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Resumo

FRUHAUF, Matheus luri. Avaliacdo de diferentes protocolos visando o
estabelecimento de uma linhagem celular a partir de ovos e larvas de abelhas
Apis mellifera africanizadas. 2021. 81f. Dissertacédo (Mestrado em Ciéncias) -
Programa de Pds-Graduacgdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2021.

As abelhas sdo muito importantes para o ser humano e para o meio ambiente, em
funcao do papel fundamental que desempenham, através da polinizacdo. Entretanto,
vem sendo relatada, em todo o mundo, uma diminui¢céo significativa de coldnias da
espécie Apis mellifera, causada por diversos fatores, entre eles, infec¢cdes virais. Para
estudo e diagnéstico de enfermidades causadas por virus utiliza-se o cultivo celular in
vitro. Atualmente, existem apenas duas linhagens celulares de Apis mellifera,
entretanto, essas linhagens ndo estdo disponiveis comercialmente, além de serem
permanentemente infectadas pelo virus deformador de asas, 0 que impossibilita seu
uso, especialmente em pesquisas relacionadas as interagfes célula-patbgeno ou
entre patdégenos. O objetivo desta dissertacdo foi padronizar técnicas para o
desenvolvimento de cultivos primarios, de facil e pratica utilizacdo, com o intuito de
posterior imortalizacdo celular, visando o desenvolvimento de uma ou mais linhagens
celulares da espécie Apis mellifera. Para a obtencdo de uma linhagem continua a
partir de cultivos primarios, descrevemos cinco agentes de imortalizacdo celular.
Atualmente, as técnicas de imortalizacdo celular utilizadas em cultivos celulares de
insetos sdo adaptadas daquelas utilizadas em células de mamiferos. Cada técnica
apresenta vantagens, limitacdes, praticidades e implicacdes genotipicas e fenotipicas.
A escolha da técnica de imortalizacdo é uma etapa fundamental e desafiadora no
desenvolvimento de uma linhagem celular, visto que ela deve, idealmente, possibilitar
longos periodos de viabilidade celular, com elevado nimero de passagens, além de
manter o gendtipo e fendtipo das células semelhante ou idéntico ao tecido original.
Para a elaboracdo dos cultivos primarios, foram avaliados os meios Grace, Leibovitz
e Schneider, suplementados com soro fetal bovino e antibiéticos. Foram, também,
avaliadas técnicas para manutencdo e criopreservacdo de cultivos celulares
originados de ovos e larvas de abelhas Apis mellifera. Para manutencéo, foram
avaliadas técnicas de tripsinizacdo, uso de espalhador celular e também de
centrifugacdo do conteudo celular. Com relagdo a criopreservacdo, foram avaliadas
duas diferentes solucdes de congelamento. Através das técnicas descritas, foram
desenvolvidos 79 cultivos celulares, com até 19 passagens utilizando o meio Grace,
e com viabilidade celular de até 140 dias com o0 meio Schneider. A utilizacédo de larvas
nos cultivos primarios, demonstrou maior taxa de proliferacéo, e longevidade celular,
guando comparado com a utilizacdo de ovos. Dentre os meios avaliados, a utilizacao
do meio Grace na elaboracdo de cultivos primarios apresentou maiores taxas de
proliferacdo celular e replicabilidade, demonstrando ser uma 6tima opcdo para a
aplicacdo das técnicas de imortalizacao celular. A utilizacdo de tripsina, durante a



manutencao dos cultivos, demonstrou elevada morte celular, sendo substituida por
espalhadores celulares. A solucdo de criopreservacao utilizando 10% de DMSO e
90% de soro fetal bovino, propiciou a criopreservacao de cultivos celulares por oito
meses.

Palavras-chave: células; abelhas; imortalizacdo; criopreservacao; linhagem.



Abstract

FRUHAUF, Matheus luri. Evaluation of different protocols for the establishment
of a cell line from eggs and larvae of the species Apis mellifera. 2021. 81f.
Dissertation (Master degree in Sciences) - Programa de Pés-Graduacdo em
Veterindria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de

Pelotas, Pelotas, 2018.

Honeybees are particularly important for humans and the environment, due to the
fundamental role they play, through pollination. However, a significant decrease in
colonies of the species Apis mellifera has been reported worldwide, caused by several
factors, including viral infections. For the study and diagnosis of diseases caused by
viruses, in vitro cell culture is used. Currently, there are only two cell lines of Apis
mellifera, however, these lines are not commercially available, in addition these are
permanently infected by the wing-deforming virus, which makes their use difficult,
especially in research related to cell-pathogen interactions or between pathogens. The
objective of this dissertation was to standardize techniques for the development of
primary culture, easy and practical to use, with the aim of subsequent cell
immortalization, aiming at the development of one or more cell lines of the species
Apis mellifera. To obtain a continuous lineage from primary cultures, we describe five
agents of cell immortalization. Currently, the cell immortalization techniques used in
insect cell cultures are adapted to those use in mammalian cells. Each technique has
advantages, limitations, practicalities, and genotypic and phenotypic implications. The
choice of the immortalization technique is a fundamental and challenging step in the
development of a cell line, since it should, allow long periods of cell viability, with a high
number of passages, in addition to keeping the genotype and phenotype of the cells
similar or identical to the original tissue. For the preparation of primary crops, Grace,
Leibovitz and Schneider media were evaluated, with fetal bovine serum and antibiotics.
Techniques for the maintenance and cryopreservation of cell cultures originating from
eggs and bee larvae of Apis mellifera were also evaluated. For maintenance,
trypsinization techniques, use of cell spreader and centrifugation of cell content were
evaluated. Regarding cryopreservation, two different freezing solutions were
evaluated. Through the described techniques, 79 cell cultures were developed, with
up to 19 passages using the Grace medium, and with cell viability of up to 140 days
with the Schneider medium. The use of larvae in primary culture, showed a higher
proliferation rate, and cell longevity, when compared to the use of eggs. Among the
evaluated media, the use of Grace medium in the elaboration of primary cultures
presented higher rates of cell proliferation and replicability, proving to be a great option
for the application of cell immortalization techniques. The use of trypsin during the
maintenance of the cultures, demonstrated high cell death, being replaced by cell
spreaders. The cryopreservation solution using 10% DMSO and 90% fetal bovine
serum, provided the cryopreservation of cell cultures for eight months.
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1 Introducéo

Muitos animais s&o descritos como polinizadores, entretanto, a abelha Apis
mellifera é considerada um dos principais responsaveis pela polinizacao de diversas
culturas agricolas, fundamentais para a vida humana (BREEZE et al., 2011). Estima-
se que um terco das culturas agricolas no mundo dependam da polinizacdo exercida
pelas abelhas (GALLAI et al., 2009). No entanto, h& alguns anos as preocupacdes
sobre a saude das abelhas vem aumentando e, consequentemente, sobre o impacto
global de seu desaparecimento (TANTILLO et al., 2015). Uma combinacao de fatores
como estresse ambiental, parasitoses e patdgenos, incluindo uma grande variedade
de virus, esta causando o desaparecimento mundial da populacdo de abelhas (PIRES
et al., 2016; GALLAI et al., 2009). Doencas causadas por virus sao significantes
ameacas a apicultura (GISDER et al., 2017; MIRANDA et al., 2015), j& que os virus
persistem naturalmente nas col6nias utilizando uma variedade de vias de transmissao
e replicacdo e, em niveis baixos, ndo provocam sintomas visiveis. Porém, o acumulo
de fatores ambientais, ou algum fator predisponente ainda desconhecido, pode
eventualmente desencadear a morte de toda a colénia (VANENGELSDORP et al.
2009)

Diferente de outros organismos, 0s virus sao estruturas intracelulares
obrigatdrias, que ndo se replicam individualmente (SANTOS et al.,, 2015). Uma
abordagem para estudos virais € a utilizacao de sistemas de cultivo celular, permitindo
gue quantidades minimas de particulas virais viaveis sejam replicadas, detectadas,
amplificadas e posteriormente caracterizadas (FLORES, 2007; MORAES et al., 2008).
Linhagens celulares de insetos fornecem valiosas ferramentas para o estudo de
viroses que acometem essas espécies. Sob condi¢cdes controladas e gracas a sua
uniformidade genética, fornecem resultados consistentes a respeito das viroses que
acometem estas espécies (GUO et al., 2020), além de serem étimas ferramentas na
avaliacdo dos efeitos de inseticidas em espécies ndo alvos, como as abelhas
(WALKER et al., 2014; GUO et al., 2020).
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Atualmente séo registradas mais de 1100 linhagens celulares de insetos na
base de dados Cellossaurus®, das quais a maioria pertencente as ordens diptera e
lepidoptera (Cellosaurus® - EXPASY - Swiss Institute of Bioinformatics -SIB, 2021). O
desenvolvimento de linhagens celulares da espécie Apis mellifera apresenta ser um
grande desafio, visto que atualmente s&o registradas somente duas linhagens
celulares desta espécie: a AmME-711 e MONY (KITAGISHI et al., 2011; GOBLIRSH et
al., 2013). No entanto, somente a MONY passou por processo de imortalizacao pela
insercdo de gene c-myc humano, apresentou alta taxa de proliferacdo celular e
permaneceu viavel durante oito meses. Infelizmente o projeto foi encerrado e essa
linhagem néo esta disponivel a comunidade cientifica (KITAGISHI et al., 2011). A
linhagem AmE-711 apresenta manutencdo laboriosa, dificuldade de replicacéo,
células viaveis por tempo limitado, visto que, € uma linhagem finita que nao foi
submetida a processos de imortalizacdo celular. Além disso, ndo esta disponivel
comercialmente (GOBLIRSH et al., 2013; CARRILO-TRIP et al., 2016). Contudo,
ambas as linhagens celulares estdo permanentemente infectadas pelo virus
deformador de asas (DWV), o que dificulta estudos de triagem viral, toxicidade de
agrotoxicos e interagdes entre virus e hospedeiro (GUO et al., 2020).

A falta de culturas imortalizadas de abelhas continua sendo um limitante na
pesquisa da fisiologia e patologias dessa espécie. Para contornar essa situagao,
estudos realizados com células de abelhas, atualmente, utilizam cultivos priméarios ou
subcultivos a partir de diferentes tecidos e fases de desenvolvimento (GENERSH et
al., 2013; CARRILLO-TRIP et al., 2016). O primeiro cultivo celular de Apis mellifera foi
realizado a partir de explante de tecido do lobo antenal, para avaliagdo e estudo da
morfologia e estrutura do tecido nervoso das abelhas (GASCUEL et al., 1991). O
primeiro cultivo celular de longa duracao foi originado a partir de ovos de abelhas, e
permaneceu viavel por mais de trés meses, cultivado em placas com meio Grace
adicionado de 15% de soro fetal bovino (BERGEM et al., 2006). Desde entéo, diversos
centros de pesquisa elaboraram cultivos primarios de curta e longa duracdo de Apis
mellifera, que permaneceram viaveis de 72 horas a 135 dias, desenvolvidos a partir
de tecidos nervoso, ovos, larvas, pupas e intestinos (HUNTER, 2010; POPPINGA et
al., 2012; JU & E GHIL, 2015; AZEVEDO et al., 2018; GUO et al., 2020).

O desenvolvimento de cultivos primarios € realizado por meio de explantes de
orgaos ou tecidos, separados mecanicamente ou atraves de enzimas. As células que

se adaptarem a crescer nesse novo ambiente formarédo o que se descreve como
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cultivo primario (VAN OERS & LYNN, 2010). Apos o primeiro subcultivo, passagem
ou diluicdo de um cultivo primario, essa passa a ser considerada uma subcultura ou
cultura em série (LEDA et al.,, 2008). A partir de culturas em séries, pode ser
selecionado um tipo especifico de célula, para dar origem a uma linhagem celular finita
ou continua.

O tecido original ndo neoplasico normalmente da origem a linhagens celulares
finitas, com baixa taxa de replicagcdo e poucas passagens (MORAES et al., 2008).
Porém, essas culturas primarias sao produzidas dentro do laboratério de origem e néo
sdo disponibilizadas para uso de outros pesquisadores, além de apresentarem
problemas com baixa taxa de proliferacdo, necessidade constante de tecidos,
limitacdo de poucas passagens e reprodutibilidade (HONEGGER, 2001; GENERSH
et al., 2013).

Tecidos diferenciados ou neoplasicos, por sua vez, geralmente ddo origem a
linhagens continuas, com alta taxa de replicacdo e alto ou ilimitado numero de
passagens, 0 que possibilita facil e pratica utilizacdo em laboratério (MORAES, 2008;
MAQSOOD et al., 2013). A inducdo do aumento de expressao ou insercao de genes
como o htert da telomerase, oncogenes como Ras e myc (SHAY & WRIGHT, 2005;
SIMCOX et al., 2009; KITAGISHI et al., 2011), a inibicdo de genes supressores de
tumores como p53, pRB e pl6 através de agentes quimicos imortalizantes, e
ferramentas de edicdo génica como CRISPR/Cas9, séo alternativas poderosas para
alcancar a transformacéo e imortalizacdo celular, o que possibilita a obtencdo de uma
linhagem celular continua, a partir de cultivos celulares que ndo séo originados de
tumores neoplésicos ou sofreram imortalizacdo celular espontanea (MAQSOOD et al.,
2013).

De uma forma geral a imortalizacéo celular ocorre quando a célula perde as
vias de verificacdo do ciclo celular, responsaveis pela senescéncia e imortalizacéo
celular (MAQSOOD et al., 2013; WRIGHT & SHAY, 1992). A técnica de imortalizacao
celular, por si sé, possibilita o estudo de genes e fatores envolvidos na patologia dos
tumores (DIPAOLO et al., 1978; SANTELLA, 1987; WANG et al., 2006). Contribui,
ainda, com estudos sobre os mecanismos e capacidade da proliferacdo celular
(LIANG et al., 2018). Porém, a imortalizacdo celular ainda € um desafio para as
comunidades cientificas (MAQSOOD et al., 2013).
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O desenvolvimento de uma linhagem celular de Apis mellifera livre de virus,
possibilitara o estudo aprofundado de interagcbes moleculares entre virus e hospedeiro
0 que, por sua vez, permitird o isolamento de virus que acometem essa espécie,
padronizacdo de novos diagnésticos, além do estudo dos mecanismos virais de
ligacdo, adsorcdo, penetracdo, replicacdo, encapsidacdo, evasdo celular, junto a
resposta celular contra o virus (GUO et al., 2020). O objetivo desta dissertacdo foi
padronizar técnicas para os desenvolvimentos de cultivos primarios, para facil e
pratica utilizacdo, com o intuito de posterior imortalizacdo celular, visando o

desenvolvimento de uma ou mais linhagens celulares da espécie Apis mellifera.



3 Consideracdes Finais

A partir do presente estudo foi possivel notar que a obtencédo de uma linhagem
celular a partir da espécie Apis mellifera demonstra-se desafiadora em diversos
aspectos. As técnicas de imortalizacdo celular utilizadas em cultivos celulares de
insetos, atualmente, sdo adaptacbes das utilizadas em células de mamiferos.
Inicialmente, através da revisdo bibliogréfica, foi possivel avaliar e comparar cinco
técnicas que podem ser aplicadas em cultivos celulares desenvolvidos a partir de ovos
e larvas de abelhas. Cada técnica apresenta suas limitacdes, vantagens com relacao
a praticidade de uso, além de implicacbes genotipicas e fenotipicas. A técnica
escolhida, além de propiciar viabilidade celular com elevado nimero de passagens,
deve manter o genoétipo e fendtipo das células semelhante ou idéntico ao tecido
original. Os agentes de imortalizacdo MNNG, CRISPR/Cas9 e Rasv12 apresentam-
se promissores para utilizagdo em cultivos celulares desenvolvidos a partir de ovos e
larvas de abelhas, e assim a obten¢&o de uma linhagem celular.

Atualmente, as duas linhagens descritas pela literatura estao
permanentemente infectadas com Virus Deformador de Asas (DWV), implicando
diretamente em estudos como a avaliacdo da resposta celular contra virus
especificos, e interagcbes entre um ou mais patdgenos. Ressalta-se, assim, a
necessidade do desenvolvimento de uma linhagem celular livre de virus, além de facil
manutencao e alta taxa de proliferacdo celular.

Previamente a utilizacdo de agentes de imortalizagdo celular, devem ser
padronizadas as técnicas para obtengdo de cultivos primarios, avaliando os melhores
meios e tecidos. No presente trabalho, foram apresentadas algumas técnicas para
obtencéo de um cultivo celular com alta taxa de proliferacéo e replicacdo. Entretanto,
alguns obstéaculos ainda ndo foram superados, como por exemplo, a padronizacéo de
antibiéticos nos meios de cultivo. Novos estudos devem ser realizados para a escolha
de concentragdes de antibidticos que nao interfiram na proliferacéo celular e propiciem

baixos niveis de contaminacéo.
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A eficiéncia da técnica de criopreservacdo apresentada, utilizando-se uma
solucdo de 90% de soro fetal bovino de 10% de DMSO, possibilitou o trabalho
continuo com células de abelhas em nosso laboratério, além de propiciar,
futuramente, o compartilhamento de cultivos celulares a outros pesquisadores.
Oferecendo assim, uma alternativa para contornar a escassez de linhagens celulares
de abelhas no Brasil.

Apesar de algumas avaliagdes nos cultivos celulares ndo terem sido realizadas,
devido a pandemia que se estendeu ao longo do ano de 2020, os resultados obtidos
(como a alta taxa de proliferacdo celular em cultivos celulares mantidos com meio
Grace, cultivos primarios de longa duracdo mantidos com o meio Schneider), junto as
técnicas descritas de imortalizac&o celular, mostram-se muito promissores. Atrelado
a isso, os trabalhos terdo continuidade, para assim alcancgar o desenvolvimento de
uma linhagem celular continua de Apis mellifera, que propicie estudos de diversos

patdgenos e enfermidades, e seja disponivel a outros pesquisadores.
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