994). Em paises como Italia (CECI; CARELLI, 1999;
CRINGOLLI et al., 2002), Austria (BAUMGARTNER et al., 1992) e Espanha (SEVILLA et
al., 2002), bovinos infectados com A. marginale tém sido identificados (DE LA FUENTE et
al., 2004a).

Nos EUA, anaplasmose tem sido relatada em quase todos os estados podendo ser
resultado do transporte de gado e posterior transmissdo mecanica ou biolégica ao gado
suscetivel (KOCAN et al., 2010). Em todos os paises da América Latina, bem como nas ilhas
do Caribe, anaplasmose é enzodtica, com excecdo de areas desérticas e algumas cadeias de
montanhas nos Andes, tendo como principal vetor o carrapato R. (B.) microplus
(GUGLIELMONE, 1995), no entanto a participacdo desse vetor no ciclo de A. marginale
ainda é desconhecida.
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Em algumas éareas do Brasil (MADRUGA et al., 1983) e Costa Rica (PEREZ et al.,
1980), anaplasmose aparece como um problema maior do que a babesiose. Na Coldmbia, esta
doenga foi descrita por causar uma mortalidade de 0,4 a 1,3% em bezerros da regido de
Cordoba (OTTE; PEREZ, 1987). Anaplasmose parece ser também um problema na
Venezuela (TORO BENITEZ et al., 1991), no entanto, no Uruguai e Argentina, essa doenca
ndo se destaca como a babesiose, apesar da existéncia de surtos por transmissdo mecanica em
regides da Argentina consideradas livre de R. (B.) microplus (GUGLIELMONE, 1995).

No Brasil, A. marginale é um dos trés agentes do complexo conhecido como “Tristeza
Parasitaria Bovina” (TPB), caracterizado por anemia, perda de peso, febre, aborto e morte em
casos agudos (KUTTLER, 1984). A anaplasmose possui grande importancia tanto em areas
de instabilidade endémica, ocorrendo altas taxas de mortalidade, quanto nas &reas de
estabilidade endémica, que apesar de ndo ocorrer surtos nessas areas, pode apresentar riscos
de anaplasmose aos animais introduzidos provenientes de areas livres de carrapato ou sob
controle intensivo de carrapato (ARAUJO et al., 2003).

Alguns fatores influenciam a susceptibilidade dos animais as hemoparasitoses,
destacando-se: 0s animais Bos taurus sdo mais sensiveis aos carrapatos e hemoparasitoses;
bovinos jovens sdo mais resistentes do que os adultos devido a presenca de anticorpos
colostrais, rapida resposta da imunidade celular, maior eritropoiese da medula dssea e
presenca de hemoglobina fetal nos eritrocitos (RISTIC, 1960). O percentual de animais
doentes e a taxa de mortalidade sdo dependentes do numero de vetores no ambiente, estado
nutricional e doengas concomitantes. Apds recuperacdo, o bovino torna-se portador
assintomatico (GONCALVES, 2000), apresentando importancia na manutencdo do ciclo em
vetores.

2.4 Diversidade Genética

Diversos estudos verificaram uma heterogeneidade genética de A. marginale em
regides endémicas ao redor do mundo (DE LA FUENTE et al., 2004a; DE LA FUENTE et
al., 2005a; DE LA FUENTE et al., 2005b; DE LA FUENTE et al., 2007; CABEZAS-CRUZ
et al., 2013; POHL et al., 2013), o qual difere na morfologia, sequéncia de proteina,
caracteristicas antigénicas e habilidade de ser transmitido por carrapatos. A diversidade
genética das cepas de A. marginale derivado de eritrécitos bovinos é caracterizada baseada na
sequéncia de genes de MSPs, os quais estdo envolvidos na interacdo patdgenos e células
hospedeiras dos vertebrados e invertebrados (DE LA FUENTE et al., 2001a; KOCAN et al.,
2003).

As MSPs estdo mais susceptiveis a evoluir mais rapidamente do que outros genes
nucleares, pois estes estdo sujeitos a pressdo seletiva exercida pelo sistema imune do
hospedeiro (DE LA FUENTE et al.,, 2005a). Seis MSPs de A. marginale derivado de
eritrocitos bovinos foram identificadas. MSP1a, MSP4 e MSP5 séo codificadas a partir de
genes simples e ndo variam antigenicamente durante a sua multiplicagdo (ALLRED et al.,
1990; BOWIE et al., 2002), enquanto MSP1b, MSP2 e MSP3 sdo codificadas a partir de
familias de multigenes e podem variar antigenicamente, principalmente em bovinos
persistentemente infectados (BOWIE et al., 2002; KOCAN et al., 2003).

O complexo MSP1 é formado por MSP1a e MSP1b, onde a MSP1a € variavel em peso
molecular dentro de isolados geogréficos devido ao diferente nimero de repeticbes em
tandem (23-31 aminodcidos) localizados na por¢do amino-terminal da proteina e conservados
durante a multiplicagdo (ALLRED et al., 1990; DE LA FUENTE et al., 2005a; DE LA
FUENTE et al., 2007; CABEZAS-CRUZ et al., 2013). MSP1a é codificada pelo gene mspla,
o0 qual é conservado durante a multiplicagdo em bovinos e carrapatos (KOCAN et al., 2003).
Ela esta envolvida na adeséo aos eritrocitos bovinos e células de carrapato, na transmissao do
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parasito pelos carrapatos (DE LA FUENTE et al., 2001a) e no desenvolvimento da imunidade
bovina contra A. marginale (AUBRY; GEALE, 2011). Devido ao numero e sequéncia de
repeticGes em tandem permanecerem 0s mesmos em determinada espécie, o gene msplo foi
reconhecido como marcador genético estavel para identidade de cepas geograficas (BARBET
et al., 1987; DE LA FUENTE et al., 2001a; DE LA FUENTE et al., 2002). O gene mspla é
um marcador genético estavel para identificacdo de cepas em animais durante a fase aguda e
cronica da infeccdo e antes, durante e depois da transmisséo por carrapato (BOWIE et al.,
2002). Estudos provaram que MSP1a pode ndo ser adequada para informacoes filogeograficas
numa escala global, no entanto, pode ser util para comparacdo de cepas de determinadas
regides e pode prover informacgdes sobre a evolucdo da relacdo hospedeiro-patdgeno e vetor-
patégeno (KOCAN et al., 2010).

Estudos com gene mspla apresentam sequéncias repetidas para uma regido geografica
unica (DE LA FUENTE et al., 2007; CABEZAS-CRUZ et al., 2013). Na figura 2 observa-se
a distribuicdo de cepas registradas ao redor do mundo, no entanto, a maioria das cepas foram
registradas apenas em uma regido determinada, embora outras foram isoladas em mudltiplas
regides (CABEZAS-CRUZ et al., 2013). Essa heterogeneidade genética entre as cepas de A.
marginale em uma regido endémica provavelmente reflete a histéria de movimento de
bovinos e manutencdo de diferentes gendtipos por eventos de transmissao independentes
(ALAMZAN et al., 2008; PALMER et al., 2004). No Brasil, A. marginale apresenta alta
diversidade genética entre os isolados (POHL et al., 2013). O agrupamento filogeogréafico de
alguns gendtipos do MSP1a foram relatados, com determinados genotipos sendo encontrados
exclusivamente no sul do Brasil (ESTRADA-PENA et al., 2009).
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Figura 2. Mapa molecular de MSPla de A. marginale no mundo. O nimero de cepas (S), repeticdes em tandem (TR), estrutura 2D das
repeticdes em tandem (TR-2D), repeticdes em tandem funcional (FTR) tipo de epitopos de célula B (BCE) e microssatélites estdo apresentados
em cada pais. Adaptado de Cabezas-Cruz et al. (2013).
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Ja a proteina MSP1b é polimoérfica entre os isolados de A. marginale e
codificada por pelo menos dois genes, msplf1 e msp12 (BOWIE et al., 2002; KOCAN
et al., 2003), no entanto, apenas uma pequena variagdo na sequéncia de proteina foi
observada durante o ciclo de vida em bovinos e carrapatos (BOWIE et al., 2002). Esta
proteina é considerada uma adesina para eritrocitos bovinos, mas nao para células de
carrapato (DE LA FUENTE et al., 2001a).

As proteinas MSP2 e MSP3 sdo codificadas por uma grande variedade de genes
(PALMER et al., 1999) e estdo envolvidas na inducdo da resposta imune bovina
(PALMER et al., 2000). A composicao antigénica e sequéncia de MSP2 variam durante
o ciclo riquetsémico no bovino (FRENCH et al., 1998; FRENCH et al., 1999) e em
carrapatos persistentemente infectados (DE LA FUENTE et al., 2001a), enquanto que
em MSP3, essa composicdo e sequéncia variam entre os isolados geogréaficos
(ALLEMAN et al., 1997).

MSP4 ¢ codificada por unico gene, sendo altamente conservada (DE LA
FUENTE et al., 2005a), no entanto, sua funcdo ainda é desconhecida. Alguns estudos
com a proteina MSP4 geraram informacdes filogeogréaficas e filogenéticas para cepas de
A. marginale do Novo Mundo (DE LA FUENTE et al., 2001b; DE LA FUENTE et al.,
2002; DE LA FUENTE et al., 2004a), no entanto, em outras cepas essas informacdes
ndo foram evidenciadas (DE LA FUENTE et al., 2005a).

MSP5 é uma proteina imunodominante codificada por um Unico gene e
identificada em diversas espécies de Anaplasma (DE LA FUENTE et al., 2005a). Essa
proteina também possui sua funcéo desconhecida, apesar de ser efetiva em diagndsticos
e utilizada em testes de immunoensaio (ELISA) (TORIONI DE ECHAIDE et al., 1998).

2.5 Isolamento de A. marginale

As primeiras tentativas para propagar A. marginale foram limitadas a fase
eritrocitica, permitindo o estudo do patdégeno fora do hospedeiro vertebrado e
invertebrado (KESSLER; RISTIC, 1979; KESSLER et al., 1979). Kessler et al. (1979)
realizaram o cultivo de A. marginale em eritrocitos utilizando um sistema de cultura de
sangue total com base em um método utilizado para o Plasmodium, no entanto, apesar
dos organismos permaneceram viaveis durante varios dias, esse sistema ndo resultou em
propagacao continua.

Outras tentativas para o desenvolvimento de A. marginale sem a necessidade do
hospedeiro foram realizadas utilizando diversas culturas, entre elas, culturas de medula
6ssea bovina, medula 6ssea de coelho e linfonodos de bovinos, porém obtiveram apenas
um sucesso moderado, pois sua replicacdo nao foi confirmada (MARBLE; HANKS,
1972; HILDAGO, 1975).

As primeiras linhagens de células de artropodes testadas para a infeccdo foram
derivadas do mosquito Aedes albopictus, obtendo uma viabilidade a curto prazo de A.
marginale, sem sucesso na propagacdo (MAZZOLA et al., 1976). Posteriormente, com
0 detalhamento do ciclo de desenvolvimento de A. marginale nos carrapatos e o
estabelecimento de diversas linhagens de células de carrapato, tentativas com
inoculagdo nessas linhagens foram realizadas. Samish et al. (1988) realizaram a
primeira tentativa de infeccdo de linhagem celular de carrapato utilizando a linhagem
RML-15 de Dermacentor variabilis. Nessa tentativa, os autores observaram diversas
estruturas parecidas com A.marginale no citoplasma das células, no entanto ndo
conseguiram estabelecer uma infeccéo continua.

O principal avanco na propagacao de A. marginale foi conseguido em linhagem
de células de carrapato Ixodes scapularis (IDE8) (MUNDERLOH et al., 1994), a partir
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dai diversos isolados ao redor do mundo tém sido mantidos (MUNDERLOH et al.,
1996; BLOUIN et al., 2000; ZWEYGARTH et al., 2006). IDE8 é capaz de suportar
uma variedade de outras riquétsias incluindo Anaplasma sp. (ZWEYGARTH et al.,
2006), A. phagocytophilum (SILAGHI et al., 2011) e Ehrlichia ruminantium (BELL-
SAKY!I et al., 2000).

Seguindo o protocolo descrito por Munderloh et al. (1996) e Blouin et al.
(2000), culturas de A. marginale podem ser iniciadas a partir do sangue obtido de
bezerros infectados durante o pico de riquétsemia (BLOUIN et al, 2000; BASTOS et al,
2009). Nesse método, o sangue é coletado com anticoagulante, lavado diversas vezes
com PBS e entdo criopreservado com DMSO. Apds descongelamento a 37°C, o sangue
é centrifugado e os eritrocitos sdo ressuspensos em meio de cultura adequado para a
propagacdo de A. marginale (MUNDERLOH et al., 1996). As células IDE8 séo entdo
inoculadas e mantidas a 34°C, sendo essa considerada a temperatura ideal de
crescimento de A. marginale. As culturas devem ser monitoradas por exame direto em
microscopio invertido e / ou por exame microscopico de ldminas de citocentrifuga
corados pelo Giemsa. Células infectadas por A. marginale podem ser propagadas de
forma continua, e as taxas de infec¢do podem chegar a 80% (PASSOS, 2012).

O sistema de linhagens celulares de carrapato fornece um modelo util para
estudos tais como a andlise molecular, a transcricdo do gene, as relacBes celulares e
moleculares entre agentes patogénicos e vetores, e estudos comparativos in vitro/in vivo
(PASSOS, 2012). Além disso, as preparacdes de antigenos sdo Uteis como ferramentas
diagnosticas, pois sdo aplicadas em testes soroldgicos como a Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), Ensaio de Imunoadsor¢cdo Enzimética (ELISA),
teste de fixacdo do complemento, entre outros. A. marginale nesse sistema pode ser
quantificado e utilizado como material antigénico, testes de diagnostico ou para ensaios
de imunizacéo.

No Brasil, dois isolados a partir de bezerro naturalmente infectado foram
estabelecidos em IDE8 e nomeados como UFMGL1, o qual produz altos picos de
riquétsemia em animais esplenectomizados, porém ndo ocasiona a morte do animal, e
UFMG2, que induz a alta mortalidade em bovinos esplenectomizados e intactos
susceptiveis ( BASTOS et al., 2009). Existem poucos registros na literatura sobre
isolados de A. marginale no Brasil, ndo havendo uma clareza de informacgGes sobre as
formas de transmissdo e patogenicidade das cepas, revelando a necessidade de maiores
estudos nas diferentes regides do pais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de Execucéo

O experimento foi realizado no Laboratério de Doengas Parasitarias da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro e no Instituto de Medicina Tropical
Comparativa e Parasitologia (Institut fir Vergleichende Tropenmedizin und
Parasitologie), da Universidade Ludwig-Maximilians-University (Ludwig Maximilians
Universitat) — LMU, situada em Munique, Alemanha.

3.2 Linhagem Celular

Linhagem de células do carrapato 1. scapularis (IDE8) foi mantida em frascos de
cultivo de células de 25 cm? com troca de meio semanal e repique a cada 15 dias
quando as células atingiam a confluéncia com formacédo de monocamada de células.

O meio de cultura utilizado para a linhagem IDE8 antes da inoculacdo de A.
marginale foi o Leibovitz’s L15B (MUNDERLOH; KURTTI, 1989) suplementado com
5% de soro fetal bovino inativado, 10% de caldo de triptose fosfatada, 0,1% de
lipoproteina bovina concentrada (MP Biomedicals®), 1% de L-glutamina (200mM) e
1% da solucdo de antibidticos penicilina (10.000 Ul) e estreptomicina (10mg/mL), com
pH ajustado para 6.8.

As culturas foram monitoradas diariamente por exame direto com o auxilio de
microscopio de luz invertido.

3.3 Isolamento de Cepas de Anaplasma marginale Oriundas do Municipio de
Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil.

Dois bovinos aparentemente saudaveis, sem nenhuma sintomatologia clinica ou
historico de doencgas, pertencentes ao setor de bovinocultura da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro foram utilizados no experimento. Amostras de sangue desses
animais naturalmente infectados com A. marginale foram coletadas através de sistema
vacuntainer® com Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA). Esfregacos
sanguineos fixados com metanol por 3 minutos e corados com Giemsa (1:10) por 40
minutos revelaram uma parasitemia de 10% de cada animal. Uma aliquota de sangue de
cada animal foi congelada para posterior analise molecular. No momento da coleta os
animais ndo apresentavam sintomatologia clinica, provavelmente devido a baixa
patogenicidade das amostras.

Quatro dias ap0s coleta, no laboratério da LMU, as amostras foram processadas
seguindo metodologia descrita por Blouin et al. (2000). Trés mililitros de sangue de
cada animal foram centrifugados por 10 minutos a 700 xg com 10 mL de PBS 1x.
Células brancas foram removidas com auxilio de pipeta e os eritrocitos foram
centrifugados mais 2 vezes com PBS 1x pelo mesmo tempo e velocidade descrita
acima. O “pellet” formado de cada amostra foi ressuspenso na propor¢do 1:1 com meio
Leibovitz’s-L15 com 10% de DMSO e entdo criopreservado a -80°C em criotubos.

Apos 48 horas, as amostras foram descongeladas em banho-maria a 37°C,
ressuspensas em meio L15 e centrifugadas a 9000 xg por 10 minutos. O “pellet”
formado foi ressuspenso em 5mL de meio Leibovitz’s L15B contendo 5% de soro
bovino inativado, 10% de caldo de triptose fosfatada, 0,1% de lipoproteina bovina
concentrada, 1% de L-glutamina (200mM) e 1% da solugdo de antibidticos penicilina
(10.000 UIl) e estreptomicina (10mg/mL), NaHCO3 (2,5¢/L) e HEPES, com pH
ajustado para 7.4. A amostra de cada animal foi inoculada em frascos de 25cm?
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contendo monocamada de linhagem de células IDE8 e incubada a 34°C. A primeira
troca de meio foi realizada apds 24 horas com a retirada de todo o meio, e as
subsequentes trocas foram feitas 2 vezes por semana com a retirada de apenas 60% do
meio.

As culturas infectadas foram monitoradas diariamente por exame direto sob
microscopio invertido e/ou por exame microscopico semanal de laminas de
citocentrifuga, fixados com metanol por 5 minutos e corados com Giemsa (1:10) por 20
minutos.

3.4 Congelamento das Cepas

Apos trés repiques, um frasco de cada cepa foi utilizado para congelamento
quando a infeccdo atingiu 80% de infeccdo das células IDE8. As células de cada frasco
foram suspensas por agitagdo e rinsagem e o material foi transferido para tubos falcon
de 15 mL para centrifugacdo a 200 xg por 5 minutos. O sobrenadante foi entdo
descartado e 0 “pellet” suspenso em 4 mL de solucéo de sacarose - fosfato — glutamato
(SPG) refrigerado. O material foi transferido para 4 criotubos com 1 mL em cada e
mantidos em container com isopropanol ao fundo (NalgeneTMCryo 1°C Freezing
container) em freezer -80°C por 90 minutos para atingir uma taxa de congelamento de -
1°C por minuto. Apos decorridos 90 minutos, os criotubos foram transferidos para
botijao de Nitrogénio Liquido (-196°C), onde foi mantido até o descongelamento.

3.5 Caracterizacao dos Isolados

DNAs das amostras de sangue e das culturas inoculadas foram extraidos
utilizando QlAamp DNA Mini Kit® (QIAGEN) e as andlises de PCR (Reacdo em
Cadeia de Polimerase) em tempo real (qPCR) foram realizadas para confirmagédo da
presenca dos patdgenos. Nas amostras de sangue e células inoculadas com eritrocitos,
foi realizado gPCR para o0 gene msp 1 de A. marginale com 95 pares de base (pb) como
descrito nas Tabelas 1, 2 e 3.

Tabela 1. Primers e sonda utilizados no qPCR para Anaplasma marginale (CARELLI
et al., 2007).

PCR Primer Sequéncia de oligonucleotideo
AM-For 5 TTGGCAAGGCAGCAGCTT 3
gPCR para Anaplasma
marginale (gene AM-Ver 5 TTCCGCGAGCATGTGCAT 3

mspl
rip) AM-Pb 6FAM — TCGGTCTAACATCTCCAGGCTTTCAT - BHQ1

Tabela 2. Condicgdes das reacGes para realizacdo do gPCR para Anaplasma marginale
(CARELLI et al., 2007).

PCR Reagentes Concentragéo Volume
Taq Man MasterMix 15,0ul
Primer f AM-For (10puM) 10pM 2,250l
gPCR para Anaplasma Primer r AM-Rev (10pM) 10pM 2,25ul
marginale (gene 10uM
msplf) Sonda AM-Pb (10uM) H 0,5ul
DNA 5,0ul
Volume total 25,0ul
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Tabela 3. Condi¢bes de termociclagem no gPCR para Anaplasma marginale
(CARELLI et al., 2007).

PCR Reacdo Temperatura Duracéo Ciclo
Incubagdo 50°C 2 min 1x
qPCR para Anap'asma Ativagéo 95°C 10 min 1x
marginale (gene msp1p) Desnaturag&o 95°C 15 seg 40x
Anelamento e extensdo 60°C 1 min 40x

Apos a primeira visualizagdo do patdgeno (A. marginale) na célula por meio de
laminas de citocentrifuga corados com Giemsa, aliquotas das culturas infectadas foram
coletadas para anélise molecular. O DNA foi extraido utilizando QlAamp DNA Mini
Kit® (Qiagen) e quantificado com auxilio de espectrofotémetro (NanoDrop®ND-1000,
Erlangen, Germany). Inicialmente foi realizado qPCR para o gene msplf de A.
marginale, seguindo o protocolo descrito acima. Com o objetivo de verificar a
variabilidade genética presente nas cepas de A. marginale, foi realizado uma semi-
nested PCR de acordo com Lew et al. (2002) para o gene mspla. As reacbes foram
realizadas utilizando os primers 1733F (5 TGTGCTTATGGCAGACATTTCC 3’),
3134R (5> TCACGGTCAAAACCTTTGCTTACC 3’) e 2957R (5’
AAACCTTGTAGCCCCAACTTATCC 3°). O primeiro ciclo de amplificagdo
apresentou uma desnaturacdo a 94°C por 5 minutos, seguida por 40 ciclos a 94°C por 30
segundos, 55°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos, com uma extensdo final a 72°C por
7 minutos. As mesmas condi¢des foram utilizadas na segunda amplificacdo, porém com
a temperatura de anelamento de 60°C.

Os produtos da semi-nested PCR para A. marginale foram separados em gel de
agarose 2% corados com GelRed® (Biotium, USA, Gel 50mL, GelRed 5pl) utilizando
0 marcador de 100pb (Ladder Mix1/2 Loading dye, Fermentas Life Science, Germany)
e visualizados sob luz UV.

A purificacdo do produto da PCR foi realizada com QIAquick PCR Purification
Kit® (Qiagen) seguindo as recomendacdes do fabricante. Apés a purificacdo, o produto
foi enviado para sequenciamento (Eurofins, MWG, Operon, Ebersberg). Os resultados
foram avaliados com Chroma®©Lites (www.technelysium.com.au/chromas_lite.html) e
as similaridades das sequencias foram pesquisadas pela analise de alinhamento local
(BLASTN) (www.ncbi.nlm.nih.gov.library.vu.edu.au/BLAST/).

As cepas isoladas foram identificadas baseadas na sequéncia das repeticdes em
tandem do gene mspla (DE LA FUENTE et al., 2007; CABEZAS-CRUZ et al., 2013) e
microssatélite (ESTRADA-PENA et al., 2009), uma vez que apesar do gene mspla
possuir uma alta variabilidade entre cepas, este é considerado um marcador genético
estavel. Resumidamente, o microssatélite estd localizado na regido néo traduzida (5° -
UTR) de MSP1a entre a sequéncia de Shine-Dalgarno (SD) (GTAGG) e o cédon de
iniciacdo da tradugdo (ATG), com a estrutura: GTAGG (G/ATTT) m (GT)n T ATG
(sequéncia microssatélite em negrito). As distancias SD-ATG foram calculados nos
nucleotideos como (4 xm) + (xn 2) + 1. Sequéncias nucleotidicas foram traduzidas para
sequéncias de aminoacidos (aa) utilizando a ferramenta de tradugdo EXPASy
(http://web.expasy.org/translate).

As mesmas andalises moleculares foram repetidas trés vezes ap0s varias
passagens dos isolados em IDE8 e congelamento, para verificar se possiveis
modificagdes na sequéncia do gene msp!o.
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3.6 Analise Filogenética

As andlises filogenéticas foram realizadas com sequéncias de aminoacidos de
MSP1a alinhadas com MAFFT (v7) configurado para a mais alta precisdo (KATOH,;
STANDLEY, 2013). Apés o alinhamento, as regides com lacunas foram removidas a
partir do alinhamento das sequéncias de aminoacidos. Arvores filogenéticas foram
construidas utilizando os meétodos Maxima Verossimilhanca, Neighbor Joining e
Inferéncia Bayesiana como implementados em PhyML (v3.0 alrt) (GUINDON;
GASCUEL, 2003; GASCUEL; STEEL, 2006), PHYLIP (v3.66 ) (FELSENSTEIN,
1989) e MrBayes (v3.1.2), respectivamente. A confiabilidade para os ramos internos da
Méaxima Verossimilhanca foi avaliada através do método de inicializacdo (1000 replica
de inicializacdo) e o teste da razdo de verossimilhanca aproximada (aLRT — SH-Like)
(GASCUEL; STEEL, 2006). A confiabilidade para a arvore de Neighbor Joining foi
avaliada utilizando o método de inicializacdo (1000 réplicas de bootstrap). Dez mil
(10.000) geracdes de Markov Chain Monte Carlo (MCMC) foram executados por
MrBayes. A representacdo gréfica e edicdo das arvores filogenéticas foram realizadas
com TreeDyn (v 198,3) (CHEVENET et al., 2006).

3.7 Reconstrucdo de Ancestral

A reconstrucdo da sequéncia de aminoacidos ancestral foi realizada utilizando
uma Arvore de Neighbour Joining sob o modelo Dayhoff de substituicbes que foi
estimado para ser o melhor modelo de ajuste dos dados reais. Utilizaram-se trés
métodos de reconstrucdo: reconstrucdo conjunta (PUPKO et al., 2000), reconstrucao
marginal (YANG et al., 1995) e da amostra (NIELSEN, 2002) que foram aplicados em
servidor DataMonkey.
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4 RESULTADOS

4.1 Isolamento e Propagacao de A. marginale

Apds 60 dias de cultivo, pequenas coldnias no interior das células de IDES8
foram observadas nas laminas preparadas com a citocentrifuga de cada isolado (Fig.
3A). Apos 21 dias, estas colonias foram visualizadas em 70% das células, com varias
coldnias no interior da mesma célula (Fig. 3B). Durante essa fase, o crescimento das
colbnias causou a compressdao e deslocamento do nucleo. A formacdo de grandes
colonias foi seguida por rompimento das membranas vacuolares liberando o0s
corpusculos internos no meio de cultivo (Fig. 3C). O primeiro subcultivo foi realizado
com 21 dias ap6s a primeira visualizagdo. Subsequentemente, subcultivos foram
realizados todas as vezes que a cultura atingiu 70-80% de infec¢do, a cada 30-45 dias,
quando grande parte das células ja se desprendia do fundo dos frascos de cultivo.

» "

¢ - TR y

Figura 3. Visualizacdo de laminas de citocentrifuga coradas com Giemsa de celulas
IDES8 infectadas com A. marginale do Rio de Janeiro, Brasil. (A) Formacédo de pequena
col6nia no interior da célula — 60 dias de cultivo; (B) vérias colénias na mesma célula
com deslocamento do nucleo — 81 dias de cultivo; (C) Ruptura de uma col6nia
liberando corpusculos no meio de cultivo — 88 dias de cultivo. Setas indicam col6nias
de A. marginale.

i -

Ap6s 30 dias de congelamento, as cepas foram descongeladas em banho-maria a
34°C e inoculadas em frascos contendo monocamadas de células IDE8. Foram
verificados a mesma morfologia e tempo de crescimento mesmo apds congelamento
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para ambas as cepas, demonstrando 0 sucesso no estabelecimento das cepas in vitro. As
cepas foram mantidas congeladas por 12 meses sem alteracoes.

4.2 Caracterizacao das Cepas de A. marginale

Os dois frascos com isolados de animais distintos foram positivos tanto no gPCR
como na semi-nested PCR. As cepas isoladas foram entdo nomeadas de AmRiol e
AmRio2. A gPCR realizada logo apés a primeira visualizagdo no cultivo, obteve um
limiar de deteccdo (Cq— “cicle quantification™) de 30 e 33 ciclos para as cepas AmRiol
e AmRio2, respectivamente. A partir do nested PCR do gene mspla um amplicon de
aproximadamente 1.1 Kb foi isolado correspondendo ao tamanho marcado para o
fragmento do gene mspla.

Durante a caracterizagdo molecular, foi utilizado um conjunto final de dados de
732 nucleotideos para AmRiol e 879 nucleotideos para AmRio2.

A analise microssatélite do gene mspla resultou em um gendtipo para ambas as
cepas do Rio de Janeiro, genédtipo E. As sequéncias do microssatélite produziram as
mesmas distancias SD-ATG de nucleotideos (Tabela 4).

Tabela 4. As analises microssatélites do gene mspla de A. marginale a partir de cepas
do Rio de Janeiro.

Isolados Gendtipos m* n** Distancia SD-ATG
(nucleotideo)

AmRiol E 2 7 23

AmRio02 E 2 7 23

O microssatélite estava localizado entre o Shine-Dalgarno (SD; sequéncia em negrito) e o
coédon de iniciagdo (ATG) com a estrutura: GTAGG (G/ATTT) m* (GT)n** T ATG. A
distancia SD-ATG foi calculada nos nucleotideos com (4xm) + (2xn) +1.

Nesse estudo, cinco repeticdes em tandem de msple foram identificados nos
isolados do Rio de Janeiro. A sequéncia de aminoacidos das repeticbes em tandem a
partir da cepa AmRiol, resultou em uma nova sequéncia (nomeada 162) com um
aminoacido diferente como apresentado da tabela 5. Ambos os isolados tiveram trés
diferentes repeticdes em tandem de mspla e o numero de repeticdo foi cinco em cada
(Fig. 4). Alem disso, a sequéncia mspla ndo modificou apds seis passagens in vitro.

Tabela 5. Nova sequéncia de repeticbes em tandem de mspla encontrada em isolado de
A. marginale do Rio de Janeiro (cepa AmRiol).

Repeticdes Sequéncia codificada

em Tandem
17 TDSSSASGQQQESGVSSQSGQASTSSOQLG
162 A

Um cddigo de aminoacidos foi utilizado para descrever as diferencas encontradas nas repeticbes MSP1a. Pontos
indicam aminodcidos idénticos. A forma de repeti¢do 17 foi utilizada como modelo para comparar a nova repeticao.
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Isolados Estrutura de repeticGes em tandem de N° de

MSPla repeticdes
AmRiol 162 | F | 17 | F F 5
AmRio2 a B B p F 5

Figura 4. Estrutura da regido de repeticdo de MSP1a de A. marginale, seguindo a
numeracdo de Cabezas-Cruz et al. (2013).

4.3 Analises Filogenéticas

Para determinar a relacdo filogenética entre as cepas de A. marginale isoladas
neste estudo e outras cepas de regides proximas, foram realizadas analises filogenéticas
de Méaxima Verossimilhanga, Neighbor Joining e Inferéncia Bayesiana. As topologias
obtidas com os trés métodos foram muito parecidas, portanto apenas uma é apresentada
(Neighbor Joining) (Fig. 5). Sequéncia de aminoacido de MSP1a das diferentes cepas
de A. marginale registradas no Brasil (Br) (DE LA FUENTE et al., 2004b; POHL et al.,
2013) e Argentina (Ar) (RUYBAL et al., 2009) foram usadas para realizar a andlise
filogenética. As cepas AmRiol e AmRio2 apresentaram uma composicdo de repetices
em tandem diferente, no entanto, caem no mesmo cluster filogenético (Cluster a) com
cepas previamente relatadas na Argentina e no Brasil (Fig. 5). Cepas de A. marginale
deste agrupamento filogenético apresentam alta abundéncia de tandem de repeticdes o e
B, que foram encontrados apenas em AmRio2. Apesar de ambas as linhagens, AmRiol
e AmRio2, terem sido isoladas do Rio de Janeiro, a cepa AmRio2 parece estar mais
préxima da cepa (C-F-N), de Minas Gerais (DE LA FUENTE et al, 2004b) (distancia
genética entre AmRio2 e cepa (C-F-N) é 0,043), do que da AmRiol (distancia genética
entre AmRiol e AmRio2 é 0,065). Curiosamente, a evolucdo dos dois clusters (Cluster
1 e Cluster o) parece ser diferente. Em comparacdo com o ancestral (circulo azul no
Cluster t), duas das cepas em cluster T aumentam o nimero de repeticdes em tandem
(de 5 no ancestral para 7 na cepa t-11-10-10-11-10-15 e 6 na cepa 23-24-25-26-27-27),
enquanto no cluster o, ao qual pertencem AmRiol e AmRio2, todas as cepas perderam
repeticGes em tandem, desde a separacdo do ancestral (circulo vermelho no cluster o). O
ancestral do Cluster Tt apresenta dois repeticdes em tandem com nova sequéncia de
aminoécidos, ASRI (ADSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQSGVG) e ASRII
(TDSSSAGNQQQESSVLPQSGQASTSSQLG) (Fig. 5).
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Statistical support
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Figura 5. Andlise filogenética utilizando o método Neighbor Joining. As sequéncias de cepas AmRiol e AmRio2 de A. marginale isoladas nesse
estudo estdo em destaque (asterisco vermelho). Sequéncia de aminoacido de MSP1a das diferentes cepas de A. marginale registradas no Brasil
(Br) e Argentina (Ar). Os dois clusters foram nomeados como Cluster Tt e Cluster a. A posi¢do e composicdo de repeticbes em tandem das
sequéncias de MSP1la ancestrais estdo apresentadas para os dois clusters (Circulos azul e vermelho). O nimero acima e abaixo dos bracos
representam valores de suporte estatisticos como indicado na figura. Apenas os valores maiores que 50 estdo apresentados. O nimero de acesso
ao GenBank e a composicao das repeticdes em tandem utilizados na arvore filogenética estdo apresentados.
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5 DISCUSSAO

Durante a propagacédo das duas cepas brasileiras de A. marginale o tempo até a
primeira detecgdo de 60 dias foi consideravelmente maior que o registrado em outros
estudos (MUNDERLOH et al., 1996; BLOUIN et al., 2000; BASTOS et al., 2009) que
obtiveram periodos variando entre 8 e 34 dias de detecgdo. Este retardo na primeira
visualizacdo do parasito nas células de IDE8 pode estar relacionado a diversos motivos.
No presente estudo, o percentual de eritrdcitos infectados a partir dos animais doadores
para o inicio dos indculos foi de apenas 10%, nos demais estudos uma taxa de 30 a 64%
de eritrdcitos infectados foi registrada pelos autores (MUNDERLOH et al., 1996;
BLOUIN et al., 2000; BASTOS et al., 2009). Além disso, um tempo relativamente
longo de transporte do Brasil para a Alemanha pode ter influenciado negativamente na
sobrevivéncia dos organismos, retardando o desenvolvimento do cultivo. No entanto,
apesar desse longo tempo até a primeira visualizagdo, as coldnias de ambas as cepas
desenvolveram-se nas células de carrapato IDE8 de maneira similar as ja descritas
(BASTOS et al., 2009; BLOUIN; KOCAN, 1998; BLOUIN et al., 2000).

Em estudo realizado por Blouin e Kocan (1998) foi verificado que as formas
cultivadas de A. marginale sdo morfologicamente as mesmas das encontradas nas
células de carrapato in vivo. Além disso, esses autores verificaram que o ciclo de
desenvolvimento é similar ao encontrado em carrapatos naturalmente infectados. A
invasdo de células hospedeiras € iniciada por uma adesdo das formas densas de A.
marginale na membrana da célula, onde distintas projecdes da membrana plasmatica
das células hospedeiras se aderem ao longo da membrana externa de A. marginale. A
adesdo entre a riquétsia e a membrana da célula de carrapato aumenta, formando uma
depressdo na membrana da célula hospedeira até que os organismos de A. marginale séo
incluidos pela membrana da célula hospedeira e interiorizados, formando um vacuolo
parasitéforo. Dentro do vacuolo, A. marginale se transforma na forma vegetativa
(reticulada), a qual se divide por fissdo binaria. DivisGes repetitivas resultaram na
formacédo, de coldnias que contém centenas de riquétsias. Apds um tempo, a membrana
da colénia comeca a se fundir com a membrana plasmatica da célula hospedeira, e isso é
seguido pela ruptura do complexo de membrana abrindo um ponto nas membranas das
células fusionadas, que permite a liberacdo das formas densas a partir do vacuolo
parasitéforo sem perda do citoplasma da célula hospedeira. As riquétsias entdo sdo
liberadas, iniciando uma nova série de infeccOes, resultando em células hospedeira
contendo 5 ou mais colénias por células (BLOUIN; KOCAN, 1998). No presente
estudo, todas essas etapas descritas acima foram observadas. A infeccdo atingiu
aproximadamente 80% das células hospedeiras, sendo que varias células continham
diversas coldnias, quando as culturas foram entéo repicadas para novo frasco de células
IDE8. O mecanismo de entrada de A marginale nas células de carrapato por endocitose
e a saida por um processo envolvendo a fusdo das membranas da col6nia e da célula
hospedeira, parece ser o0 mecanismo controlado pela célula e pelo parasito, sugerindo
uma molécula de adesdo na superficie de A. marginale reconhecida pelo receptor de
células hospedeiras (BLOUIN; KOCAN, 1998).

Outros estudos também verificaram a presenca de células hospedeiras com
diversas coldnias por células (MUNDERLOH et al., 1996; BASTOS et al., 2009), além
disso, essas col6nias podem crescer consideravelmente e conter centenas de riquétsias
(MUNDERLOH et al, 1996). Desta forma, uma garrafa de 25 cm? de IDES8 infectada
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pode resultar em muito mais organismos de A. marginale do que a mesma quantidade
de sangue altamente infectado, uma vez que as inclusdes eritrociticas contém apenas de
4 a 10 riquétsias (RISTIC; WATRACH, 1963).

O momento de repique das células infectadas, com desprendimento das mesmas
do fundo do frasco, confirmou o efeito citopatico aparente que ocorre quando a maioria
das células se torna infectada (BLOUIN; KOCAN, 1998).

As sequéncias do gene mspla de A. marginale a partir de bezerros mantiveram-
se as mesmas apos pelo menos seis passagens nas linhagens de células IDE8 e mesmo
apo6s a criopreservacdo e descongelamento. Estudos prévios demonstraram que a
sequéncia da MSPlo tende a permanecer a mesma ap0s sucessivas passagens ou
transmissédo pelo carrapato (BASTOS et al., 2009; BOWIE et al., 2002).

Varios isolados geograficos tém sido descritos ao redor do mundo, apresentando
uma diversidade genética entre eles. Essa diversidade estd baseada principalmente no
gene mspla (ALLRED et al., 1990; DE LA FUENTE et al., 2001a; DE LA FUENTE et
al., 2002). A MSP1la estd envolvida na adesdo e transmissdo de A. marginale pelos
carrapatos e varia em numero e sequéncia de repeticdes em tandem entre as cepas
geogréficas, influenciando na infectividade dos isolados (DE LA FUENTE et al., 2007;
DE LA FUENTE et al., 2005a). Apesar da grande diversidade genética do gene mspla,
esse é considerado como um marcador genético estavel conservado durante a
riquetsemia aguda e persistente em bovinos e ainda durante a multiplicacdo em
carrapatos (PALMER et al., 2000; BOWIE et al., 2002; DE LA FUENTE et al., 2003a).

Para a classificacdo de cepas de A. marginale sdo necessarias analises de genes
variaveis que acumularam modificacGes filogenéticas suficientes durante a evolugdo e
gue permitam um alinhamento em varios locais. Genes como msp5, gItA, 16S RNAr,
groEL, groES entre outros, sdo muito conservados entre as cepas de A. marginale, ndo
fornecendo informacdes filogenéticas. A MSP1 e a MSP4 vém apresentando-se Uteis
em estudos de andlises filogenéticas (DE LA FUENTE et al., 2002). Porém, em
algumas cepas, onde genes como MSP4 sdo conservados, as repeticdes em tandem de
MSP1a possuem modificagdes que permitem melhor diferenciagéo entre as diferentes
cepas (ALAMZAN, et al., 2008). No entanto, MSP1a ndo é uma ferramenta perfeita e
devido ao alto grau de variacdo da sequéncia dentro das areas endémicas, a sequéncia de
MSP1a ndo é capaz de fornecer informacGes filogeograficas como MSP4 faz (DE LA
FUENTE et al., 2005a). Apesar disso, alguns estudos apresentaram sequéncias de
MSP1a presentes em cepas a partir de uma Unica regido geografica (CABEZAS-CRUZ
etal., 2013; DE LA FUENTE et al., 2007).

A maioria das cepas de A. marginale tem sido registrada em uma determinada
regido geografica, no entanto, outras cepas podem ser identificadas em mais de uma
regido (CABEZAS-CRUZ et al., 2013). A heterogeneidade genética entre as cepas
dentro de uma mesma regido endémica pode ser explicada pelo movimento de bovinos e
pela manutencdo de genotipos diferentes através dos diferentes eventos de transmissao
(ALAMZAN et al., 2008; PALMER et al., 2004). Palmer et al. (2004) propdem um
modelo de transmissdo bioldgica estocastica, ou seja, ndo ha evidéncia de ocorréncia da
transmisséo de cepas preferenciais dentro de uma populacéo persistentemente infectada,
sendo assim pode-se ter uma grande diversidade genética numa mesma populacéo.

Os resultados da anélise filogenética demonstraram que as populagbes de A.
marginale no Brasil e Argentina formam dois grandes clusters. Baseado em diversos
fatores, pode-se verificar que o Cluster t é mais variavel que o Cluster o.
Primeiramente, o Cluster t tem oito cepas com 16 diferentes repeticdes em tandem,
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enquanto que o Cluster o tem 14 cepas com apenas 19 repeticdes em tandem, ou seja, a
proporcéo de repeticdes em tandem diferentes é maior no Cluster t.

Outro fator € que das oito cepas presentes no Cluster t, apenas duas se
encontram dentro do mesmo braco da arvore, enquanto que no Cluster a, 10 das 14
cepas encontram-se no mesmo braco, desta forma, parece que as linhagens no Cluster t
diferem mais rapidamente a partir de linhagens parentais do que no Cluster o.

Apenas duas repeticdes em tandem (t e 13) a partir do ancestral do Cluster T s&o
mantidas nas cepas deste cluster, e outras 3 repetices em tandem (ASR-1, ASR-Il e
154) foram perdidas durante a diversificagdo genética desse grupo. Em contrapartida,
todas as repeticbes em tandem presentes no Cluster a, exceto uma (repeticdo em tandem
3), estdo mantidas nas cepas desse cluster. Assim, a substituicdo das repeticbes em
tandem é mais rapida no Cluster T do que no Cluster a.

Outra diferenca entre os Clusters € que apds a diversificacdo a partir dos
ancestrais, algumas cepas no Cluster t ganharam repeticbes em tandem enquanto que
todas as cepas do Cluster a perderam. Esse aumento no ndmero de repeticfes em
tandem esta associado a diversificacdo genética de MSP1a nessas cepas A. marginale.

Esses resultados sugerem que as linhagens pertencentes a esses dois clusters
podem estar sob diferentes pressdes de sele¢cdo. Um aumento na diversidade genética de
MSP1la foi observado em &reas da Argentina onde R. (B.) microplus estava presente
(RUYBAL et al., 2009). Outro estudo desenvolvido por Estrada-Pefia et al. (2009)
demonstrou um menor percentual de aminoacidos conservados em MSP1a oriundos de
ecoregides com R. (B.) microplus. As repeticdes em tandem de MSP1a, implicadas na
interagdo patdgeno-carrapato e 0 aminodcido na posi¢do 20, implicado na adesdo de
extratos de células de carrapato (DE LA FUENTE et al., 2003b), estdo sob selecédo
positiva (MUTSHEMBELE et al., 2014). Além disso, esta molécula contém um epitopo
sensivel a neutralizacdo (ALLRED et al., 1990) e um epitopo de células B imuno-
dominante (GARCIA-GARCIA et al., 2004) que estdo sob selecdo purificadora (selegéo
negativa) e selecdo positiva (MUTSHEMBELE et al., 2014). Assim, duas forcas
evolutivas importantes podem estar formando uma diversidade de MSP1la: sistema
imune do hospedeiro e as interacbes patdgeno-carrapato. Novas combinacBes de
repeticdes em tandem podem dar vantagem adaptativa para A. marginale em regides
com alta imunidade do hospedeiro e transmissao por carrapatos.

Assumindo que todas as cepas do Cluster a tém um ancestral comum de MSP1a.
com estrutura de repeticdo em tandem (3-p-I'-I'-B-B-p-N), pode-se considerar AmRiol
como uma cepa altamente divergente quando comparada @ AmRio2, que ainda conserva
3 repeticdes em tandem tipo B a partir do ancestral. No entanto, ndo esta evidente se esta
diversificacdo esta relacionada ou ndo a transmissdo por R. (B.) microplus. Mais estudos
de transmissdo sdo necessarios para determinar se essas novas cepas isoladas e
caracterizadas séo transmissiveis por R. (B.) microplus e, se transmissiveis, se existe
diferencas de aptiddo de transmissdo entre as cepas AmRiol e AmRio2 relacionadas a
essas diferencas nas sequéncias de MSP1a.
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6 CONCLUSOES

A linhagem de células de carrapato |. scapularis (IDE8) foi efetiva no
isolamento e propagacéo de duas cepas de A. marginale.

As cepas isoladas AmRiol e AmRio2 sdo geneticamente divergentes.

Andlises do gene de uma repeticdo em tandem de MSPla a partir da cepa
AmRiol resultou em uma nova sequéncia (nomeada de 162) com um aminoacido
diferente.

Os resultados da andlise filogenética demonstraram que as amostras isoladas de
A. marginale no Brasil e Argentina formam dois grandes clusters, com a cepa AmRio2
mais proxima de cepas de Minas Gerais do que da cepa AmRiol.

Mesmo ap0s seis passagens, a criopreservacdo por 6 meses e O
descongelamento, a morfologia e as sequéncias do gene mspla dos A. marginale
isolados mantiveram-se as mesmas.
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CAPITULOQO 2.
ESTABELECIMENTO DE LINHAGENS DE CELULAS
EMBRIONARIAS DO CARRAPATO Rhipicephalus
(Boophilus) microplus
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RESUMO

BAETA, Bruna de Azevedo. Estabelecimento de linhagens de células embrionarias
do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus. 2015. 97p. Tese (Doutorado em
Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

O cultivo de células dos diferentes orgaos e tecidos dos carrapatos constitui-se num
substrato para cultivo de agentes por eles transmitidos. O objetivo do presente estudo
foi estabelecer novas linhagens de células embrionarias de carrapato de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus com cepas oriundas do Brasil e caracterizd-las. Os carrapatos
utilizados foram provenientes de cepa mantida em bezerros no Laboratorio de Doencas
Parasitarias da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Apds coleta, esses
carrapatos foram lavados e esterilizados devidamente, colocados em placas de Petri
estéreis e mantidos a estufa a 27°C, UR de 80%. No 13° dia de postura, a massa de ovos
foi esterilizada, macerada, filtrada e centrifugada a 200 xg por 10 minutos. O “pellet”
foi suspenso em meio Leibovitz’s L15 e dividido em 6 frascos de 25 cm?, dos quais 3
contaminaram, um foi depositado no banco de células do Instituto Pirbright e outros 2
foram caracterizados no presente estudo através da analise molecular do gene 16S
DNAr (PCR), curva de crescimento e microscopia de luz e epifluorescéncia. Com 60
dias de cultivo, as células passaram a apresentar um aspecto confluente, caracterizando
a formacdo da monocamada. O primeiro subcultivo foi realizado com sete meses e
subsequentes passagens foram realizadas com intervalos de 30 a 45 dias, com taxa de
divisdo de 1:2 ou 1:3. Cada frasco primario e seus descendentes foram mantidos como
linhagens independentes. Existiu uma completa similaridade (100%) das novas
linhagens BMEBR1 e BMEBR2 com R. (B.) microplus do Brasil (EU918178.1), da
Costa Rica (EU918179.1), do Paraguai (EU918180.1), entre outros. Ambas as cepas
apresentaram menor crescimento que a linhagem de R. (B.) microplus BME/CTVM2
oriunda da Costa Rica. Além disso, essas linhagens possuem caracteristicas de
acidificacdo, producdo de corpusculo lipidico e estresse oxidativo diferentes entre si. As
novas linhagens foram congeladas e descongeladas com sucesso ndo apresentando
alteracdes morfoldgicas e de taxa de crescimento.

Palavras-chave: linhagem de células de carrapato, Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, caracterizacéo.
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ABSTRACT

BAETA, Bruna de Azevedo. Establishment of embryonic cell lines from the tick
Rhipicephalus (Boophilus) microplus. 2015. 97p. Thesis (Doctor Science in Veterinary
Science). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

The cell cultures of different organs and tissues of ticks are substrate to the culture of
tick-borne pathogens. The aim of this study was to establish new lines of embryonic
cells of R. (B.) microplus tick, with strains from Brazil and the characterization of them.
The R. (B.) microplus ticks were from strains kept on calves in Parasitic Diseases
Laboratory in Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. After collection, these
ticks were properly washed, sterilized, placed in sterile Petri dishes, and kept at 27 ° C,
80% RH. On the 13th day of laying, the pool of eggs was sterilized, macerated, filtered
and centrifuged at 200 xg for 10 minutes. The “pellet” was suspended Leibotiz’s L15
medium and divided into 6 flasks of 25 cm?, of which 3 were contaminated, one was
deposited in the tick cell bank of the Pirbright Institute and others two were
characterized in the present study through molecular analysis of the 16S rDNA gene
(PCR), growth curve and epifluorescence and light microscopy. Sixty days in culture,
the cells began to show confluent aspect, reaching the formation of the monolayer. The
first subculture was performed with seven months and subsequent passages were
performed at intervals of 30 to 45 days, with a split ratio of 1. 2 or 1. 3. Each primary
flask and their descendants were kept as independent lines. There was a complete
similarity (100%) of new lines BMEBR1 and BMEBR2 with R. (B.) microplus in Brazil
(EU918178.1), Costa Rica (EU918179.1), Paraguay (EU918180.1), among others. Both
strains showed lower growth than R. (B.) microplus line from Costa Rica,
BME/CTVM2. In addition, these strains have acidification characteristics, lipid
corpuscle production and oxidative stress different from each other. The new strains
were frozen and defrosted successfully, showing no morphological and growth rate
changes.

Key-words: tick cell line, Rhipicephalus (Boophilus) microplus, characterization
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1 INTRODUCAO

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887) (Acari:
Ixodidae), conhecido como carrapato dos bovinos, é originario da Asia e sua
distribuicdo se estende na America Central, América do Sul, Oriente, Sul da Florida e
Africa (GONZALES, 2002). A ocorréncia e a dispersdo desse carrapato em bovinos no
Brasil sdo favorecidas por fatores climaticos e pela disponibilidade de racas sensiveis.
Esse carrapato destaca-se como vetor principalmente da riquétsia Anaplasma sp e do
protozodario Babesia spp, causadores da “Tristeza Parasitaria Bovina”, responsaveis por
prejuizos a pecuéria brasileira.

Estudo provaram que linhagens celulares de carrapatos sdo ferramentas Uteis
para ajudar a definir a natureza complexa da relacdo hospedeiro-vetor-patégeno. O
cultivo de células dos diferentes 6rgdos e tecidos dos carrapatos constitui-se num
substrato para cultivo de agentes por eles transmitidos.

Diversas linhagens de células de R. (B.) microplus a partir de células
embrionarias de carrapato ja foram registradas, além de alguns estudos com inoculagao
de patdgenos tais como riquétsias e borrélias. Para elucidarem aspectos envolvidos na
interacdo do carrapato e microrganismos por ele transmitidos, alguns estudos utilizaram
a infeccdo de Borrelia burgdorferi em linhagens de células de carrapato, verificando a
capacidade fagocitica de diversas linhagens (TEIXEIRA, 2014; KURTTI et al., 1993).

No Brasil, alguns estudos com cultivos primarios de células embrionérias das
espécies R. (B.) microplus, Amblyomma cajennense (REZENDE, 2008), Rhipicephalus
sanguineus (TEIXEIRA, 2010) e Dermacentor nitens (BAETA, 2011) foram
desenvolvidos, porém ndo foi possivel o estabelecimento de linhagens de células de
carrapatos no pais.

O objetivo do presente estudo foi estabelecer in vitro novas linhagens de células
embrionarias do carrapato R. (B.) microplus com cepas oriundas do Brasil e realizar a
caracterizagdo morfofuncional destas linhagens.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultivo Celular

Um método para estudar o comportamento de células animais livres de variagdes
sistémicas in vivo foi desenvolvido no inicio do século XX a partir do crescimento de
fibras nervosas de embrides de sapos (HARRISON, 1907) e tecido conjuntivo de aves
jovens (CARREL, 1912). Apenas em 1952, foi registrada a primeira tentativa de cultivo
de tecido de carrapato, quando Weyer (1952) tentou manter riquétsias oriundas de
intestino de piolhos em cultura de tecidos ndo infectados do carrapato Rhipicephalus
bursa, mantendo a cultura por aproximadamente oito dias. Novas tentativas foram
realizadas com ninfas, com sobrevivéncia das celulas por aproximadamente cinco meses
(MARTIN; VIDLER, 1962; YUNKER; CORY, 1965). Em seguida, ovos de carrapatos
passaram a ser material de estudo para tentativas de cultivos primarios (EIDE;
CALDWELL, 1973).

As culturas de células de carrapatos podem se originar de ovos embrionarios e
de 6rgdos como intestino, ovario e tubos de Malpighi. Segundo Kurtti e Biischer (1979),
o0s dois estagios mais comumente utilizados para o cultivo de células é a ninfa e os ovos,
pois esses possuem consideraveis atividades mitéticas. O primeiro estabelecimento de
cultura de células de origem embrionarias de carrapato foi realizado por Medvedeva et
al. (1972) com a espécie Hyalomma asiaticum, e posteriormente Pudney et al. (1973)
estabeleceram o segundo cultivo com ovos de R. (B.) microplus.

O meio de cultivo utilizado parece ser um fator determinante na manutengédo das
células de carrapato. Para o cultivo de células de carrapatos, inicialmente, Rehacek e
Brzostowski (1969) formularam um meio baseado na composi¢do bioquimica da
hemolinfa do carrapato na tentativa de criar condicdes fisioldgicas para o cultivo in
vitro das células desses artrpodes. Entretanto, a formulacdo ndo promoveu o
crescimento celular continuo previsto, levando assim a utilizacdo de meios de cultivo
empregados para células de vertebrados. O meio Leibovitz’sL-15, originalmente
formulado para células de mamiferos, quando suplementado com soro fetal bovino e
caldo triptose fosfato, permitiu o isolamento e a manutencdo de células de diversas
espécies de ixodideos (KURTTI; MUNDERLOH, 1982; KURTTI et al., 1982). No
entanto algumas células sdo mais exigentes e requerem a suplementacdo de alguns
minerais e vitaminas presentes no meio Leibovitz’sL-15B (MUNDERLOH; KURTTI,
1985), que supriu as deficiéncias nutricionais presentes no Leibovitz’sL-15
(MUNDERLOH; KURTTI, 1989).

Outro fator importante € a temperatura de crescimento dessas células. A maioria
delas cresce em temperatura de incubacdo entre 28°C e 34°C, embora existam células
que suportam o crescimento a 37°C. Além disso, o pH do meio de cultura pode limitar
0 seu desenvolvimento, onde algumas linhagens de células prosperam em condi¢des
acidas (pH 6,5-6,8), semelhante ao ambiente de proliferacdo celular dentro de larvas,
ninfas e adultos em desenvolvimento (MUNDERLOH; KURTTI, 1995), e outras sdo
propagadas em pH neutro a alcalino, capacitando o crescimento de patdégenos acido-
sensiveis (MUNDERLOH et al., 1996). A capacidade de algumas espécies suportarem o
crescimento em temperatura e pH mais altos, como no caso da linhagem de células de
Ixodes scapularis (IDE8), que suporta o crescimento a 34°C e em pH 7,4, permitiu o co-
cultivo de diversos patdgenos como Anaplasma marginale (MUNDERLOH et al.,
1996), Ehrlichia ruminantium (BELL-SAKY1 et al., 2000) e Ehrlichia canis (EWING
et al., 1995).
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Durante o cultivo priméario de células embrionarias de carrapato, o periodo de
incubacdo dos ovos pode influenciar no estabelecimento de linhagens. Os embrides com
aproximadamente metade do periodo de incubacdo representam um desenvolvimento
satisfatorio, estando em periodo de organogénese ativo e antes da formacdo da cuticula
(KURTTI; BUSCHER, 1979). Diversos cultivos primarios estabelecidos a partir de
ovos embrionados de carrapatos utilizaram ovos com idades proximas a metade do
periodo de incubacdo total do ovo, como Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(PUDNEY et al., 1973) e Hyalomma asiaticum (MEDVEDEVA et al., 1972) com ovos
de 12-13 e 10-14 dias de incubac&o, respectivamente. As células de carrapatos iniciam a
aderéncia na superficie do frasco apos algumas horas de cultivo, ainda que por alguns
dias essa aderéncia pode ndo ser completa (YUNKER, 1987). Apos fixacdo, uma grande
variedade de tipos celulares pode ser observada e formam ilhas de tecidos organizados,
como musculos que se contraem (BAETA, 2011). Células arredondadas, fusiformes e
estreladas podem ser encontradas (KURTTI; MUNDERLOH 1983; TEIXEIRA, 2010;
PUDNEY etal., 1973).

A formacdo da camada de células confluentes e subcultivaveis é o objetivo de
qualquer tentativa de desenvolvimento de uma linhagem celular. A velocidade pela qual
é atingida depende de varios fatores, mas principalmente do tamanho do indculo e meio
utilizado. Em geral, este estagio é atingido dentro de quatro semanas (KURTTI;
BUSCHER, 1979).

Ap6s a formagdo da monocamada, um fator muito importante para o
estabelecimento e manutencdo de uma linhagem de células é a taxa de crescimento
dessas células, influenciando diretamente na taxa de divisdo, ou seja, uma linhagem de
crescimento fragil e lento, como as células de carrapato, deve ter uma taxa de divisdo de
1:2, enquanto que uma linhagem de células vigorosa e com crescimento rapido pode ser
dividido em 1:8 ou 1:16 (FRESHNEY, 2005). A taxa de divisdo, ou diluicdo, é também
escolhida para estabelecer o intervalo de subcultivo e garantir que as células ndo sejam
diluidas abaixo da concentracdo necessaria para retomarem ao ciclo de crescimento
dentro de um periodo razoavel de 24 horas ou menos e nao atingirem um platé antes do
préximo subcultivo (FRESHNEY, 2005).

Durante o subcultivo das linhagens de células, existe um padrdo normal de
crescimento que deve ser respeitado para o sucesso da manutencdo da linhagem. Um
periodo de retardo (fase lag) logo apds semear as células é seguido por um periodo de
crescimento exponencial, chamado de fase log. Quando a densidade das células
(célula/cm?) atinge um nivel em que todo o espaco é ocupado, ou quando a
concentracdo de células (célula / mL) excede a capacidade do meio, o crescimento cessa
ou é reduzido (fase de platd) (Fig. 6) (FRESHNEY, 2005). A quantificacdo desse
crescimento da cultura é importante para a rotina de manutencdo, sendo um elemento
crucial para monitorar a consisténcia da cultura e conhecer melhor o tempo para
subcultivo, a diluicdo 6tima e a eficiéncia do subcultivo em diferentes densidades
celular. O tempo de duplicagem da populacéo (PDT), ou seja, 0 tempo necessario para a
cultura duplicar no meio da fase exponencial de crescimento, é considerado um bom
monitorador da cultura durante a passagem serial e possibilita o calculo do rendimento
da célula e do fator de diluicdo requerido para o subcultivo (FRESHNEY, 2005).
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Figura 6. Curva de crescimento e manutencdo. Concentracdo celular versus tempo a
partir do subcultivo, indicando as fases Lag, Log e de platd, e o tempo ideal para a
realizacdo do subcultivo e alimentacdo. Adaptado de Freshney (2005).

Culturas de linhagens de células de carrapato podem ser extremamente
duradouras, sobrevivendo durante varios anos com mudancas de meio regulares e
subculturas ocasionais, refletindo a habilidade de carrapatos ixodideos em resistir por
periodos extremamente longos de tempo entre repastos sanguineos na natureza (BELL-
SAKY]1 et al., 2007). No entanto, o estabelecimento de linhagens continuas ndo é téo
simples, pois algumas células podem simplesmente parar de crescer mesmo apds anos
de manutencdo. A primeira linhagem de célula de carrapato foi estabelecida a partir de
tecidos de adultos em desenvolvimento de Rhipicephalus appendiculatus (VARMA et
al., 1975). A maioria das atuais linhagens de células de carrapatos disponiveis foi
estabelecida de células embrionérias, utilizando metodologias simples descrito por
Kurtti et al. (1988), devido a grande capacidade de multiplicacdo desse estagio de
desenvolvimento.

Algumas espécies de carrapato, tais como R. appendiculatus e R. (B.) microplus,
tém produzido diversas linhagens de células em diferentes laboratorios, enquanto que
células de outras espécies tém demonstrado dificuldades para o cultivo ininterrupto
(YUNKER, 1987). Os argasideos, por exemplo, tém recebido menor atencdo que
ixodideos, retardando o estabelecimento de linhagens de células de argasideos
(KURTTI et al., 2005).

No Brasil, alguns estudos com cultivos priméarios de células embrionarias das
espécies R. (B.) microplus, A. cajennense (REZENDE, 2008), R. sanguineus
(TEIXEIRA, 2010) e D. nitens (BAETA, 2011) foram desenvolvidos, porém nio foi
possivel o estabelecimento de linhagens de células de carrapatos no pais.

As culturas de celulas de carrapatos in vitro fornecem sistemas de
interacOes vetor e patdgeno, surgindo como ferramentas Gteis para ajudar a definir a
natureza complexa da relacdo hospedeiro-vetor-patogeno (BELL-SAKYI et al., 2007).
Além disso, podem ser utilizadas como substrato para producdo de antigenos para
diagndsticos, producdo de vacinas e ainda substituem experimentos com animais. Esse
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sistema fornece um modelo atil para estudos tais como a analise molecular, a
transcricdo do gene, as relacbes celulares e moleculares entre agentes patogénicos e
vetores, e estudos comparativos in vitro/in vivo (PASSOS, 2012). A cultura de tecidos
também dispde da oportunidade para estudo da embriologia, fisiologia e morfologia de
tecidos de carrapatos em suas diferentes fases de crescimento (MARTIN; VIDLER,
1962). Alguns estudos destacaram as caracteristicas morfofuncionais das linhagens de
carrapato, assim como a interacdo molecular entre células de carrapato e patégenos (DE
LA FUENTE et al., 2007; ESTEVES et al., 2008; ESTEVES t al., 2009).

Borrelia burgdorferi foi utilizada para verificar a capacidade fagocitica de
diversas linhagens de carrapato apresentando uma interacdo diferente para cada espécie
de carrapato (TEIXEIRA, 2014). Alguns estudos com cultivo de células demonstraram
a capacidade ou incapacidade vetorial de algumas espécies de carrapatos no cultivo de
B. burgdorferi. (KURTTI et al., 1988b). Segundo Kurtti et al. (1988a), o cultivo de
tecidos de carrapatos pode contribuir para esclarecimento dos mecanismos de aderéncia
celular, migracdo dentro do hospedeiro, mecanismos de transmissédo e a interacdo de
espiroqueta com células do hospedeiro. A espiroqueta ndo parece ser altamente
especifica, embora tenham sido observadas diferencas em suas afinidades por células
embrionarias de diferentes espécies de carrapatos (KURTTI et al., 1993). Esse sistema
pode elucidar caracteristicas morfofuncionais e auxiliar na caracterizagdo das linhagens
de carrapato de acordo com as respostas de cada uma frente a uma infeccao.

2.2 Carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus
Descrito pela primeira vez em 1887 por Canestrini, Flechtmann (1990), cita a
seguinte classificacdo sistematica para o carrapato Boophilus microplus:

Filo — Arthropoda Von Siebold & Slannius, 1845
Subfilo — Chelicerata Heymons, 1901

Classe — Aracnida Lamarck, 1802

Subclasse- Acari Leach, 1817

Ordem — Parasitiformes Renter 1909

Subordem — Metastigmata Canestrini, 1891
Superfamilia — Ixodida Leach, 1815

Familia — Ixodidae Koch, 1844

Género — Boophilus Curtice, 1891

Em 2001, Beati e Keirans observaram algumas semelhancas moleculares entre
0s géneros Rhipicephalus e Boophilus, onde com a constru¢do de uma arvore
filogenética o género Boophilus apresentou-se monofilético e agrupado dentro do
género Rhipicephalus, no entanto evidenciaram a importancia de alguns caracteres
morfoldgicos que os diferenciavam. Ja em 2003, Murrel e Barker proporam que
Boophilus fosse considerado um sinénimo junior e um subgénero de Rhipicephalus
Koch, 1844, assim todas as espécies de Boophilus tornaram-se membros de
Rhipicephalus. Desta forma a atual classificagdo denomina a espécie como
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887).

O carrapato R. microplus, conhecido como carrapatos dos bovinos, é originario
da Asia e sua distribuicdo ocorre entre os paralelos 32° Norte e 32° Sul compreendendo,
portanto, a América Central, América do Sul, Oriente, Sul da Flérida e Africa
(GONZALES, 2002). A ocorréncia e a dispersdo desse carrapato em bovinos no Brasil
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sdo favorecidas por fatores climaticos e pela disponibilidade de racas sensiveis (GRISI
etal., 2014).

Rhipicephalus (Boophilus) microplus é um carrapato de Unico hospedeiro, onde
seu ciclo bioldgico possui uma fase parasitaria e outra ndo parasitaria (Fig. 7). Na fase
parasitaria, as larvas infestam o bovino e se alimentam por 6-8 dias até sofrerem muda
para ninfas, as quais atingem o estdgio adulto em 7-9 dias com periodo total de
parasitismo variando de 18-22 dias, podendo se estender até 30 dias (BARROS-
BATTESTI et al., 2006). A fase ndo parasitaria do ciclo € marcada pela oviposicao das
fémeas no ambiente, seguida da eclosdo das larvas e do acesso dessas a seus
hospedeiros (WHARTON, 1974). Apesar de parasitarem preferencialmente bovinos,
outros animais podem servir de hospedeiros e quando em alta infestacdo podem,
eventualmente, parasitar humanos durante manipulacdo do animal (BARROS-
BATTESTI et al., 2006).

A& & B\ a
Ui D = D=
e (‘/& larvas permanecem no hospedeiro

e se tornam adultos apés duas mudas

ovos eclodem em 0
larvas de seis patas

L4

Fémeas caem
do hospedeiro
para realizar
postura

)
0 \i
fémeas gravidas péem
ovos no ambiente

Figura 7. Ciclo bioldgico de Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Fémeas gravidas
pdem ovos no meio ambiente (1). Os ovos eclodem em larvas de trés pares de patas (2).
Larvas procuraram e fixam-se ao hospedeiro e depois de duas mudas (larva-ninfa e
ninfa-adulto), desenvolvem-se em adultos (3a-3c). As fémeas caem do hospedeiro para
realizacdo da postura (4). O adulto de um carrapato ixodideo (duro) é considerado o
estagio de diagnostico, onde a identificacdo em nivel de espécie é melhor alcancada
com adultos. Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention — CDC (CDC,
2014).
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Esse carrapato destaca-se como vetor principalmente da riquétsia Anaplasma sp
e do protozoario Babesia spp, responsaveis pela “Tristeza Parasitaria Bovina”,
causadora de grandes prejuizos ao sistema de producdo. Nunes et al. (2005) verificaram
a presenca de microrganismos nas glandulas salivares de alguns espécimes desta
espécie, 0 que evidencia a potencialidade destes carrapatos na transmissdo de
patdgenos.

Nas areas com altas infestagdes por R. (B.) microplus, os danos produzidos pelo
carrapato levam a grandes prejuizos, os quais estdo relacionados a mortalidade,
diminuicdo no ganho de peso, efeitos sobre o couro, gastos com carrapaticidas e
diminuicdo na producdo de leite (GRISI et al., 2014). Além de predisporem a miiases e
transmitirem os agentes patogénicos causadores da anaplasmose e babesiose.

2.3 Cultivo de Células Embrionarias de Rhipicephalus (Boophilus) microplus

A primeira linhagem de células de R. (B.) microplus registrada foi desenvolvida
a partir de culturas de células embrionarias (PUDNEY et al., 1973). Durante 0
experimento, ovos com idade de 12-13 dias de incubacdo foram utilizados para a
preparacdo do macerado de células, o qual foi filtrado e lavado com solugdo salina
contendo penicilina e estreptomicina. Apos centrifugacdo e remoc¢édo do sobrenadante o
“pellet” foi ressuspenso em meio de solucdo salina balanceada de Hanks’ com 0,5% de
lactalbumina bovina (H-Lac) suplementado com soro fetal bovino (10%), penicilina
(1000UV) e estreptomicina (1ng), pH 6,9. As culturas foram incubadas a 28°C. As células
obtiveram variacdo na morfologia, com a maioria arrendada ou epitelial. Além disso,
células tipo fibroblastos também foram observadas.

Em 1979, Bhat et al. (1979), seguindo a metodologia de cultivo descrita por
Pudney et al. (1973) desenvolveram cultivos priméarios de células embrionérias de R.
(B.) microplus em meio L-15 para o co-cultivo de Babesia bovis a partir de sangue
bovino infectado.

Um ano apds, uma nova linhagem de células embrionarias de R. (B.) microplus
foi estabelecida com ovos de 10 dias de incubacdo em meio contendo Meio Minimo
Essencial (MEM) e L-15, suplementado com soro fetal bovino (20%), caldo triptose
fosfato (10%), 1% de albumina bovina fragéo V, estreptomicina (200 pl/mL), penicilina
(200 U/mL) e anfotericina B (0,5 pl/mL) (HOLMAN; RONALD, 1980). Em 2004,
outras duas novas linhagens foram estabelecidas com utilizagdo de meio L-15 para
estudo de interacdo patdgeno-vetor com Ehrlichia ruminantium (BELL-SAKY, 2004).

Cultivo de 6rgdos de R. (B.) microplus foram desenvolvidos apenas em 2008, a
partir de glandula salivar, intestino e ovario (MOSQUEDA et al., 2008). Esses 6rgaos
foram dissecados em diferentes dias ap6s infestacdo em bovinos, com utilizacdo de
enzimas proteoliticas como tripsina e colagenase tipo | e Il, para a desagregacdo dos
tecidos e geracdo de culturas primarias. O meio de cultura utilizado foi 0 mesmo
descrito por Holman e Ronald (1980). Orgéos dissecados com 18 a 20 dias apds
infestacdo dos bovinos apresentaram melhores diferenciagdes celulares com maior
facilidade de visualizacdo da morfologia celular. A colagenase tipo | obteve melhores
resultados na desagregacéo celular para ovarios, porém ndo para intestinos e glandula
salivar, ja a colagenase tipo Il foi mais eficaz para a glandula salivar, enquanto que
tripsina foi eficaz apenas para o intestino. Nesse estudo, os cultivos primérios de
intestino e ovario foram mantidos durante 4 semanas, enquanto que as glandulas
salivares foram viaveis por 8 meses.

Estudos com culturas de células primérias de diferentes 6rgdos de carrapatos sao
ferramentas valiosas para a pesquisa da relagdo parasita-hospedeiro para protozoarios
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como Babesia sp, pois estes infectam diferentes drgdos e possuem diferentes estagios de
vida, dificultando seu desenvolvimento apenas em células embrionéarias (KURTTI et al.,
1983; RIBEIRO et al., 2009).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Origem dos Carrapatos

Fémeas ingurgitadas da espécie R. (B.) microplus, mantidas em laboratério com
mais de 20 geracdes em bezerros foram obtidas a partir de infestacdo experimental de
bezerros saudaveis, sem sintomatologia clinica, pertencentes ao setor de bovinocultura
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

3.2 Cultivo Primario de Rhipicephalus (Boophilus) microplus

No laboratorio de doencas parasitarias, dez fémeas foram lavadas com &gua
corrente e agua destilada. Em capela de fluxo laminar, para a esterilizacdo das
superficies, os carrapatos foram lavados com alcool 70%, hipoclorito de sodio 1%,
clorexidina 0,2% e alcool 70%, por 1 minutos cada, e por fim agua ultrapura estéril com
adicdo de antibiético 100 un/ml de penicilina e 1 ng/ml estreptomicina e antifungico
anfotericina B. Em seguida, as teledginas foram secas com gaze esterilizada, colocadas
em placas de Petri estéreis, e incubadas em estufa tipo Demanda Bioquimica de
Oxigénio (B.0.D.) a temperatura de 27 +1°C e umidade relativa do ar superior de 80%,
para realizacdo da postura.

O método de cultivo celular foi baseado no trabalho de Yunker (1987), com
modificacbes descritas a seguir. O meio de cultivo utilizado para as células
embrionarias de R. (B.) microplus foi o Leibovitz’sL-15 (Sigma®), suplementado com
10% de caldo triptose fosfato (Sigma®), 20% de soro fetal bovino inativado
(Invitrogen®), 1% de glutamina (Sigma®) e 0,1% de antibidtico
penicilina/estreptomicina (Sigma®). O pH foi ajustado para 6,8 e 0 meio esterilizado
em filtro de nitrocelulose com porosidade 0,22um.

Apobs dois dias da coleta e lavagem dos carrapatos, iniciou-se a oviposicdo e
ovos com 13 dias de incubacdo (aproximadamente metade do tempo de
desenvolvimento total do ovo) foram utilizados. Os ovos embrionados foram removidos
da placa de Petri para um béquer com o auxilio de uma pinca e submetidos a trés
lavagens com éalcool 70% e uma lavagem com agua ultrapura estéril. Posteriormente,
com o acréscimo de 2 mL de meio de cultura L-15 suplementado, os ovos foram
macerados por pressdo, com o auxilio de um émbolo de seringa hipodérmica de vidro de
20mL. Apds a ruptura da maioria dos ovos, o material em suspensédo foi filtrado com
um filtro de malha de 200 fios estéril um para a remocéao dos ovos intactos e das cascas.
Em seguida, o material foi centrifugado a 200xg por oito minutos em temperatura
ambiente. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso cuidadosamente
em 12 mL de meio L-15 suplementado. VVolumes iguais desta nova suspensao foram
distribuidos em 6 frascos de 25cm?, com adicdo do meio L-15 suplementado para
obtencédo de volume final igual a 5mL/frasco e incubados a 28°C.

As culturas foram monitoradas diariamente com o auxilio de microscopio
contraste de fase invertido (Olympus®), sendo realizada a primeira troca de meio no
terceiro dia de cultivo. As demais trocas foram realizadas em intervalos de sete dias,
com a remogéo de apenas 3mL de cada frasco, substituindo este volume por meio novo.

3.3 Congelamento e Manutenc¢éo da Linhagem

Na quarta passagem, com 0 objetivo de verificar a estabilidade das células apos
a criopreservacdo, um frasco de cada uma das duas linhagens estabelecidas, ao
atingirem uma densidade celular de 1,5 a 2 x 10° células/mL (FRESHNEY, 2005),
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foram criopreservados em meio de cultura L-15 com dimetilsuféxido (DMSO) a 10%
como criopreservante. Apos ressuspender as células, cada linhagem foi transferida para
tubo Falcon de 15 mL e centrifugada a 200xg por 10 minutos. Posteriormente, o
material foi ressuspenso em 2 mL de meio L15 refrigerado e entdo acrescentado mais 2
mL de meio L15 com DMSO a 20%, desta forma a concentracéo final de DMSO foi de
10%. A suspensdo de células com DMSO foi transferida para quatro criotubos, com 1
mL em cada, e entdo os criotubos foram mantidos em container com isopropanol ao
fundo (NalgeneTMCryo 1°C Freezing container) em freezer -80°C por 90 minutos para
atingir uma taxa de congelamento de -1°C por minuto. Ap6s decorridos 90 minutos, os
criotubos foram transferidos para botijao de Nitrogénio Liquido (-196°C), onde foi
mantido até o descongelamento.

3.4 Taxa de Crescimento

Seguindo protocolo utilizado para quantificar o crescimento de células com taxa
de crescimento lento descrito por Freshney (2005), placas de 24 pogos foram semeadas
com trés linhagens de células embrionérias de R. (B.) microplus, BMEBR1 e BMEBR2
(estabelecidas nesse estudo) e BME/CTVM2 (originaria da Costa Rica) (BELL-SAKY],
2004), para efeito de comparacdo. As primeiras duas linhagens foram subcultivadas na
15° passagem e a Ultima na 140° passagem. Todas essas linhagens utilizavam o meio
L15 suplementado para manutencao.

Cada linhagem foi semeada em 24 pocos na concentracio de 1 x 10° células/mL,
com 1 mL em cada poco, e incubadas a 30°C. A cada 3 dias, 2 pocos de cada linhagem
era ressuspenso e a contagem das células era realizada utilizando cdmara de Neubauer
para determinar a concentracao de células (células/mL) e a curva de crescimento.

Trocas semanais de meio foram realizadas com retirada lentamente de 0,5 mL
para evitar que as células se soltassem do fundo da placa.

O PDT de cada linhagem foi calculado durante a fase exponencial com base na
seguinte férmula:

G=1In2/u

onde G é tempo de duplicacéo,
U € a velocidade de crescimento, calculada pela equacao de uma reta (y = b+ax), onde a
= W. A equacdo da reta é baseada no log neperiano (In) da contagem celular.

3.5 Extracdo de DNA, Amplificacdo por Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) e
Sequenciamento

O DNA foi extraido utilizando QlAamp DNA Mini Kit® (QIAGEN) a partir de
cada cultura de células de carrapato quando essa atingiu 10° células/mL na quinta
passagem As condi¢fes de PCR incluiram uma desnaturacdo inicial a 94°C por 2
minutos, seguido por 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos para anelamento
dos primers e 45 segundos a 72°C para extensdo. A temperatura de anelamento dos
primeiros 7 ciclos foi aumentada de 0,3°C a cada ciclo de 47 para 48,8°C, seguido por
28 ciclos com temperatura de anelamento de 50°C. A extensao final foi realizada por 7
minutos a 72°C. Os primers utilizados para a amplificacdo do fragmento X do gene 16S
DNAr com tamanho variando de 378-397 pares de base (pb) (MANGOLD et al., 1998).

O produto da PCR foi separado em gel de agarose 1,5% e corado com Brometo
de Etidio utilizando o marcador de 100pb (Ladder Mix1/2 Loading dye, Fermentas Life
Science, Germany) e visualizados sob luz UV.
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A purificacdo do produto da PCR foi realizada com kit da GE Healthcare e
quantificada com Low DNA Mass Ladder seguindo as recomendacdes do fabricante.
Apos a purificagdo, o produto foi enviado para sequenciamento. O sequenciamento de
ambas as fitas foi realizado utilizando o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit e analisado no ABI 3730 DNA Analyser (tecnologia a partir da technology Applied
Biosystems). Os resultados foram avaliados com Chroma®©L.ites
(www.technelysium.com.au/chromas_lite.html) e as similaridades das sequéncias foram
pesquisadas pela analise de alinhamento local (BLASTN)
(www.ncbi.nlm.nih.gov.library.vu.edu.au/BLASTY/).

3.6 Microscopia
3.6.1 Morfologia

Para a verificagdo da morfologia das células das linhagens estabelecidas no
presente estudo, aproximadamente 1000 células de cada linhagem estabelecida a partir
da décima passagem foram plaqueadas em placas de 24 pocos com laminulas e
incubadas em meio L-15 completo por 3 dias. Apds esse periodo, as laminulas foram
lavadas com PBS e observadas em microscopia de fluorescéncia convencional e
contraste diferencial de fase (DIC) utilizando um microscopio Zeiss Axioplan 2.

3.6.2 Microscopia de epifluorescéncia

As linhagens foram caracterizadas através da microscopia de fluorescéncia
verificando a influéncia da infeccdo por Borrelia burgdorferi em trés linhagens de
celulas embrionarias do carrapato R. (B.) microplus, BMEBR1, BMEBR2
(estabelecidas neste estudo) e BME/CTVM2, para efeito de comparacdo das linhagens.
Cada linhagem foi depositada sobre laminulas inseridas em pogos de placas de cultivo
de 24 pogos na concentragdo de 2 x 10° células/mL, 1mL/pogo, com 6 repeticdes de
cada linhagem para cada ensaio experimental. Trés repeti¢cOes de cada linhagem foram
mantidas negativas, utilizadas como controle, as demais foram infectadas com B.
burgdorferi marcada ou ndo com fluoréforo, dependendo do ensaio.

Seguindo a metodologia descrita por Teixeira (2014) para marcacdo da borrélia,
primeiramente estas foram mantidas em cultivo no meio BSK-H suplementado com 6%
de soro de coelho, entdo foram contadas em camara de Neubauer para determinacdo da
concentracdo. Em uma capela de fluxo laminar, transferiu-se 1mL de bactéria a
concentracio de aproximadamente 4 x 107 espiroquetas/mL para tubo estéril de 1,5mL
do tipo Eppendorf®, que foi centrifugado por 9.000 x g por 5 minutos em
microcentrifuga. Apés a centrifugacdo, retirou-se o sobrenadante e o “pellet” foi
resssuspenso em ImL de solucdo salina balanceada de Hanks’ (HBSS) (Life
Technologies®). O tubo foi centrifugado a mesma rotacdo e pelo mesmo tempo e o
sobrenadante foi retirado. Em outro tubo, preparou-se a solucéo de 200uL de diluente C
+ 2uL do corante PKH (componentes do minikit PKH67 ou PKH26). O “pellet” foi
ressuspenso em 200uL de diluente C e posteriormente adicionou-se 200uL da solucdo
de diluente + corante, com incubacdo a temperatura ambiente por 5 minutos, agitando
periodicamente a cada minuto. ApoOs a incubacdo, interrompeu-se a coloragédo
avolumando 1mL de soro fetal bovino inativado (Life Technologies®), incubando a
temperatura ambiente por 1 minuto. Novamente o material foi centrifugado a 9.000 x g
por 5 minutos, o sobrenadante removido e 0 “pellet” ressuspenso em 200uL do meio
BSK-H.

Para todas as analises de fluorescéncia, foi utilizado o microscépio de
epifluorescéncia Axio Observer.Z1 (Zeiss®), do Laboratério de Microbiologia Celular
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do Instituto Oswaldo Cruz, Fundagdo Oswaldo Cruz - RJ. As imagens foram capturadas
através de CCD (Axiocam, Zeiss, Germany) controlada pelo software Axiovision
(Zeiss, Alemanha). Contraste e brilho foram posteriormente ajustados de maneira
igualitaria através do uso do Photoshop. A média da fluorescéncia de cada ensaio foi
mensurada no programa ImageJ 1.48v, através das imagens geradas em microscopio de
epifluorescéncia. Para comparacdo das média utilizou-se os testes paramétricos analise
de variancia e teste de Tukey com nivel de significancia 5%. A andlise foi realizada com
0 auxilio do programa Instat 3.3v.

3.6.2.1 Ensaio de percentual de infeccao

Para microscopia de fluorescéncia as linhagens, apds serem depositadas nos
pocos, foram inoculadas com 10 pL de borrelias marcadas com PKH67 em trés pocos
de cada linhagem, totalizando aproximadamente 1 x 10° espiroquetas/poco, avolumando
0s pocos com volume total de meio L15 de 300 pL/ poco. Decorridas 6 horas de
incubacdo a 30°C do co-cultivo, ao abrigo da luz, os meios de cultivo foram retirados
por aspiracdo suave e 0s pocos lavados gentilmente com HBSS para retirada das
espiroquetas livres. Depois desse procedimento, adicionou-se um volume de 500uL de
uma solucdo de 4% de paraformoldeido em cada poc¢o para fixacdo do material durante
20 minutos. Decorrido este tempo, a solucdo de paraformoldeido foi retirada e os pogos
foram lavados gentilmente com HBSS. Utilizou-se 2uM do corante DAPI (4',6-
diamidino-2-fenilindol) para marcacdo do DNA nuclear das células numa concentracao
de 1:1000, onde foram adicionados 500uL dessa solugdo em cada pogo e mantidos por
cinco minutos. Entdo, esta solucdo foi retirada e os pocos lavados gentilmente com
HBSS. As laminulas foram depositadas em laminas sobre solucdo de montagem
Prolongold e seladas com esmalte Etelan para posterior leitura em microscépio de
epifluorescéncia AxiObserver Z1 (Zeiss, Alemanha), utilizando o Filtro Zeiss 60 e LED 365nm
no sistema de excitagdo Colibri (Zeiss, Alemanha).

3.6.2.2 Ensaio de corpusculo lipidico

No ensaio de verificacdo de corpusculo lipidico, 10 pL de borrelias marcadas
com PKH67 foram inoculadas em trés pocos de cada linhagem, totalizando
aproximadamente 1 x 10° espiroquetas/poco, avolumando os pogos com volume total de
meio L15 de 300 pL/ poco. A placa foi incubada por 6 horas a 30°C, ao abrigo da luz.
Ap0s esse tempo, todos 0s pogos das trés linhagens foram lavados trés vezes com HBSS
e entdo as células foram marcadas por 1 min utilizando-se corante hidrofébico Bodipy
30uM em meio L15, utilizando filtro Zeiss 61 e LED 450nm no sistema de excitagédo
Colibri (Zeiss, Alemanha).

3.6.2.3 Ensaio de acidificacdo

Para o ensaio de acidificacdo, o0 mesmo protocolo para Bodipy foi utilizado com
o marcador Laranja de Acridina (LA) na concentragdo de 40uM, responsavel por
emisséo verde em ambiente neutro e vermelho em ambientes acidos. A bactéria ndo foi
marcada. No momento da leitura, as laminulas foram retiradas dos pogos e sobrepostas
em laminas de vidro para visualizacdo no microscopio de fluorescéncia. Foram
utilizados os filtros Zeiss 61 e LED 470nm para o registro dos ambientes neutros. As
estruturas acidas foram observadas utilizando-se o filtro Zeiss 28 em associagdo com
LED 530nm no sistema de excitagdo Colibri (Zeiss, Alemanha).
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3.6.2.4 Ensaio de estresse oxidativo

No ensaio de estresse oxidativo, foi utilizado o marcador DHE (di-hidroetidio)
na concentracdo de 5uM, no entanto a bactéria ndo foi marcada. Essa marcagéo indica a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). No momento da leitura, as laminulas
foram retiradas dos pogos e sobrepostas em laminas de vidro para visualizacdo no
microscopio de fluorescéncia. Utilizamos os filtros Zeiss 28 com o LED 530 nm no
sistema de excitacdo Colibri (Zeiss, Alemanha).

3.7 Citometria de Fluxo

Durante a citometria, trés linhagens de células embrionarias de carrapato R. (B.)
microplus, BMEBR1, BMEBR?2 (estabelecidas neste estudo) e BME/CTVM2, foram
utilizadas para efeito de comparacao das linhagens. Cada linhagem foi depositada em
pocos de placas de cultivo de 24 pogos sem laminulas na concentracdo de 2 x 10°
células/mL sem laminulas, 1mL/pogo, com 6 repeticdes de cada linhagem para cada
ensaio experimental. Trés repeticdes de cada linhagem foram mantidas negativas,
utilizadas como controle, as demais foram infectadas com B. burgdorferi marcada com
fluoréforo.

Para a quantificacdo de bactérias internalizadas, a espiroqueta foi previamente
marcada com PKH26 seguindo a mesma metodologia descrita acima. Entédo 10 pL da
suspensdo de bactéria foi inoculado em trés pocos de cada linhagem avolumados para
300 pL de meio L15 por pogco. Ap6s 6 horas de incubagdo a 30°C, os meios de cultivo
foram retirados dos pocos por aspiracéo suave e 0s pogos lavados gentilmente trés vezes
com HBSS para retirada das espiroquetas livres. Depois desse procedimento, as células
foram ressuspensas gentilmente por raspagem e rinsagem com 500 puL de HBSS/poco e
colocadas em tubos de 1,5mL para realizagdo da citometria.

Os ensaios de verificacdo de corpusculo lipidico, de estresse oxidativo e de
acidificacdo foram repetidos para a realizacdo da citometria, no entanto, as células
foram cultivadas em placas de 24 pogos sem laminula. Ap6s a incubacdo com a bactéria
por 6 horas a 30°C, as células foram marcadas com Bodipy, LA ou DHE por 1 min nas
mesmas concentracdes acima e entdo lavadas com HBSS para posterior realizacdo da
citometria.

Para a leitura foi utilizado o aparelho BD Accuri C6 - Beckton & Dickinson®,
no canal FL1-A, com leitura de 10.000 eventos, do Laboratério de Microbiologia
Celular do Instituto Oswaldo Cruz, Fundacdo Oswaldo Cruz - RJ.
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4. RESULTADOS

4.1 Cultura Primaria e Estabelecimento das Linhagens Celulares

Seis frascos de cultivo primario foram iniciados a partir do conjunto de ovos de
10 fémeas de carrapato, porém trés desses cultivos desenvolveram contaminacgao
bacteriana. A partir do segundo dia de inicio de cultivo foi observada a fixacdo da
maioria das células na superficie dos frascos, com inumeros agregados celulares. Ap6s
fixacdo, foi observada uma grande variedade de tipos celulares que comecaram a se
diferenciar e formaram ilhas de tecidos organizados, como musculos (Fig. 8A). Estas
ilhas gradativamente foram cobertas de células de morfologia ndo especializada, onde
durante os primeiros 30 dias, foi observada a presenca de células fibroblastoides e
posteriormente, células epitelidides e arredondadas (Fig. 8B). Com 60 dias de cultivo,
as células passaram a apresentar um aspecto confluente, caracterizando a formacao da
monocamada (Fig. 8C).

Figura 8. Cultura primaria in vitro de células embrionarias de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus cultivadas em meio Leibovitz’sL-15 com dois (A), 30 (B), 60
(C) dias de cultivo e apds o primeiro subcultivo (D). Microscopio de contraste de fase
invertido. Barra de escala representa 250 pm.

Um desses trés frascos restantes de cultivo priméario foi depositado no banco de
células de carrapato do Instituto Pirbright (Pirbright, Reino Unido), onde estd sendo
mantido com diversos repiques e congelamentos pela Dra. Lesley Bell-Sakyi. Os trés
frascos tiveram o primeiro subcultivo ap6s 7 meses (Fig. 8D). A partir dai os dois
frascos mantidos no Brasil tiveram subsequentes passagens com intervalos de 30 a 45
dias, com taxa de divisdo de 1:2 ou 1:3. Apos suspensdo das células com pipeta Pasteur
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estéril, metade foi transferido para novo frasco e outra metade mantido no frasco
original. Cada frasco primario e seus descendentes foram mantidos como linhagens
independente, nomeados como BOOM1, BOOM2 (mantidas no LDP-Brasil) e BOOM3
(depositado no Banco de células de carrapato do Instituto Pirbright — Reino Unido).

Na quarta passagem, um frasco de BOOML1 e de BOOM2, ao atingirem uma
densidade celular de 1,5 a 2 x 10° células/mL, foram criopreservados com 10% de
DMSO e descongelado apds 30 dias. Apds a segunda criopreservacdo as células
cresceram normalmente, ndo modificando sua morfologia e as linhagens foram
renomeadas como BMEBR1 e BMEBR?2.

Durante a quantificacdo do crescimento das linhagens BMEBR1, BMEBR2 e
BME/CTVMZ2, foi possivel verificar que as fases log e de platd e ainda o PDT da
linhagem BME/CTVM2 foram atingidos em menor tempo que nas linhagens BMEBR1
e BMEBR2. Além disso, as duas linhagens estabelecidas no presente estudo
apresentaram uma curva de crescimento similar, como demonstrado na figura 9. Na fase
de platd da linhagem BME/CTVM2 foi verificada uma reducdo no nimero de células,
porém esta manteve a mesma quantidade de células que as outras linhagens na mesma
fase (Fig. 9).
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Figura 9. Curva de crescimento das linhagens de células de carrapato Rhipicephalus

(Boophilus) microplus BMEBR1, BMEBR2 e BME/CTVM2 em meio de cultivo
Leibovitz’s-L15.

Com base no célculo do PDT através das equacdes das retas durante o periodo
exponencial (Fig. 10), a linhagem BME/CTVM2 apresentou menor valor, seguida das
linhagens BMEBR1 e BMEBR2, com o periodo de 5,22, 570 e 5,78 dias
respectivamente. As linhagens BMEBR1 e BMEBRZ2, apés o dia 9 (fase lag) cresceram
de forma logaritmica por 21 dias até atingirem a fase de platd ao 27° dia com uma
concentragio de células de aproximadamente 1,4 x 10° células/mL. J4 a linhagem
BME/CTVMZ2, apbs 9 dias (fase lag), obteve sua fase exponencial (log) que durou 15
dias, até alcancar a fase de platd ao 21° dia de cultivo.
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Figura 10. Linhas de tendéncia e equacdo da reta da fase exponencial das linhagens de
células de carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus (BMEBR1, BMEBR2 e
BME/CTVM?2), apds transformacéo dos dados por log neperiano (In).

4.2 Confirmacao da Identidade das Linhagens de Células de R. (B.) microplus

A origem das novas linhagens de R. (B.) microplus foi confirmada pela

amplificagdo do gene 16S DNAr. Existiu uma completa similaridade (100%) das
linhagens BMEBR1 (Fig.11) e BMEBR2 (Fig. 12) com R. (B.) microplus do Brasil
(EU918178.1), da Costa Rica (EU918179.1), do Paraguai (EU918180.1), entre outros.
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Contagem Identidade Lacunas Margem

680 bits(368) 0.0  368/368pb(100%) 0/368(0%) Plus/Minus

Query 1 ACTTCTTATTTTAATATCTTCATTAAAAAAGTATCCTAATCCAACATCGAGGTCGCAAAC 60

FEEEErr e e e e et e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 383 ACTTCTTATTTTAATATCTITCATTAAAAAAGTATCCTAATCCAACATCGAGGTCGCAAAC 324

Query 61 TTTTTTGTCAATATGATCTATCAAAAAATATAACGCTGTTATCCCTAGAGTatttaatca 120

Frrrrrrrerrrrrrer e rer e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 323 TTITTTTGTCAATATGATCTATCAAAAAATATAACGCTGTTATCCCTAGAGTATTTAATCA 264

Query 121 tattttcattaataatgggtcatttttaaattaaaaagtttttaatattttttaaccgcc 180

\\\H\\\\\\\\\H\\\\\\\\\H\\\\\\\\\H\\\\\\\\\H\\\\\\\\\H
Sbjct 263 TATTTTCATTAATAATGGGTCATTTTTAAATTAAAAAGTTTTTAATATTTTTTAACCGCC 204

Query 181 ccagttaaaatttaattaaaacaaaaaatgtattatttaaattttaaaaattCTTAGGGT 240
\\\H\\\\\\\\\H\\\\\\\\\H\\\\\\\\\H\\\\\\\\\H\\\\\\\\\H
Sbjct 203 CCAGTTAAAATTTAATTAAAACAAAAAATGTATTATTTAAATTTTAAAAATTCTTAGGGT 144

Query 241 CTICTTGTCtttaatttttataattgtttttacacaaattaaaaaaatttcaatttttaa 300

PR e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 143 CITCTTGTCTTTAATTTTTATAATTGTTTTTACACAAATTAAAAAAATTTCAATTTTITAA 84

Query 301 ttttaagaaagttgttttttGATATTCCATTCTCTTAGCATTCAATTAAAATCTTATTTC 360

PR e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 83  TTTTAAGAAAGTTGTTTTTTGATATTCCATTCTICTTAGCATTCAATTAAAATCTTATTIC 24

Query 361 AATACCTT 368

ERREN
Sbjct 23 AATACCIT 16

Figura 11. Alinhamento da linhagem de célula de carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (BMEBR1) com 100% de similaridade.

Contagem Identidade Lacunas Margem
676 bits(366) 0.0 366/366pb(100%) 0/366(0%) Plus/Minus
Query 1 CTTCTTATTTTAATATCTTCATTAAAAAAGTATCCTAATCCAACATCGAGGTCGCARACT 60

Frrrrrrrerrerrrer e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 382 CTTCTTATTTTAATATCTTCATTAAAAAAGTATCCTAATCCAACATCGAGGTCGCAAACT 323

Query 61 TTTTTGTCAATATGATCTATCAAAAAATATAACGCTGTTATCCCTAGAGTatttaatcat 120
FEErrrrrrrrr et e ettt et et e
Sbjct 322 TTTTTGTCAATATGATCTATCAAAAAATATAACGCTGTTATCCCTAGAGTATTTAATCAT 263
Query 121 attttcattaataatgggtcatttttaaatt gtttttaatattttttaaccgccce
FEREEEEEE R e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 262 ATTTTCATTAATAATGGGTCATTTTTAAATTAAAAAGTTTTTAATATTTTTTAACCGCCC 203
Query 181 cagttaaaatttaattaaaacaaaaaatgtattatttaaattttaaaaattCTTAGGGTC 240
FEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 202 CAGTTAAAATTTAATTAAAACAAAAAATGTATTATTTAAATTTTAAAAATTCTTAGGGTC 143
Query 241 TTCTTGTCtttaatttttataattgtttttacacaaattaaaaaaatttcaatttttaat 300
Sbjct 142 TTCTITGICTTTAATTTTTATAATTGTTTTTACACAAATTAAAAAAATTTCAATTTTTAAT 83
Query 301 tttaagaaagttgttttttGATATTCCATTCTCTTAGCATTCAATTAAAATCTTATTTCA 360
PEREEEEEE R et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 82 TTTAAGAAAGTTGTTTTTTGATATTCCATTCTCTTAGCATTCAATTAAAATCTTATTTCA 23
Query 361 ATACCT 366

RN
Sbjct 22  ATACCT 17

Figura 12. Alinhamento da linhagem de célula de carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (BMEBR2) com 100% de similaridade.
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4.3 Caracteristicas Citoldgicas das Linhagens Celulares de R. (B.) microplus e
Citometria de Fluxo

As células de ambas as linhagens foram morfologicamente heterogéneas no
inicio da cultura. Culturas de células com trés dias de idade apds repique tiveram células
de aparéncia fibroblastoide e arredondada (Fig. 13). Os nucleos das células se
estenderam sobre a maior parte do citoplasma, e algumas células possuiam vesiculas
citoplasmaticas. Quando as monocamadas atingiram a confluéncia, as células se
tornaram arredondadas e pequenas. Essas caracteristicas foram semelhantes para ambas
linhagens estabelecidas.

Figura 13. Culturas de células de Rhipicephalus micropluscom trés dias de idade apds
repique. Setas indicam células fibroblastéides com presenca de vacuolos e asteriscos
indicam células arredondadas. Microscopia de DIC. Barra de escala representa 50 um.

SR

Durante a microscopia de fluorescéncia das células inoculadas com Borrelia
burgdorferi, verificou-se a fluorescéncia da bactéria com formato pontual no interior
das trés linhagens analisadas (Fig. 14), demonstrando a atividade fagocitica das
mesmas. Essa atividade também foi confirmada através da citometria de fluxo, com
percentuais diferentes de infeccdo, onde a linhagem BMEBR1 apresentou maior
percentual de infeccdo (17,16%) quando comparada com as linhagens BME/CTVM2
(2,22%) e BMEBR2 (1,57%) (Fig. 15). A bactéria B. burgdorferi raramente foi
visualizada em formato de espiroquetas fixadas as células de carrapatos ou livre. Além
disso, a marcacdo com DAPI ndo revelou a presenca de vesiculas, marcando apenas o
DNA nuclear das células.
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BME2

BMEBR1

BMEBR2

Figura 14. Linhagens de células de carrapatos Rhipicephalus (Boophilus) microplus
inoculadas com a bactéria Borrelia burgdorferi marcada com o fluor6foro PKH67, apds
6 horas. DNA nuclear corado com DAPI. Barra de escala representa 100pum.

58



7_10.00%

BME2

40.00%

5.27%

Neg 2,729

7 _]0j00%

BMEBR1

40.00%

22.4%

Neg 3,14%

77.6%
T

7 19.00%

BMEBR2

3.70%

Neg 1,54%

Figura 15. Overlays da citometria de fluxo mostrando a associagdo de Borrelia

FSC-H

o

4.31%

—

Neg 2,099
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burgdorferi marcada com PKH26 em trés linhagens de origem embrionaria de

Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

médio de fluorescéncia nas células negativas (autofluorescéncia) e nas infectadas.

Linhas cinza preenchidas nos graficos
representam os controles de células de carrapatos ndo infectadas. Linhas vermelhas
representam células infectadas. Valores dentro do grafico representam o percentual

Com a marcacdo fluorescente de Bodipy, tanto na microscopia (Fig. 16 e 17)
como na citometria (Fig. 18), verificamos a formacdo de corpusculo lipidico, porém
independente da infecgédo, sendo que a linhagem BME/CTVM2 (p<0,01) forma mais
corpusculos lipidicos que BMEBR1 e BMEBR?2.
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Figura 16. Linhagens de células embrionéarias do carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus controles e inoculadas com a bactéria Borrelia burgdorferi apos 6 horas,
marcadas com o fluoréforo Bodipy. A intensidade da fluorescéncia foi medida com o
filtro verde (Zeiss 61). Imagens com DIC foram utilizadas apenas para ilustragéo das
células que fluoresceram. Barra de escala representa 100pm.
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Figura 17. Média de fluorescéncia do marcador Bodipy por nimero de células em trés
linhagens de células embrionéarias do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus. A
fluorescéncia foi mensurada no programa ImageJ 1.48v, através das imagens geradas
em microscopio de epifluorescéncia Axio Observer.Z1 (Zeiss®).
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Figura 18. Overlays da citometria de fluxo mostrando a marcacdo de Bodipy em trés
linhagens de origem embrionaria de Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Linhas
pretas nos graficos representam os controles de células de carrapatos ndo infectadas.
Linhas verdes representam células infectadas com Borrelia burgdorferi. Valores dentro
do grafico representam o percentual médio de fluorescéncia nas células.
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Os resultados obtidos com a marcacdo de LA mostraram que as vesiculas
presentes no citoplasma apresentam diferentes graus de acidificacdo independente da
infeccdo pela bactéria, no entanto, a linhagem BME/CTVM2 (p<0,01) apresentou-se
mais &cida na microscopia (Fig. 19 e 20). Os valores encontrados na citometria foram
altos mesmo apds diversas dilui¢bes (1:1000) do marcador, ndo permitindo a analise,
uma vez que a alta fluorescéncia influenciou nos resultados.
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Figura 19. Linhagens de células embrionarias do carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus controles e inoculadas com a bactéria Borrelia burgdorferi apos 6 horas,
marcadas com o fluor6foro Laranja de Acridina, destacando os diferentes graus de
acidificagdo no interior das vesiculas do citoplasma. As intensidades da fluorescéncia
foram medidas com o filtro vermelho (Zeiss 28) e verde (Zeiss 61). Imagens com DIC
foram utilizadas apenas para ilustracdo das celulas que fluoresceram. Barra de escala
representa 100pm.
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Figura 20. Média de fluorescéncia do marcador Laranja de Acridina por nimero de
celulas em trés linhagens de celulas embrionérias do carrapato Rhipicephalus
(Boophilus) microplus. A fluorescéncia foi medida no programa ImageJ 1.48v, através
das imagens geradas em microscopio de epifluorescéncia Axio Observer.Z1 (Zeiss®).

Na avaliagdo do estresse oxidativo utilizando o marcador DHE, ndo foi
verificada uma diferenca entre as células infectadas e ndo infectadas, no entanto a
linhagem BME/CTVM2 se estressa mais naturalmente que as demais linhagens
(p<0,001) (Fig. 21). Estatisticamente, ndo ha diferenca significativa na média de
fluorescéncia por numero de células encontrada na microscopia entre as linhagens
BMEBR1 e BMEBR2 (Fig. 22). Os dados encontrados na citometria confirmaram a
microscopia com BME/CTVM2 obtendo maior oxidacdo (Fig. 23), no entanto
revelaram que na linhagem BMEBR1 nédo ha a producéo de superoxido.
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Figura 21. Linhagens de células embrionarias do carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus controles e inoculadas com a bactéria Borrelia burgdorferi apos 6 horas,
marcadas com o fluoroforo DHE. A intensidade da fluorescéncia foi medida com o
filtro vermelho (Zeiss 28). Imagens com DIC foram utilizadas apenas para ilustracéo
das células que fluoresceram. Barra de escala representa 100pm.
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Figura 22. Média de fluorescéncia do marcador DHE por ndmero de células em trés
linhagens de células embrionérias do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus. A
fluorescéncia foi medida no programa ImageJ 1.48v, através das imagens geradas em
microscopio de epifluorescéncia Axio Observer.Z1 (Zeiss®).
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Figura 23. Overlays da citometria de fluxo mostrando a marcagdo de DHE em trés
linhagens de origem embrionaria de Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Linhas
pretas nos graficos representam os controles de células de carrapatos ndo infectadas.
Linhas vermelhas representam células infectadas com Borrelia burgdorferi. Valores
dentro do gréfico representam o percentual médio de fluorescéncia nas células.
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5. DISCUSSAO

Em linhagens de células de carrapato, diversos tipos celulares tém sido descritos
como epiteliais, fibroblastdides, arredondadas, alongadas, musculares, entre outros.
Com o subcultivo, essa diversidade de células diminui e apenas um ou dois tipos de
células se tornam dominantes (MUNDERLOH et al.,, 1994). Os tipos celulares
encontrados no estudo foram semelhantes aos reportados por Pudney et al. (1973), os
quais observaram o aparecimento dos diversos tipos celulares e nos mesmos tempos do
presente estudo, em cultura primaria de celulas embrionarias de R. (B.) microplus,
porém com formagdo de monocamada ap6s 28 dias de cultivo. A formacéo da camada
de células confluentes e subcultivaveis é o objetivo de qualquer tentativa de
desenvolvimento de uma linhagem celular. A velocidade pela qual é atingida depende
de varios fatores, mas principalmente do tamanho do indculo e meio utilizado. Em
geral, este estagio ¢ atingido dentro de quatro semanas (KURTTI; BUSCHER, 1979).

O sucesso ap0Os a criopreservacdo com DMSO das linhagens BMEBR1 e
BMEBR2 confirmou o desenvolvimento das duas novas linhagens de células de
carrapato R. (B.) microplus, sendo essa etapa de grande importancia para a manutencéo
das linhagens em um laboratorio, uma vez que um estoque congelado de células garante
a manutencdo da célula no laboratério mesmo apds alguns problemas, como
contaminagdo por microrganismos, contaminagdo cruzada por outras linhagens de
células ou falha na incubacdo. A maioria das células cultivadas sobrevive melhor se a
taxa de congelamento for de 1°C/min (LEIBO; MAZUR; 1971; LALLINGER et al.,
2010). Esta taxa provavelmente minimiza o crescimento de cristais de gelo e favorece a
migracdo extracelular de gua (FRESHNEY, 2005). No presente estudo, a utilizacdo do
container de congelamento lento permitiu esse decréscimo de 1°C/ min no freezer -80°C
e ap6s 90 minutos as celulas foram transferidas imediatamente para o Nitrogénio
liquido atingindo uma temperatura de -196°C. A estocagem em nitrogénio liquido é
atualmente o método mais satisfatério de preservacdo de cultura de células (HAY et al.,
2000).

Outro fator importante para a sobrevivéncia das células é o criopreservante, onde
as células em suspencdo sdo congeladas na presenca de crioprotetor como o glicerol ou
0 DMSO. Entre esses, 0 DMSO parece ser 0 mais efetivo, uma vez que penetra melhor
nas células que o glicerol (FRESHNEY, 2005). Lallinger et al. (2010) descreveram a
utilizacdo de DMSO a 6% com sacarose e de solugdo de congelamento de Sacarose-
Fosfato-glutamato (SPG) como alternativas para congelamento de algumas linhagens,
entre elas uma linhagem de R. (B.) microplus (BMEG6), no entanto, todas as linhagens
testadas por esses autores apresentaram melhores resultados com relacdo a viabilidade
celular e morfologia das células quando o DMSO suplementado com sacarose foi
utilizado como crioprotetor.

O crescimento de células de carrapatos é mensurado pela frequéncia de
passagens a partir de determinada dilui¢do (taxa de divisdo) e o tempo de duplicagdo da
populacdo (PDT) (KURTTI; MUNDERLOH, 1982). Culturas jovens sdo divididas
geralmente na proporgéo de 1:2 (VARMA et al, 1975; PUDNEY et al, 1973; HOLMAN
1981) ou 1:3 (BHAT; YUNKER, 1977). Bhat e Yunker (1977) trabalhando com
linhagem de Dermacentor parumapertus RML-14 encontraram resultados inferiores aos
do presente estudo, com PDT de 3 dias, alcancando a fase de platd em 8 dias para
culturas incubadas um 29°C. Outra linhagem de células embrionaria de R. (B.)
microplus obteve um tempo de duplicacdo de 3,8 dias (HOLMAN, 1981). No entanto,
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Esteves et al. (2008), em experimento com linhagem de R. (B.) microplus (BME26) em
meio L-15B300, preparado a partir de meio L-15B diluido a 3:1 com agua de cultura de
tecidos estéril (MUNDERLOH et al., 1999), obtiveram um PDT muito superior, com
aproximadamente 15 dias. Além disso, esses autores obtiveram a formacdo da
monocamada na fase de plat apenas apds 2 meses. Em meio contendo apenas L15B, 0s
mesmos autores verificaram uma diminuicdo do PDT para aproximadamente sete dias,
aproximando-se do estudo realizado anteriormente por Munderloh e Kurtti (1989) para
mesma linhagem BME26, onde obtiveram um PDT de 110-114 h. Portanto, a taxa de
multiplicacdo de uma linhagem pode ser influenciada pela temperatura de incubagdo das
células e pela formulacdo do meio.

Apos a confluéncia, a taxa de crescimento das culturas € reduzida, e em alguns
casos a proliferacdo cessa completamente apds uma ou duas duplicaces. Nesse estagio,
a cultura entra numa fase estacionaria e a fragdo de crescimento cai para entre 0 e 10%.
Devido ao contato das células em confluéncia, ocorrera a inibicdo por contato,
caracterizada pela cessacdo de motilidade, da atividade da membrana e do crescimento
(ABERCROMBIE; HEAYSMAN, 1954; FRESHNEY, 2005). Essa inibicdo pode
envolver também a reducdo na propagacdo de células (FOLKMAN; MOSCONA,
1978), a formacdo de inibidores e deplecdo dos nutrientes no meio (DUBELCCO;
ELKINGTON, 1973; STOKER, 1973). No entanto, o tempo platd ndo implica no
completo cessamento da proliferacdo celular, ao invés disso, representa um estado de
estabilidade, na qual a divisdo celular € balanceada pela perda de células (FRESHNEY,
2005), assim como foi observado nas linhagens BMEBR1, BMEBR2 e BME/CTVM2.

Linhagens de células derivadas de tecido embrionario ndo possui seu tipo celular
definido (RITTIG et al., 1996), desta forma cada linhagem pode ter a prevaléncia de um
tipo celular diferente, o que permite a diferenciacdo entre essas linhagens quanto as
caracteristicas morfologicas, producdo de substancias e ainda capacidade fagocitica. A
fagocitose é realizada por células dedicadas a fagocitose (RITTIG et al., 1996), desta
forma, acreditasse que a linhagem BMEBR1 seja mais competente na fagocitose que as
demais linhagens de R. (B.) microplus utilizadas no estudo. Essa diferenca observada na
maior invasdo da linhagem celular BMEBR1 pode ser interpretada como diferenca
refletida nos tipos de células que deram origem a cultura (KURTTI et al., 1993;
MUNDERLOH et al., 1994). Teixeira (2014) e Mattila et al. (2007) estudaram a
interacdo de B. burgdorferi entre vérias linhagens de células de carrapato e verificaram
diferencas na capacidade fagocitica, mesmo entre linhagens de mesma espécie de
carrapato como IDE8 e ISE6 (ambas linhagens de I. scapularis), além disso, estes
autores verificaram a formacédo de vacutolos tipo fagolisossomo degradando a bactéria
apenas em algumas linhagens, confirmando a hipdtese de que o tipo de célula que deu
origem a cultura pode refletir na capacidade fagocitica das linhagens.

Um estudo realizado por Teixeira (2014) verificou valores mais elevados na
capacidade fagocitica para BME/CTVM2 do que no presente estudo, essa diferenca
pode estar relacionada ao tempo de exposicao da celula a B. burgdorferi, uma vez que o
autor desenvolveu uma interagdo borrélia-células por 18 horas a mais.

Assim como em outros estudos (TEIXEIRA, 2014; MATTILA et al., 2007), as
estruturas fluorescentes no interior das células apresentaram-se pontuais. Alguns
autores sugerem a formacgédo de cistos que fornecem um potencial de sobrevivéncia
limitada sob uma condigdo de estresse e que podem ser revertidas em um ambiente
nutricionalmente completo (WU, 2011; MURGIA; CINCO, 2004).

Os corpusculos lipidicos sdo organelas ricas em lipidios e estdo presentes em
praticamente todos os organismos, incluindo plantas, fungos, procariotos, mamiferos e
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ndo mamiferos (BOZZA et al., 2009). Durante um tempo, acreditou-se que essas
organelas estavam associadas apenas ao armazenamento de lipidios, mas atualmente
sabe-se que essas sdo multifuncionais e estdo envolvidas no metabolismo de lipidios,
sinalizacdo celular e inflamacdo (MELO et al., 2011). Diversos estudos apresentam um
aumento bastante significativo do namero de corpusculo lipidico nas células parasitadas
em relacdo as células ndo parasitadas, indicando que a presenca do parasito induz
diretamente a formacdo deste (D’AVILA et al., 2011, SILVA, 2012; MELO; DVORAK
2012). Esperava-se que no presente estudo esse aumento também fosse verificado,
porém isto ndo ocorreu. No entanto, num estudo com Mycobacterium leprae, verificou-
se que as celulas ndo infectadas também podem apresentar corpusculos lipidicos
(MATTOS et al., 2010). Desta forma, a formacao de corplsculo lipidico das linhagens
BME/CTVM2, BMEBR1 e BMEBR2 séo basais e podem nao ser influenciadas pela
fagocitose de B. burgdorferi. Estudos com uso de inibidores ou outros patégenos sdo
necessarios para entender a dindmica dessa relacéo.

Apesar da linhagem BME/CTVM2 ser mais antiga e ter uma PDT menor, essa
mostrou-se mais sensivel ao estresse oxidativo, independente da infeccdo por B.
burgdorferi, do que as demais células, sugerindo que essa linhagem sofre maiores
alteracbes com variacdes de temperatura, pH do meio ou qualquer outro tipo de
manipulagdo. Estudo com B. burgdorferi em carrapato Ixodes ricinus demonstrou que
genes relacionados a oxidacdo sdo fortemente induzidos na hemolinfa, glandula salivar
e intestino (RUDENKUO et al., 2005). Desta forma, sugere-se que as linhagens estudadas
ndo possuem essa diferenca quando infectada ou a cepa de borrelia utilizada na infeccao
ndo foi capaz de induzir essa oxidag&o.

Apds incubacdo com LA, foram observados diferentes graus de acidificacdo nas
vesiculas até mesmo entre as células de mesma linhagem, assim como observado por
Esteves et al. (2008). Essa diferenca indica diferenca no grau de maturacdo ou na
estrutura das vesiculas nas células, com algumas envolvidas na autofagia e outras na
endocitose (ESTEVES et al., 2008).
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6 CONCLUSOES

Foram estabelecidas duas novas linhagens embrionarias do carrapato
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (BMEBR1 e BMEBR2) com cepas oriundas de
Seropédica, RJ, Brasil, com 100% de similaridade molecular para o gene 16S DNAr
com outras cepas da mesma espécie.

Ambas as linhagens apresentaram crescimento menor que a linhagem de R. (B.)
microplus BME/CTVM2 oriunda da Costa Rica.

A linhagem BMEBR1 possui maior capacidade fagocitica que as linhagens
BMEBR2 e BME/CTVM2,

Essas linhagens possuem caracteristicas de acidificacdo, producdo de corpusculo
lipidico e estresse oxidativo diferentes entre si.

As novas linhagens foram congeladas na quarta passagem e descongeladas ap6s
30 dias com sucesso, e apresentaram-se estaveis com relacdo as caracteristicas
morfolodgicas e de taxa de crescimento.
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CONSIDERACOES FINAIS

O estudo com A. marginale permitird avancos no diagndstico soroldgico e
molecular da anaplasmose, considerando principalmente cepas locais. Além disso,
podera ser utilizado como substrato para producdo de vacinas.

Os isolados de A. marginale poderdo ser utilizados em estudos na tentativa de
esclarecer a forma de transmissdo e testar a hipotese sobre a influéncia do gendtipo e da
variabilidade de MSP1a na transmissibilidade por carrapato.

Sdo possiveis estudos para verificar a alteracdo da patogenicidade apés cultivo in
vitro através da reinoculacdo dos isolados de A. marginale em bovinos.

As novas linhagens do carrapato R. (B.) microplus permitirdo avangos em
isolamento e estudos de patdgenos com cepas brasileiras e aprofundamento na relacéo
patdgeno-vetor, uma vez que nunca foram utilizadas linhagens brasileiras em cultivos
de pat6genos locais.

As novas linhagens poderéo ser utilizadas em estudos na propagacdo das novas
cepas de A. marginale isoladas.
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anaplasmasis is endemic in Brazil and the disease is characterized
by anemia, weight loss, fever, abortion and even deaths in acute
cases (Vidotto et al, 1998) A. mmgnale is biologically transmit-
ted by ticks, mechanically by infective blood on fomites or on the
muouthparts of biting insects, and transplacentally from dams to
their calves (Aubry and Geale, 20111

Thi genetic heterogeneity of A. marginale strains is high in cat-
tle from endemic regions worldwide {de la Fuente et al, 2005,
2007; Pohl et al, 2013; Cabezas-Cruz et al, 2013). Three out of
s5ix major surface proteins (MSPs), M5PS, M5P4 and M5Pla have
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marginale {Aubry and Geale, 2011). The msps gene is highly con-
served amaong Anoplasma spp. and therefore can only be wsed o
establish that organisms are in the genus Anaplesma and cannot
be used for identification of the species. Furthermaore, M5PS-based
serologic tests result in cross reactions betwee n Anaplasma species
(as reviewed Kocan et al, 20012). However, previous analysis of
the mspd gene from A marginale isolates demonstrated sufficient
SRUENCE Variation to support its use in phylogeographic stud-
ies (de la Fuente et al, 2003b). Analyses of msple (major surface
pratein 1 alpha) gene sequences have allowed the identification
of A. marginale strains worldwide (Cabezas-Cne et al., 2013) and
despite the msple genetic diversity, this gene &5 considered as a
stable genetic marker conserved during acute and persistent rick-
ettsemia in cattle and also during multiplication in ticks (Falmer
et al., 2001; Bowie et al, 2002: de la Fuente et al, 2003c). Further-
mare, M5P1a is an adhesin for bovine enythrocytes and tick cells.
Binding residues are localized in the tandem repeated region of this
pratein, thus, tandem repeats provide information regarding tick
transmissibility phenotypes of A. marginale strains (de la Fuenie
et al., 2003a).
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Tick cell lines have provided an in vitro system for the study
of tick-pathogen interactions and have reduced the use of cattde
A. marginale research (Bell-Sakyi et al, 2007) One of the most
widespread applications of tick cell lines is its use for isolation
and propagation of several economically important tick-bome
pathogens. The first continuous in witro culture system for the
pathogen A. marginale was established in the kodes srapularts cell
line IDER from infected bovine erythrocytes (Munderch et al,
1606). Subsequently, this system has been wsed for the isolation
and propagation of several isolates of A. marginale (Bastos et al,
200%; Blouin et al., 2002

Thee present study reports the isolation and propagation of two
strains of A. marginale in IDEE cells and their characterization
through light microscopy and sequence analysis of the mspla gene.
These two strains are the first A. marginale isolates from cattle in
Fio de Janeiro to be characterized after being propagated in tick cell
culture.

mMaterials and methods
Isplmtion of A. marginale

Blood samples were collected from bano naturally infected cattle
[weithout clinical signs) with an approximate 10% parasitemia that
were from the farm of Universidade Federal Rural dio Rio de Janeira,
Rip de Janeira, Brazil. The Wood were collected in EDTA and placed
at 4°C and then transported to Germany for propagations in tick
cell culture. Therefore a delay of 7 days occurred before the sam-
ples were processed. The samples were processed as described by
Blowin et al. (2000, Briefly, the red blood cells were washed three
times by centrifugation (700« g for 10min) and resuspensson in
physiological phosphate-buffered saline solution (PBS). After each
centrifugation, the buffy coat were removed. The red blood cell pel-
let woere resuspendied (1:21) in Leabovitz L-15 medium wsing DMSOD
[10%) as cryoprotectant and then cryopreserved at —80-C.

After 48 h, the samples were quickly thawed, suspended in L15
medium and cenirifuged at 9000 « g for 10min. The pellet was sus-
pended in 5 mLof Leibovitr L1 56 medium containing 5% inactivated
fetal bovine serum, NaHCDy (2.5 L) and HEPES [Munderioh et al,
1906). The pH was adjusted to 7.4, A sample of each animal was
individually inoculated into 25cm® flasks containing monolayers
of IDES cells and incubated at 34-C. The first medium change was
performed after 24 h with the removal of the all medium, subse-
gquent changes were made twice a week with the renewal of 506 of
the culture supernatant.

Cultures wiere monitored daily by direct observation under
inverted microscope and weekly by microscopic examination of
Giemsa-stained cytospin smears (Watson, 1966

Characterization of the A. marginole strains

After the detection of the first small bacterial colonies in [DES
cytospin smears of each flask, aliquots of the infected cultures
were collected for molecular analysis. DMNA from blood samples
and cultures was extracted wsing QHAImpP® DMA Mini Kit (QIA-
GEM, Bintecnologia Brasil, 520 Paulo, Brazil) and quantified with a
spectrophotometer (NanoDrop™® ND- 1000 Initially, real-time PCR
was performed targeting the mspi 8 gene, following the protocol
a5 described by Carelli et al. (2007), with modifications accord-
ing to Pohl et al (200131 In order to determane the genotype of
the A. meginale strains, a PCR targeting the msple gene was
performed according to Lew et al. (2002). The reactions were per-
formed using the 1733F {5-TGTCCTTATGGCAGACATTTCC-3) and
2057 primers (5-AAACCTTGTAGCCCCAACTTATOC-3¢), The ampli-
fication cycle had denaturation at 84 “C for 5min, followed by 40

cycles at 54-C for 305, 60°C for 1 min and 72-C for 1.5 min and a
final extension at 72-C for 7 man. PCR products were separated in
2% agarose gels and stained with ethidium bromade, 100 bp marker
was used for molecular size determination (Ladder Mix1/2 load-
ing dye, Fermentas Life Science, Sinapse Biotecnologia, 53o Faulo,
Brazil].

Purification of the PCR products was performed using a GFX PCR
DMA kit (GE Healthcare Biosciences, 530 Paulo, Brazil) following
the manufacturer's recommendations. After purification, the DMA
samples were sequenced in the capillary type platform AEl 3730
DMA Analyser Equipment (Applied Biosystems, Life technologies
dio Brasil, 530 Faulo, Brazil) and sequences were anahzed with
the Analysis 531 program. The results were evaluated with
Chroma®Lites  (www_technelysium.com.aw chromas_lite.himl)
and the similarities of the sequences were searched by BLASTn
analysis (http:/f blast.nchinlm.nibogov/Blast cgi) in GenBank_

The isolated strains were identified based on the sequences
of the mspla tandem repeats (Cabezas-Cnuz et al, 2013: de
la Fuente et al. 2007} and the 5-UTR microsatellite (Estrada-
Pena et al, x009) Briefly, the 5-UTR microsatellite is located
bebween the putative Shine-Dalgamo (SD) sequence (GTAGG)
and the translation initiation codon (ATG) with the strwcture:
GTAGG (G/A TTT) m (GT) n T ATG (microsatellite sequence is
shown in bold letters], the SD-ATG distances were calculated
in nucleotides as (4 «m)+{2 « n}+ 1. Nucleotide sequences were
translated to amino acid {aa) sequences using ExPASy translation
tool {hitp: | f'web.expasy.orgtranslate).

The phylogenetic anafysis

The phylogenetic analyses were conducted with MSP1a amino
arid sequences aligned with MAFFT (v7) configured for the high-
est accuracy (Katoh and Standley, 301 3) After alignment, regions
with gaps were removed from the alignment. Phylogenetic trees
were reconstrected using maximum likelihood (ML), neighbor join-
ing (M)} and Bayesian inference (ME) methods as implemented in
PhyML{v3.0 aLRT) {Gasouel and Steel, 2006; Guindon and Gascuel,
2003), PHYUP (v3.66) (Felsenstein, 1989) and MrBayes (v3.1.2),
respectively. The reliability for the internal branches of ML was
assessed using the bootstrapping method (1000 bootstrap repli-
cates) and the approximate likelihood ratso test [aLRT-5H-Like)
{Gascuel and Steel, 2006). Reliability for the Nj tree was assessed
using bootstrapping method (1000 bootstrap replicates). 10000
generations of Markov Chain Monte Carlo {MCMC) chains were run
for MrBayes. Graphical representation and editing of the phylage-
metic trees were performed with TreeDyn (w1983 ) [ Chevenet et al,
2005),

ANCEStOr reconsruction

The reconstruction of the ancestral amino acid sequence was
performed using a Meighbor Joining Tree under the Dayhoff model
of substitutions which was estimated to be the best model fit-
ting the actual data. Three reconstruction methods were wsed:
joint {Fupko et al, 2000), marginal (Yang et al, 1995) and sam-
ple (Mielsen, 2002) which are implemented in the Datamonkey
webserver.

Results
I[zofation and propagation of A morginale from Fo de Janetro

Sty days after culture initiation, small bacterial colonies were
observed in cytospin smears prepared from a sample collected

from each flask (Fig. 1A). On day 81, these colonies were vis-
ible in 70% of the cells, with several colonies in the same cell
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Fig. 1. Examination of Gemsa-stained cytospin smears of IDES cells infected with A marginde from R0 de Janeiro, Brazil. (A} Formation of small colonies in the cells: (8)

several colonies in the same cell with dislocatson of the nudeus: {C) rup

of 2 colony

leasing corpuscies. Arrows indicate the colonies and rupture of 2 colony.

(Fig. 1B). The formation of large colony was followed by the dis-
ruption of the vacuole membrane releasing the organisms into
the culture medium (Fig. 1C). The first subculture was performed
81 days after culture initiation. Subsequently, subcultures were
performed each time the culture reached an infection rate of
approximately 70% The isclated strains were named AmRio1 and
AmRio2.

Molecular charactertzation of the A. marginale strains

All flasks were positive for A. marginale in the real-time PCR and
conventional PCR. From the msple PCR an amplicon of approxi-
mately 1.1 kb was isolated corresponding to the size of the targeted
mspi« gene fragment.

The mspl & microsatellite analysis resulted in one genotype from
both strains, genotype E. The microsatellite sequences produced
SD-ATG distances of nucleotides {(Table 1).

in this study, five different mspl« tandem repeats were iden-
tified among the two isolates from Rio de Janeiro. The amino
acid sequence of one MSP1a tandem repeat, from strain AmRiol,
resulted in a new sequence (named 162) with one amino acid
change as shown in Table 2. Both isolates had three different mspla
tandem repeats and the number of repeats was five. The structures
of M5P1a tandem repeats of isolates were different, AmRio 1(162-
F-17-F-F) and AmRio2 {a-B-B-§-F). Moreover, the mspl « sequence
was found to be the same after six passages (n vitro.

Table 1
The msplu microsatellite analysis of A. marginale from Rio de janeiro straims.

Isolates Genotype m* n" SD-ATC destance (nucleotide)
AmRicl E 2 7 bz}
AmRio2 E 2 7 23

The microsatellite was located between the Shine-Dal, (SD; sequence In
brackets) and the translation initiation codon (ATC) mf; strocture; GTAGG
[@ATTT) m® {GT) 0™ T ATC. The SD-ATC distance was cakculated in nucleotides
(4xml+(2xn)+l

Phylogenetic analysts

In order to determine the phylogenetic relationship between the
A marginale strains isolated in this study and other strains from
nearby regions, we performed ML, NJ and MrBayes phylogenetic
analyses (Fig. 2). The strains AmRiol and AmRio2 presented a dif-
ferent tandem repeat composition, however, they fall in the same
phylogenetic cluster (Cluster o} with strains previously reported in
Argentina and Brazil (Fig. 2). A marginale strains from this phylo-
genetic cluster present high abundance of tandem repeats a and B
which were found only in AmRio2. Although both strains, AmRiol
and AmRio2, were solated in Rio de Janeiro, strain AmR:02 seems
to be closer to strain (C-F-N) from Minas Gerais (de la Fuente
et al, 2004) (genetic distance between AmRio2 and strain {C-F-N)
is 0.043) than to AmRiol (genetic distance between AmRio1 and
AmRi02 is 0.065). Interestingly, the evolution of the two clusters
(Cluster 7 and Cluster a) seems to be different. Compared to the
ancestor (blue circle in Cluster 7), two of the strains in Cluster T
increase the number of tandem repeats (from 5 in the ancestor to
7 in strain 7-11-10-10-11-10-15 and 6 in strain 23-24-25-26-27-
27) while in Cluster a, to which AmRiol and AmRio2 belong. all
the strain have lost tandem repeats since the separation from the
ancestor (red circle in Cluster a) (Fig. 2).

Discussion

Two Brazilian A. marginale strains were propagated in IDES tick
cell culture. First colonies were detected 60 days after culture ini-
tiation. The time until first detection, however, was considerably
longer than reported in other studies (Bastos et al, 2009: Blouin
et al, 2000: Munderioh et al., 1996) where periods between 8 and
34 days were observed. The reasons for this could have been man-
ifold. In the present experiments the percentage of infected ery-
throcytes of the starting inoculum was only about 10% in contrast
to a range of 30-64% of those reported by the above-mentioned
authors. Furthermore, the relatively long transport from Brazil to
Germany might have had a negative influence on the survival of
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New sequence of M5P1 e tandem repeat {named 162) found in A. morginole isolates from Rio de Janeim (AmRio] strain}with one amino acid change.

144

Table 2
Repeat  Encoded sequence
w T n 5 5 5 A R o Qo @ E 5 c
162 AL - - - B B .

v 5 5 Q 5 © QO A 5 T 5 5 o L

The one letter amino acid oode was used o depict the differences found in MSP1a repeats. Points indicate identical amino adds. The repeat form 17 was aken 2s 2 model bo

oomipare the new repeat.

Statistical support
ML [SH] - ML [E]
I () - M [P

AT WL
Lok

T ASHA 13 ASHAI 154

WMIgrrppen
A margimaie. Ar
A marginaie. Br

A margpissle AmBio2 ®
A mwavginale, lr

A. mangimade. AmBinl *

A, marglaale, By

§ " o B — - Py

EUETELTE 1% 42 13 1B
[REHZIE T 57 13 18 "
DeQE112£3 T XX 1E R b
JEEIER Y 13 7 27 37 2
AvsFRILL LR U 1

. Ar [x]833266 * 11 10 1 11 10 15 =}
[]8332714 33 N
[EEEF] 23 34 25 26 27 27
DONETLE e B P FERT
AYZIAZO0 o B RN
DiREEETS @ 4350 5152
DQAIIZET a BT
1NE44215 e B P12 -]
[B44E0T w B por
AYEI2TEE a P ERppr
DA A2 T B PET
KMO2a771 Iﬁﬂg 1P F F & g
DQBEIETE a ppp
[EB44Z05 TET R BW
ERE4ELT 72 62 61
EMOZET?E a PR EF=
AYZUEL L F N

Fig- 2 Phylogenetic analyses were condurted using ML, M) and Mrayes. The topologies obtained with the three methods were very similar, therefore only one is show
(M. The sequences Amiitic] and AmiRio? from the . marginale strains solated in this study are highlighted {asterisk]l. MSP1 2 amino acid sequences from different strains

of A. marginale reported in Brazil (Br) (e |a Fuente et al, 2004: Pohl et al, 2013) and Argentinag (Ar} (Ruybal et al, 2000) were used to perform the

The two dusters were named

analyszs.

plhylogenstic
Chester 7 and Cluster a. The position and tandem repeat composition of the ancesiral M5F1a sequences is shown fior the two clushbers

[cincle= and squares). The ancesior of Cluster 7 present bwvo andem repeats that with new amino add ssquences, ASE] (ADSESASCON0ESWLSPSCQASTIE)E0WC) and ASRE
[TOSSEAG NS SVILFSGASTSSOLG L The numbers sbove and below the internal branches represent statistical support values & indicated in the figure. Dnly values
higher that 50 are shown. The M5F1x GenBank accession numibers and tandem repeat compasition of the respective sequences used in the phylogenetic tree are shown.

the organisms and thus slowing down culture development. Oth-
erwise, the development of the cobonies in the tick cells was similar
to that already described { Bastos et al, 2009: Blouin et al, 20000

The seguence of the mspla gene of A. marginoe from both cat-
tle remained the same after passage in IDEE tick cell line. Previous
studies demonsirated that the sequence of M3P1a also remained
the same throughowt successive passages in IDES cells or transmis-
sion by ticks (Bastos et al, 2009; Bowie et al, 2002

Several geographic solates of A marginole have been prepared
wiorldwide, presenting genetic diversity among them. The geo-
graphic identity of these isolates has been based on the msple gene
[Allred et al., 1960; de la Fuente et al,, 2001, 2002 ). Among different
strains, MSPIa is involved in the adhesion and transmission of A.
muarginmbe by ticks and waries among geographic strains in the nam-
ber and sequence of amino-terminal tandem repeats influencing in
the infectivity of isolate {de la Fuente et al., 2005, 2007 ).

The results of our phylogenetic analysis showed that the popu-
latson of A. marginale in Brazil and Argentina form two big chesters.
These two clusters have one interesting difference: Cluster T is more
variable than Cluster ce. This conclusion is based on the following
arguments:

- Cluster 7 has E strains with 16 different tandem repeats. while
Cluster o has 14 strains with only 19 different tandem repeats.
Thus, the proportion of different tandem repeats is higher in Clus-
terT.

- Out of 8 strains in Cluster 7, only 2 fall in the same branch of
the tree, while in Cluster o, 10 owt of 14 fall in the same branch.

Thus, it seems that lineages in Cluster 7 differ faster from parental

lineages than in Cluster o
- Only 2 tandem repeats (7 and 13) from the ancestor of Cluster T are
kept in the strains of this cluster, the other three tandem repeats
[ASE-1, ASR-11 and 154) were kst during the genetic diversifica-
tion of this group; in contrast, all the tandem repeats in Cluster
o, except one (tandem repeat 3], are kept in the strains of this
cluster. Thus, tandem repeats replacement is faster in Cluster 7
that in Chuester @
Another difference is that after the diversificatson from the ances-
tor, sme strains in Chester 7 gained tandem repeats, whike all
strains in Cluster o have lost tandem repeats. Thus, increase in the
number of tandem repeats is associated to genetic diversification
of M5P1a in these A. marginale strains.

These results suggest that lineages belonging to these tao clus-
ters may be under different selection pressures. An increase in
the genetic diversity of MSP a was observed in areas of Argentina
were B miooplus was present (Ruyhal et al, 2009). Another study
by Estrada-Pena et al. (2009) showed a lowest percentage of con-
served aming acids in M5P1a fromecoregions with & miooplus. The
tandem repeats of M5P1a have been implicated in pathogen-tick
interaction and the aming acid position 20, implicated in the adhe-
sion to tick cell extracts (de la Fuente et al, 2003a), was recently
found to be under positive sebection (Mutshembele et al, 2014).
In addition, this molecule contains a newtralization-sensitive epi-
tope (Allred et al., 1950) and an immuno-dominant B-cell epitope
{Garcia-Garcia et al, 2004) that were found o be under purifying
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amd pasitive selection {Mutshembele et al., 20141 Thus, twio major
evolutionary forces may be shaping a diversity of M5P1a: host
immune system and pathogen-tickinteractions. Mew combinations
of tandem repeats may give adaptive advantage to A. marginale in
regions with high host immunity and transmission by ticks.

Finally, assuming that all strains in Cluster o have a M5P1 o com-
mon ancestor with tandem repeat structure (3-p-1-1-B-B-B-N),
we could conssder AmRio1 as a highly divergent strain compared
to AmRio2 that still conserve 3 tandem repeats type B from the
ancestor. However, we do not have enough evidence to certainky
say whether this diversification is related or not 0 transmission
by R. microplus. Further transmission studies are needed to deter-
mine whether these newly reported strains are transmissible by B
microphus and. in case of transmissible phenotype. whether AmRio1
have some transmission fitness differences with AmRio2 related to
these differences in MSF1a sequences.

Conclusions

we successfully isolated two strains of A. morginale wsing IDES
tick cell cultures. The strains were genetically divergent and may be
used in future forthe development of anti-A. marginale vaccines and
diagnostics tests. In addition, these strains may be wseful to test the

hypothesis regarding the tick-transmissibility genotype and MSP1a
variahaliry.
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