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Resumo

Os membros do género Trypanosoma sio parasitas comun@grandes grupos de
vertebrados. Em geral, os tripanossomas estdo bem adaptados aos seus hospedeiros e nio
causam danos aprecidveis, todavia, 0 grupo que parasita mamiferos é pouco adaptado,
causando comurfimghte doengas — as tripanossomoses. O T. congolense é uma espécie de
tripanossoma amplamente distribuida em Africa e uma das mais prevalecentes,
infectandoy um elevado ndmero de animais domésticos. Por essa razdo, tem sido alvo de
uma intensa investigagdo cientifica, o que torna imprescindivel a sua constante
disponibilidade nos laboratérios de todos os paises que se dedicam ao seu estudo.

Os métodos convencionais para a propagagio e preservagio de microorganismos
parasitas in vivo, ou in vitro, 1€m algumas limitagdes que incluem a necessidade de
laboratdrios, isolamento inicial e perda de linhagem, contaminagfio bacteriana e fingica e
mudangas nas caracteristicas originais bioldgicas e metabélicas. Essas desvantagens
podem ser ultrapassadas se o método de preservagdo for a criopreservagio, que ¢ uma
técnica de conservagdo em nitrogénio liquido.

O proposito do presente trabalho foi de avaliar diferentes métodos de
criopreservagido de 7. congolense em nitrogénio liquido através da combinagdo dos
seguintes factores: velocidades de congelamento (2 e 27,5°C/min), tipos de
crioprotectores (glicerol, dimetil sulfoxido e polivinilpirrolidona) e concentragdes de cada
crioprotector (8 e 10%); ) Y4 32 =z |7 }V—/{{S

Apos o congelamento dos tripanossomas e 25 dias de armazenamento no
nitrogénio liquido (—196°C), determinou-se in vivo em murganhos, a eficicia de cada
velocidade de congelamento, tipo e concentragiio de crioprotector. Os resultados

mostraram que, apesar de ndo ter havido diferenca significativa entre as duas velocidades

testadas, 2°C/min foi bastante eficaz para conservar o_T._congolense e que, dos trés

crioprotectores avaliados, o glicerol {em ambas concentragdes) mostrou um alto efeito de

g

crioprotecgdo. /

-

W

b

A 5%7[ <,

5,.,_4', DJ




Avaliagiio de diferentes métodos de criopreservagio de Trypancsoma congolense em nitrogénio liquido.

Lista de Figuras

Figura 1. Representagdo esquematica da distribuigio de sangue dum isolado e os tipo e

concentragdo dos crioprotectores nos tubos criogénicos.

Figura 2a. Parasitémia estimada no sangue, antes da adi¢do dos crioprotectores, em

amostras criopreservadas pelo congelamento répido.

Figura 2b. Parasitémia estimada nas amostras pelo congelamento répido, apés a adi¢io

dos diferentes tipos e concentragdo dos crioprotectores.

Figura 3a. Parasitémia estimada no sangue, antes da adigdo dos crioprotectores, em

amostras criopreservadas pelo congelamento lento.

Figura 3b. Parasitémia estimada nas amostras criopreservadas pelo congelamento lento,

apés a adigo dos diferentes tipos e concentragfio dos crioprotectores.

Figura 3a. Parasitémia estimada nas amostras dos dois isolados criopreservados pelo

congelamento rapido.

Figura 3b. Parasitémia estimada nas amostras dos dois isolados criopreservados pelo

congelamento lento.




Avaliagiio de diferentes métodos de criopreservagio de Trypanasoma congolense em nitrogénio liquido.

Lista de Tabelas
Tabela 1. Quantificagéio de tripanossomas no controlo de parasitémia.
Tabela 2. Forma de distribuigdio dos tubos criogénicos durante a criopreservacgio,

Tabela 3. Infectividade de Trypanosoma congolense criopreservado a diferentes

velocidades de congelamento, tipos e concentragdes de crioprotectores.




Avaliacdo de diferentes métodos de criopreservagdo de Trypanosoma congolense em nitrogénio liquido.

Lista de Abreviaturas

ADN - Acido desoxirribonucleico.

DMSO - Dimetil sulfoxido.

INIVE - Instituto Nacional de Investigagiio Veterindria.
PBS - Tampio salino fosfato.

PVP — Polivinilpirrolidona.

rpm - Rotagdes por minuto.

SPSS - Programa estatistico para Ciéncias Sociais.

UEM - Universidade Eduardo Mondlane.




Avaliagio de diferentes métodos de criopreservago de Trypanosoma congolense em nitrogénio liquido.

Lista de Anexos

A. Preparagdo de PBS,
B1. Teste-t para a comparagdo entre as velocidades de congelamento.
B2. ANOVA e LSD na eficacia entre os trés crioprorectores.

B3:Teste-t na comparagfo entre as duas concentragdes dos crioprotectores.

B4:Teste-t na comparacdo entre os isolados.

B35. ANOVA na interac¢do entre as variaveis




Avaliagio de diferentes métodos de criopreservagio de Trypanosoma congolense em nitrogénio liquido

INDICE

Contedo

2.3. Métodos e velocidades de congelamento

2.4. Crioprotectores e suas concentragdes

5.5. Avaliagdo in vitro da viabilidade dos tripanossomas ap6s a adigdo dos

crioprotectores

5.8. Teste de viabilidade in vitro dos tripanossomas apos a criopreservagio
5.9. Teste de infectividade dos tripanossomas

6. ANALISE ESTATISTICA

7. RESULTADOS

7.1. Viabilidade in vitro dos tripanossomas apos a adigdio dos crioprotectores
7.2. Viabilidade in vitro dos tripanossomas apos a criopreservagio

7.3. Infectividade dos tripanossomas em murganhos




Avaliacfo de diferentes métodos de criopreservaco de Trypanosoma congolense em nitrogénio lHquido

8.2. Viabilidade dos tripanossomas apOS & Criopreservagao..........e.venveevsooooeoo
8.3. Velocidade de congelamento




Avaliagdio de diferentes métodos de criopreservagio de Trypanosoma congolense em nitrogénio liquido

1. INTRODUCAO

é,wg e

Os tripanossomas so protozodrios parasitas de todas as classes de vertebrados:

peixes, anfibios, répteis, aves e mamiferos. Em geral, os tripanossomas estio bem

adaptados aos seus hospedeiros e ndo causam danos apreciaveis, todavia, o grupo que

parasita o?namfferos ¢ pouco adaptado, causando comummente doengas - as
tripanossomoses (Connor, 1994). As tripanossomoses encontram-se entre as 10 zoonozes
mais importantes juntamente com o antrax, tuberculose bovina, cistocercose e outras; e
entre as 20 doengas mais importantes de acordo com seu impacto na pobreza (Perry et al.,
2002 citados por Silva et al., 2002).

Em Aftica, cerca de 10 milhdes de Km? envolvendo 37 paises sdo infestados pelas
moscas tsé-tsé, o vector da doenca (Uilenberg, 1998). Segundo Kettle (1995), os
tripanossomas africanos das espectes Trypanosoma brucei, Ti rypanosoma congolense e
Trypanosoma vivax sio os mais patogénicos. Em Mogambique, a tripanossomose afecta
cerca de 75% do territério e, a espécie de tripanossoma mais comum é a 7, congolense.
Os casos actuais tendem a ser elevados nas provincias de Zambézia, Manica e Tete
(Jamal, 2005).

O crescente interesse cientifico no tema geral dos tripanossomas, torna
imprescindiveis a sua disponibilidade nos laboratérios que se dedicam ao seu estudo. Este
facto, leva a que seja crucial o estudo de formas de preservagdo de espécies de
tripanossomas, a médio e longo prazo. Em muitos laboratérios, vérios tipos de
organismos patogénicos sdo mantidos em animais ou em meios de cultura (Polge e
Soltys, 1957). Segundo Malik (1995), a preservagio de microorganismos ¢
particularmente ttil para o ensino, investigagio, biotecnologia, bem como para a

preservagdo da biodiversidade.

Vérios métodos de preservagiio dos tripanossomas so actualmente usados: meios
de culturas, passagens em animais, clonagem e criopreservagio (Silva et al., 2002).
Destes métodos, a criopreservagio, que é um ramo aplicado da criobiologia, tem sido
op¢do primaria devido a vantagem de manutengfio nas caracteristicas originais bioldgicas
¢ metabolicas (Mutetwa e James, 1984; Gill e Redwin, 1995).
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Duma forma geral, o sucesso da criopresevagdo dos microorganismos depende de
factores como a concentragdo e o tipo de crioprotector, bem como as velocidades de
congelamento e descongelamento (Miyake er al., 2004). De acordo com Diamond (1964),
o glicerol e o dimetil sulféxido sdo crioprotectores efectivos para varias espécies de
protozoarios, e o congelamento lento tem sido aplicado com sucesso para espécies de
plasmédio e tripanossomas. O crioprotector polivinilpirrolidona também tem sido usado
para a criopreservagio de vdrios protozoarios (Hubdlek, 2003). Por outro lado, a
velocidade 6ptima de congelamento varia para os diferentes tipos de células (Mazur e
Schmidt, 1968; Leibo et al, 1970; Callow e Farrant, 1973) e, para um tipo particular de
célula, a velocidade Gptima de congelamento varia de acordo com o crioprotector e sua
concentragdo (Leibo et al., 1970).

Apesar da criopreservagio ser a forma mais vidvel para a manutengdo de muitos
microorganismos, estudos de criopreservagdo de tripanossomas, em partricular o T,
congolense, tém sido pouco realizados. Segundo Miyake er al. (2004), artigos como de

Lyman e Marchin (1984) e Pozio et al. (I 988) reportam sobre os procedimentos Optimos

de criopreservagdio de parasitas, mas niio deixam claro como tais métodos podem ser

aplicados para outras espécics de parasitas. > 7 7?
_— T ' d




Avaliagio de diferentes métodos de criopreservagdo de Trypanosoma congolense em nitrogénio liquido

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Os tripanossomas

Os tripanossomas sdo  protozodrios parasitas pertencentes ao género
Trypanosoma, ordem Kinetoplastida, que tém como organelos caracteristicos, o
cinetoplasto ¢ o flagelo (Connor, 1994; Kettle, 1995). O cinetoplasto é formado por um
segmento da sua tnica e longa mitocéndria, e apresenta com abundancia um tipo especial
de ADN - o ADN cinetoplastico (kADN) (Rey, 2002). O nicleo situa-se ao longo do
comprimento do corpo. A membrana e o citoplasma sfio comprimidos para cima,
formando uma por¢do fina de tecido denominado membrana ondulante, sendo a sua
margem exterior percorrida por uma fibra flagelar que tem origem na extremidade
posterior do corpo, perto do corpo basal, e pode, nalgumas espécies ou tipos, continuar
para além da extremidade anterior do corpo em forma de chicote, como um flagelo livre
(Boyt, 1991). O tamanho dos tripanossomas varia entre 8-40um (Boyt, 1991).

O género Trypanosoma é dividido em duas secges, Salivaria ¢ Stercocaria, que
diferem no seu modo de transmissdo. Os tripanossomas da sec¢io Salivaria sio
geralmente patogénicos, desenvolvem-se no interior ou nas zonas intermédias do tubo
digestivo do insecto vector que os transmite, a mosca tsé-tsé (Glossina spp.) e, sdo
transmitidos ao hospedeiro por intermédio das armaduras bucais especializadas durante a
refeigio de sangue. Os da sec¢do Stercocaria, no estadio final (infeccioso), encontram-se
na parte posterior do intestino da tsé-tsé e s3o excretadas com as fezes da mesma,
infectando o hospedeiro final por contaminagdo € penetragdo através da pele (Boyt,
1991). Segundo Dgedge e Arroz (1995), os tripanossomas vivem no liquido intersticial,
no sangue, no sistema linfitico ¢ no liquido céfalo-raquidiano; estando sempre em
movimento quando presentes no sangue.

Os tripanossomas patogénicos africanos de importincia veterindria podem afectar
animais domésticos como: bovinos (7. congolense, T. vivax, T. brucei, T. evansi e T.
rhodesiense), cameiros e cabras (T. congolense, T. vivax, T. brucei e T gambiense),
cavalos (T. congolense, T. vivax, T, bruceie T evansi), cies (T. congolense, T. brucei, T

evansi ¢ T. gambiense), camelos e hipopétamos (T evansi) € suinos (7. congolense, T.
R— 7
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simiae, T. brucei e T. gambiense) (Boyt, 1991). O T. congolense é a espécie mais

distribuida em Africa e uma das mais prevalecentes.

2.2. Criopreservagio: conceito e contexto histérico

A criopreservagdo (do grego, kryos= frio i@ ¢ literalmente a preservagio no
estado congelado (Bilgrami e Pandey, 1998). Benson (1999) define a criopreservacdo
como sendo a preservagio de células vidveis, tecidos e orgios em nitrogénio liquido. Na
prética, segundo Bilgrami e Pandey (1998), a criopreservacdo ¢ geralmente feita acima da
temperatura do carbono sélido (-79°C), em congeladores (-80°C ou abaixome

vapor (aproximadamente -150°C) ou no nitrogénio liquido (-196°C).

No geral, a
criopreservagdo é um método de conservagio que pode ser aplicado as plantas, animais,
microorganismos, érgios, tecidos, célula, etc.

O uso de técnicas de congelamento para a preservagdo de protozodrios vivos foi
pela primeira vez estabelecido por Coggeshall em 1939 (Diamond, 1964). De acordo com
Smith (1961) citado por Diamond (1964), as investigagdes mais antigas sobre os efeitos
do congelamento em protozoérios datam desde os trabalhos de Antony van Leeuwenhoek
no século XVII, o primeiro a se ocupar com observagdes na resisténcia dos protozodérios a
temperaturas baixas. Nas investigagdes pioneiras de Coggeshall, estagios eritrociticos de
dois parasitas da malaria, Plasmodium knowlesi e P. inui, foram congelados a -76°C
durante 70 dias. Depois de armazenados a esta temperatura, ambos mantiveram a
viabilidade e a capacidade patogénica. Encorajados por esta demonstragdo, outros
investigadores procuraram preservar da mesma forma diferentes espécies de protozoarios

bem como outros parasitas da malaria (Diamond, 1964).

Segundo Polge e Soltys (1957), a primeira obra literaria relacionada com o
congelamento de tripanossomas estava virada, principalmente, para a sobrevivéncia dos
tripanossomas apés répida exposicio a temperaturas baixas, ao invés da sobrevivéncia
apos longo tempo de conservaciio a essas temperaturas. Estes autores reportam que
Gayland (1908), em seus estudos, observou que 7. gambiense resistiu a temperatura do ar

liquido (-192°C) durante 20 minutos mas sucumbiuy depois de 40 minutos e que, De Jong
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(1922) reportou que T equiperdum congelado a -191°C e conservado a essa temperatura

durante 21 dias continuou vivo e patogénico apés o descongelamento. Desde entdo,
muitos investigadores t8m demonstrado que as formas sanguineas dos tripanossomas
africanos podem sobreviver a temperaturas muito baixas e que as velocidades usadas no
congelamento afectam grandemente a viabilidade apos a criopreservagfio (Herbert er al.,
1968; Dar et al., 1972; Miyake er al,, 2004 e Maina et al., 2006).

2.3. Velocidades de congelamento

As velocidades de congelamento que tém sido usados na criopreservagdo dos

microorganismos parasitas s3o: a velocidade rapida ¢ a velocidade lenta. Na velocidade

’

de congelamento rapid $ contendo os parasitas sdo imersos directamente no

de &lcool para o controlo da velocidade de congelamento (entre 1 a 20°C/min). Esta
forma de congelamento ¢ aplicavel a muitos protozoarios (por exemplo, Plasmodium spp.
e Trypanosoma spp.) que também podem ser criopreservados pelo congelamento rapido
(Miyake et al., 2004).

Durante o congelamento e o descongelamento, a célula é €xposta a alteragdes de
temperatura, contetido de 4gua, estado da agua e concentragdo dos solutos. O primeiro
evento que ocorre € a formagdo de gelo no meio extracelular. Inicialmente, amo

-interior da célula torna-se mmda-e,‘”dévido 4 sua alta pressdo de vapor, elaj

comega a fluir para fora-da-célula-e-congela-extraceltlarmente. Se 0 congelamento for

lento, a_célula-ira-desidratar=se suficientemente para permanecer em equilibrio com o
gelo externo na pressdo de vapor e, ser4 entfo incapaz de se congelar internamente. Mas
se¢ o congelamento for répido, a célula ndo sers capaz de perder dgua suficiente tdo
rapidamente para manter o equilibrio e, esta dgua, consequentemente, tornar-se-4 super
congelada in situ (Mazur ef al, 1968).

E importante lembrar que a velocidade Gptima de congelamento varia para os

diferentes tipos de células (Mazur e Schmidt, 1968; Leibo ef al, 1970; Callow e Farrant,
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1973) e que, para um tipo particular de célula, a velocidade Optima de congelamento

varia de acordo com o crioprotector e sua concentracdo (Leibo er al., 1970),

2.4, Crioprotectores e suas concentragdes

De uma forma geral, a exposicio de células a temperaturas inferiores a 0°C
implica o congelamento da dgua incluida em sua composigdo, podendo-se formar cristais
de gelo e causar danos mecanicos aos componentes celulares (Mazur es al., 1972).
Procurando identificar estratégias para minimizar os efeitos nocives advindos do
processo de congelamento, descobriram-se os chamados crioprotectores. Estes aditivos,
para além da propriedade de baixar o ponto de congelamento da 4gua, podem aumentar-
Ihe o ponto de super congelamento e/ou remover nucleos de cristalizagio (Mutetwa e
James, 1985; Friedler ef al., 1988 citados por Gulias-Gomes et al., 2003).

Os crioprotectores podem ser classificados de varias formas, mas a divis3o mais
tradicional (Meryman, 1971) depende do modo de penetragdo na célula: os que penetram
rapidamente (usualmente dentro de 30 minutos), os que penetram lentamente €, 0s que
sdo impermedveis (Hubélek, 2003). Os crioprotectores que penetram rapidamente na
célula incluem o dimetil sulféxido, o metanol, o etanol, o etileno glicol (EG), o propileno
glicol (PG), a dimetil formamida e a metii acetamida. O que penetra mais lentamente é o
glicerol e, os impermesveis incluem polivinilpirrolidona (PVP), os mono-, oligo-, e
polissacarideos, o manitol, o sorbitol, o dextrano o hidroxietil amido (HES), a metil
celulose, a albumina, a gelatina, o polietileno glicol (PEG), o 6xido polietileno (PEO) ou,
o dlcool polivinil (Hubalek, 2003). Segundo Hubalek (2003), os crioprotectores mais
usados e com resultados satisfatorios na conservacdo de microorganismos (virus,
bactérias, fungos, algas e protozodrios) sdo: o dimetil sulféxido (o mais universalmente
usado), o glicerol, a polivinilpirrolidona, a albumina do soro, o leite desnatado, a peptona,
extracto de leveduras, a sacarose, a glucose, o metanol, o sorbitol e o extracto de malte.

A concentragfio ideal dos diferentes tipos de crioprotectores usados na

criopreservagio de microorganismos varia de espécie para espécie (Silva er al, 2003).

Por exemplo, a condigéio 6ptima para a criopreservagio de 7. b. gambiense foi usando o
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dimetil sulféxido na concentragdo de 10% (Miyake er al,, 2004). A taxa maxima de

sobrevivéncia de Entamocba histolytica foi obtida quando criopreservada em presenga de

1.5% de dimetil sulféxido (Farri et al, 1983), enquanto que a taxa méaxima de

sobrevivéncia de Giardia lamblia foi obtida quando usada a 6.5%
1984). Por outro lado, 12.5%

(Lyman e Marchin,

foi a concentragdo dptima de dimetil sulféxido usada na

criopreservagio de Toxoplasma gondii (Booth ef al.,, 1996) ¢, para Trichomona vaginalis

a concentragdo optima foi de 5-10% (Miyake et al,, 2004).

2.5. Vantagens e desvantagens da criopreservagio

De uma forma geral, os microorganismos podem danificar-se em diferentes etapas
do processo de criopreservagdo: (i) durante o arrefecimento a baixa temperatura positiva
(choque frio); (ii) durante o arrefecimento a temperaturas baixas (dano de congelagdo);
(iii) durante a manutengio a temperatura negativa (armazenamento); (iv) durante o
aquecimento do local de criopreservagdo e recuperagdo (dano do descongelamento)

(Hubalek, 1996),

Apesar destes constrangimentos, o processo de criopreservagdo supera as

desvantagens dos métodos convencionais de preservagdio de parasitas (Weathersby e
McCall, 1981; Mutetwa e James, 1984). Segundo Mutetwa e James (1984) e Gill e
Redwin (1995), os métodos convencionais para a propagacdo e preservagdo de
microorganismos parasitas in vivo, ou in vitro, €m algumas limitagdes que incluem a

necessidade de laboratérios, isolamento inicial e perda de linhagem, contaminagio

bacteriana e fiingica e mudangas nas caracteristicas originais bioldgicas e metabdlicas.

A criopreservagdo, para além de oferecer uma simples alternativa conveniente
para a conservagdo de populagdes de tripanossomas durante longos periodos de tempo,
constitui também, uma simples forma de transferéncia de tripanossomas dum laboratério
para o outro. Oferece ainda, notavelmente, uma forma de interrupgio da reprodugdo
continua de populagdes que ocorre quando estes sdo mantidos por passagem em série em
animais ou cultura. Esta ¢ a vantagem fundamental, ji que evita a selec¢do continua da

populagdo de tripanossomas originalmente isolada, adaptada ao hospedeiro original ¢ a




Avaliagiio de diferentes métodos de criopreservagdo de Trypanosoma congolense em nitrogénio liquido

transmissdo ciclica, para um hospedeiro de laboratério e, frequentemente, a transmissdo

ndo ciclica. Esta alteragdo podera acontecer nas caracteristicas bioldgicas da populagdo
de tripanossomas durante uyma passagem em séric em animais experimentais. Por
exemplo: a capacidade da cultura reproduzir-se no 4gar-sangue, ou de infectar o vector
Glossina ou o hospedeiro humano, pode ser perdida; a susceptibilidade a drogas anti-
tripanossomais pode ser grandemente aumentada (Lumsden, 1972). As vantagens da
criopreservagéio discutidas em relagio aos tripanossomas podem aplicar-

outros protozoarios parasitas (Lumsden, 1972),

se também aos
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3. OBJECTIVOS
3.1. Objectivo geral

* Avaliar a eficicia de diferentes métodos de criopreservagio de 7. congolense em

nitrogénio liquido (-196°C).

3.2. Objectivos especificos

Avaliar in vitro a viabilidade dos tripanossomas antes ¢ apds a adi¢do dos

crioprotectores por quantificagdo e comparagiio do nimero de individuos vivos
(moveis).

Criopreservar isolados de T congolense a duas velocidades de congelamento (2 e

27,5°C/min) variando tipos diferentes de crioprotectores (glicerol, DMSO e PVP)

e duas concentragdes para cada crioprotector (8 e 10%).

Avaliar in vitro a viabilidade dos tripanossomas apés a criopreservagdo por

quantificacdo e comparagdo do nimero de individuos vivos (méveis) com a

parasitémia das amostras antes da criopreservagéo.

Testar in vivo a infectividade dos tripanossomas apos a criopreservagdo por

inoculagdo em murganhos e determinagfo do periodo pré-patente.
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4. LOCAL DE REALIZACAO DO TRABALHO

O presente trabalho foi realizado entre os meses de Agosto a Dezembro de 2007
no Laboratorio de Parasitologia da Faculdade de Veterinria da UEM, sito em Maputo,
Avenida de Mogambique Km 1,5.

O laboratério ¢ essencialmente destinado ao ensino, pesquisa e prestagio de

servigo nas seguintes areas de parasitologia veterinaria: coprologia,
urologia e, hematologia.

dermatologia,

5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Animais e parasitas

No presente trabalho usou-se como animais experimentais, machos e fémeas de
ratos brancol(murganhos) com 6-7 semanas de vida e um peso médio de 25-30g. Estes
murganhos foram adquiridos no INIVE, em Maputo.

Os parasitas usados foram formas sanguineas de dois isolados de 7. congolense
Broden, 1904; obtidos de culturas in vivo em murganhos na secgdo de Parasitologia da
Faculdade de Veterinaria da UEM. Os isolados foram: isolado 5 (1-5) e isolado 6 (1-6),

cada um colectado originalmente de um bovino no distrito de Matutuine (Provincia de
Maputo).

5.2. Controlo de parasitémia

O controlo de parasitémia dos murganhos nos dois isolados foi feito diariamente
até que estes apresentassem alta parasitémia (mais de 5.10° tripanossomas/m| de sangue).
O método de controlo usado foi descrito por Boyt (1991). Com uma tesoura,
corta-se a extremidade da cauda dos murganhos e colecta-se o sangue de cada murganho

em tubos capilares de microhematécrito heparinizados, preenchendo no méximo 75% do
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volume. Os tubos capilares sio entdo selados numa das extremidades com plasticina e

levados a centrifugar durante 5 minutos a 12000 rpm numa centrifuga (neste trabalho

usou-se uma centrifuga de microhematécrito Hawksley — England). Posteriormente, os
tubos sdo removidos e, através do exame da camada leucocitaria, analiza-se o sangue.
Neste exame, o tubo capilar ¢ riscado | mm abaixo da linha de jung#io da camada

leucocitaria/glébulos vermelhos e depois quebrado. Todo o contetido superior do tubo ¢

cuidadosamente vertido numa lidmina limpa, coberto com uma lamela e observado ao

microscopio 6ptico a uma ampliagio de 400x.

A quantificagdo dos tripanossomas para a estimativa da parasitémia no sangue foi
feita segundo Paris er al. (1982) (Tabela 1). Todo o sangue usado apresentava parasitémia

estimada em mais de cinco milhdes de tripanossomas/ml (veja figuras 2a e 3a nos
resultados).

Tabela 1. Quantificagio de tripanossomas no controlo de parasitémia (Fonte: Paris et al., 1982).

Tripanossomas por campo Nimero de Parasitémia estimada

{ampliac¢do 400x) cruzes (tripanossomas/ml)

>100 6+ >5.10°
>10 5+ >5.10°
1-10 4+ 10%.5.10°

1 por 2 campos a 1 por 10 3+ 5.10%-5.10°

campos

1-10 por preparagio 10%-10°

| por preparago 10%-10°

5.3. Crioprotectores e diluente

Neste trabalho usou-se trés crioprotectores diferentes: Glicerol (Amresco®, Ohio
USA), Dimetil sulféxido (n® 389530, Hopkins e Willians LTD, England) e
Polivinilpirrolidona 40 (PVP) (Sigma Chemicals, St. Louis USA).

O diluente usado foi o PBS a pH=8. A sua preparacdo foi feita de acordo com
Lanham ¢ Godfrey (1970) (Anexo A).
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5.4. Colecta e preparagiio do sangue parasitado

Quando se obtinham murganhos aitamente parasitados (mais de 5.10°
tripanossomas/ml) em cada isolado, o sangue do animal era colectado e preparado para a
criopreservagio.

Neste processo, cada murganho foi anestesiado por éter embebido em algoddo e,
através da pungdo cardiaca o sangue parasitado foi colectado através de seringas de Sml
com agulhas de 25G para os tubos heparinizados de 4ml (BD Vacutainer®, Becton,
Dickinson and Company, UK). O sangue foi mantido em banho de gelo.

Em condig¢bes assépticas na cAmara de fluxo laminar e com o sangue de cada
isolado sempre mantido em gelo, distribuiu-se igual volume de sangue (800pl) nas
ampolas criogén_icas de 2ml (Corning®, Corning Costar Corporation, Canada),
previamente identificadas. Essa distribuicdo foi feita através de uma pipeta automitica
eppendorf de 1000pl (Gilson, France).

A cada ampola criogénica adicionou-se através de uma pipeta automadtica

eppendorf de 100pl (Gilson, France), um crioprotector apenas a 8 ou 10% do volume de

sangue (Figura 1).

Sangue infectado
(>5.10 tripanossoma\ml )

l

(/ 800 pl + glicerol 8% 800 ul + DMSO 8% 800 pl + PVP 8%
800 pl + ghceri)—l__l-g‘:/_o 800 pl + DMSO 10% 800 pl + PVP 10%

e e

Figura 1. Representagfo esquemdtica da distribuigfio de sangue dum isolado e os tipos e concentragdes dos

crioprotectores nos tubos criogénicos.

Apds a adigdo dos crioprotectores, o sangue foi homogeneizado e deixado em
equilibrio durante 15 minutos. De seguida, através de uma pipeta automética eppendorf

de 10pl (Gilson, France), pipetou-se 2pl de cada amostra para diferentes tubos eppendorf

% rum.wL*. Brns 2 &6& I—\f‘wv*/-: O{L 14’55-;(/ d)
/Lcm.afr«k&tér o A’JG\W 4

éw »
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identificados e diluiu-se 100 vezes em solugio de PBS. Essas amostras diluidas foram
usadas para o primeiro teste de viabilidade dos tripanossomas.
Uma vez que os murganhos nio adoeciam ao mesmo tempo, o trabalho foi feito

em partes, isto €, sempre que houvesse murganhos altamente parasitados.

5.5. Avaliagdo in vifro da viabilidade dos tripanossomas ap6s a adi¢dio dos

crioprotectores

Em todos os casos, os testes de viabilidade in vitro consistiram em fazer
preparagdes microscopicas temporérias no hematocitémetro (Neubaur), nas quais, foram
observados e quantificados todos os tripanossomas méveis no microscépio Optico
(ampliagdo de 400x). Neste teste, o niimero de tripanossomas méveis permitiu estimar a

parasitémia do sangue parasitado, ap6s a adigéio dos crioprotectores.

5.6. Congelamento ¢ armazenamento em nitrogénio liquido

Apos 15 minutos de equilibrio, cada 800ul de sangue dum isolado, contido nas
ampolas criogénicas a um dado tipo e concentragdo de crioprotector, foi submetido a uma

das duas velocidades de congelamento desenvolvidos por Dar et al. (1972):

Velocidade rapida: As ampolas criogénicas foram colocadas num papel de
cartolina, - enroladas e agrafados nas extremidades. Posteriomente foram
totalmente cobertos por algoddo. O “rolo” de algoddo foi atado por uma fita e
suspenso na fase vapor do refrigerador de nitrogénio liquido durante 15 minutos.
Segundo Dar er al. (1972), a velocidade de congelamento neste caso é de
27.5°C/min. O rolo foi depois descoberto dentro da boca do refrigerador de

nitrogénio e o papel que continha as ampolas foi transferido para dentro duma das

caixas do refrigerador.
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Velocidade lenta: As ampolas criogénicas foram colocadas em papéis de
cartolina, enroladas e agrafados nas extremidades. Estas, foram depois
introduzidas em tubos de vidro duro e, por sua vez, cobertos por plasticina com 8§
mm de espessura. Este tubo foi entdo suspenso na fase vapor do refrigerador de
nitrogénio liquido e congelado durante 45 minutos a uma velocidade de 2°C/min
(Dar et al, 1972). De seguida, o papel contendo as ampolas criogénicas foi
removido do tubo de vidro por um longo par de forceps e transferido para uma

das caixas de armazenamento do refrigerador de nitrogénio liquido.

A tabela 2 mostra como foram distribuidas as ampolas criogénicas durante o processo de

criopreservagdo dos tripanossomas de cada isolado.

Tabela 2. Forma de distribui¢io dos tubos criogénicos durante a criopreservagio

Numero total de ampolas Volume de sangue e Distribuigiio das ampolas
criogénicas para cada concentragdo do crioprotector criogénicas no processo de

concentragio do crioprotector em cada ampola criogénica criopreservagito

Ampola para a velocidade rdpida

Duas ampolas 800 pl de sangue em glicerol B‘Zu/ Ampola para a velocidade lenta

Al

Ampola para a velocidade ripida

Duas ampolas 800 pl de sangue em glicerot 10% Ampola para a velocidade lenta

| Ampola para a velocidade rapida

Duas ampolas 800 pl de sangue em DMSO 8%

Ampola para a velocidade lenta

Ampola para a velocidade rapida

S
Duas ampeolas 800 pl de sangue em DMSO lO"\A Ampola para a velocidade lenta

Ampola para a velocidade répida
Duas ampolas

800 ul de sangue em PVP 8%, [ Ampola para a velocidade lenta

_~Ampola para a velocidade rapida

Duas ampolas 800 pl de sangue em PVP 10%/(< Ampola para a velocidade lenta
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3.7. Descongelamento das amostras

Apos 25 dias de armazenamento em nitrogénio liquido, as ampolas criogénicas
foram submetidas a um descongelamento répido, isto ¢, foram retiradas do refrigerador ¢
colocadas em banho-maria a 37°C, durante 5-7min. De seguida, 2ul de cada amostra

foram pipetados e diluidos 100 vezes em PBS, nos tubos eppendorf, para posterior teste
de viabilidade.

5.8. Teste de viabilidade in vitro dos tripanossomas apés a criopreservagio

O segundo teste de viabilidade in vitro dos tripanossomas foi feito para todas as
amostras criopreservadas, como descrito anteriormente no ponto 5.5. Ao contrario do
primeiro, o segundo teste de viabilidade serviu para estimar a parasitémia do sangue apés

a criopreservagio,

5.9. Teste de infectividade dos tripanossomas

A infectividade dos tripanossomas foi avaliada pela inoculagdio em murganhos e
pela observagdo do periodo pré-patente, isto é, o tempo entre a inoculagdo e o
aparecimento de uma infecgfo no sangue (Overdulve e Antonisse, 1970a, b). Neste teste
foram usados 78 murganhos, dos quais 6 como grupo controlo € os restantes para os dois
isolados (36 para [-5 e 36 para 1-6).

Para o grupo controlo, distribuiu-se igual volume de PBS (800ul) em seis ampolas
criogénicas. Em seguida, misturou-se em cada ampola um tipo e concentragio de

crioprotector. Usando-se seringas de insulina de Iml, a cada murganho de controlo foi

- administrado intraperitonealmente ~75ul da mistura do PBS com (nico tipo de

crioprotector a uma dada concentragio. Os murganhos foram marcados na cauda e
colocados numa gaiola.
No grupo de teste (para ambos isolados), usou-se para cada velocidade de

congelamento e cada tipo e concentragio de crioprotector, trés murganhos., Cada
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murganho foi inoculado intraperitonealmente com igual volume (~75p!) do mesmo
sangue criopreservado, marcado na cauda e, colocado na mesma gaiola com os outros
dois.

Tanto no grupo controlo, assim como no grupo teste, o controlo de parasitémia
comegou a ser feito um dia apés a inoculagdio. Os murganhos que desenvolveram a

parasitémia morreram pela doenga e os que ndo desenvolveram dentro de 40 dias foram

sacriftcados.

6. ANALISE ESTATIiSTICA

Foi referido anteriormente que o periodo pré-patente (em dias) foi usado como
base para a avaliagio da infectividade dos tripanossomas, nos murganhos. O menor
periodo pré-patente indica maior eficdcia do método, tipo e concentragiio do crioprotector
usado, enquanto que o maior periodo pré-patente, ou a sua simples auséncia, indica o
contrario. |

Os dados colhidos diariamente durante o controlo de parasitémia no teste de
infectividade foram analisados estatisticamente através do pacote SPSS na versio 15. A
comparagdo entre as duas velocidades de congelamento, as duas concentragfes de
crioprotectores € os dois isolados foi feita através do Teste-r para amostras
independentes, a um nivel de significdncia dé 5%/ A eficacia entre os trés crioprotectores
usados foi comparada através da andlise de varidncia (ANOVA oneway) ¢ da diferenga
significativa minima (LSD), a um nivel de significancia de 5%. A interacgdo entre todas
as variaveis (isolados, velocidades, crioprotectores e concentragéo dos crioprotectores)

foi feita através da ANOVA oneway.
/D % 0.0 (
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7. RESULTADOS
7.1. Viabilidade in vitro dos tripanossomas apdés a adi¢ido dos crioprotectores
Em todas as amostras os tripanossomas mostraram-se vidveis apés a adi¢do dos

crioprotectores. A partir dessa viabilidade, estimou-se a parasitémia em cada amostra e

comparou-se com as respectivas parasitémias iniciais (figuras 2a e 3a). Observou-se que

kY
_ndo houve aumento de parasitémia em nenhuma amostra dos dois isolados €, na maioria
—_— —
c?o{s a parasitémia ndo se alterou. Porém, a parasitémia baixou nas amostras do [-5 que

oram adicionadas o0 DMSQ a 10% e nas amostras do 1-6 adicionadas 0o DMSO a8 e a
10%, no congelamento rapido (27.5°C/min) (figura 2b). Para o congelamento lento
(2°C/min), a parasitémia somente baixou nas amostras do -5 que foram adicionadas o

PVP a 8 ¢ a 10% (figura 3b).
NN é’-})\f/-‘ e

)‘1 avord)

Velocidade répida

® GLICEROL
® DMSO
o PP

crioprotectores [em cruzes)

isolado 5 Isolado 6 Isolado 5 Isolado 6

Parasitemia estimada antes da adicao de

Crioprotector a 8% Crioprotector a 10%

Figura 2a. Parasitémia estimada no sangue de cada amostra ajl(es da antes da adi¢io dos crioprotectores e

———

' . . . R .
da criopreservagdo. Estas amostras foram criopreservadas pelo congelamentd répido.
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Velocidade rapida

W GLICEROL
@ DMSO
o pyp

Isolado 5 Isolado 6 Isolado 5 Isolado 6

Parasitemia estimada apos adicao de
crioprotectores {em cruzes)

Crioprotectora 8% . Crioprotector a 10%

Figura 2b. Parasitémia estimada nas amostras dos dois isolados apds a adigio dos diferentes tipos e

concentragdes de crioprotectores. Todas as amostras foram criopreservadas pelo congelamento rapide. |

Velocidade lenta

W GLICEROL
@ DMSO
o pVP

R _— J—

Isolado 5 Isolado 6 Isolado 5 Isolado 6

Parasitemia estimada antes da adicac de
crioprotectores

Crioprotector a 8% Crioprotector a 10%

Figura 3a. Parasitémia estimada no sangue de cada amostra antes da adi¢io dos crioprotectores e da

criopreservagio. Estas amostras foram criopreservadas pelo congelamento lento.
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Velocidade lenta

B GLICEROL
DMSO
a pvp

crioprotectores (em cruzes)

Isolado 5 Isolado6 Isolado5 isolado6 -

Parasitemia estimada apos adicao de

Crioprotector a 8% Crioprotector a 10%

Figura 3b, Parasitémia estimada nas amostras dos dois isolados apds a adigio dos diferentes tipos e

concentragles de crioprotectores. Todas as amostras foram criopreservadas pelo congelamento lento.

7.2. Viabilidade in vitro dos tripanossomas apos a criopreservagio

Apos a criopreservagdo estimou-se a parasitémia de cada amostra e comparou-se
com as respectivas parasitémias apds adicionados os crioprotectores (antes da

criopreservagdo). De acordo com a figura 4a, que ilustra os resultados da criopreservagdo

pelo congelamento rapido, houve diminuigio de parasitémia em todas as amostras do -5
,gue'co'ﬁtiﬁmimtgctm glicersT="PVP a 10%, enquanto que;:;;
criopreservadas com o PVP a 8 e a 10% ndo apresentaram ti'ipanossomas vivos. No
mesmo isolado (I-5), a amostra criopreservada com o DMSQO a 10% ndo sofreu alteragdo
de parastémia. Por outro lado, as amostras do 1-6 criopreservadas como PVPa 8¢ a 10%
mostraram uma diminui¢do de parasitémia, enquanto que com o glicerol, nas duas
concentragdes, a parasitémia ndo se alterou. A figura 4b mostra que no congelamento
lento, as amostras do I-5 mantiveram a parasitémia quando criopreservadas com o PVP a
10% e glicerol a 8 e a 10%. Porém, a parasitémia baixou nas amostras criopreservadas
com 0 PVP a 8% e 0o DMSO a 8 e a 10%. Neste método, a parasitémia do 1-6 manteve-se
nas amostras criopreservadas com o glicerol a 8 e a 10% e o DMSO a 10%, enquanto que

. . i
na amostra criopreservada com o DMSO a 8% a parasitémia “aumentou”. ()/W o PR 2
P — MwlH Py mme ~
\»\: j w0 7
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Velocidade rapida

B GLICEROL
B DMSO
a pvp

Parasitemiz estimada apos
criopreservacao (em cruzes)

1-—-—

0+ —

(isolados ) Isolado6 ¢ isotados ") Isolado

Crioprotector a 8% |  Crioprotector a 10%

+ - - R - - -

Figur@ Parasitémia estimada nas amostras dos dois isolados criopreservados pelo congelamento rapido.

Velocidade lenta

W GLICEROL
| DMSO
O PVP

Parasitemia estimada apos
criopreservacao (em cruzes)

Isolado § Isolado 6 Isolado 5 Isolado 6

LJD Crioprotector a 8% Crioprotector a 10%

Figura@ Parasitémia estimada nas amostras dos dois isolados criopreservados pelo congelamento lento.
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7.3. Infectividade dos tripanossomas em murganhos

No grupo controlo do teste de infectividade todos os murganhos apresentaram-se
negativos, isto €, ndo desenvolveram a parasitémia. Dentre os murganhos de teste, para os

dois isolados, uns desenvolveram a parasitémia e outros no (tabela 3).

Tabela 3. Infectividade de 7. congolense criopreservado por diferentes velocidades de congelamento, tipos

e concentragdes de crioprotectores.

No. animais que desenvolveram

parasitemia/ No infectados

Tipo e
concentragiio
de

Velocidades de

congelamento

Periodo de
criopreservacio
(dias)

Isolado §

[solado 6

crioprotector

25
Glicerol 8% 25
25
Glicerol 10% 25
25
DMSO 8% 25
25
DMSO 10% 25

25
PVP 8% 25

25
PVP 10% 25

a) Velocidades de congelamento:

Para um nivel de significincia de 5%, ndo existiram diferengas significativas entre
as duas velocidades de congelamento (P>0.05), porém, as amostras congeladas
lentamente (2°C/min) tiveram menor periodo pré-patente médio do que as amostras

congeladas rapidamente (27.5°C/min) (6.33 dias para 0 método B ¢ 9.39 dias para o
método A) (Anexo B1).
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b) Crioprotectores:

Para as duas velocidades de congelamento ndo existiram diferengas significativas

entre o glicerol ¢ o DMSO (P>0.05), mas estes diferiram significativamente do PVP
(P<0.05) (Anexo B2).

¢) Concentragdes dos crioprotectores:

Para um nivel de significancia de 5%, ndo existiram diferengas significativas entre
as diferentes concentragdes de crioprotectores utilizadas (P>0.05) e, o periodo médio pré-
patente em cada concentragfo foi aproximadamente o mesmo (7.92 dias para a

concentrago de 8% e 7.81 dias para a concentragdio de 10%) (Anexo B3).

d) Isolados:

A um nivel de significincia de 5%, ndo existiram diferengas significativas entre
os isolados, mas o isolado 5 teve menor periodo pré-patente médio em relagfio ao isolado

6 (6.72 dias para o I-5 e 9.00 dias para o I-6) (Anexo B4),

€) Interaccdo das varidveis analisadas:

No que respeita as interacgdo entre as velocidades de congelamento e os isolados,
os isolados e os crioprotectores, os crioprotectores e as concentragdes, somente existiu
diferenga significativa entre os métodos e os isolados (P<0.05). Uma interacgdo geral
envolvendo velocidades de congelamento, isolado, crioprotector € concentragdo mostrou
a ndo existéncia de diferengas significativas (P=0.059) (Anexo BS5). No entanto, a
estatistica descritiva mostrou que para ambas as velocidades de congelamento o glicerol
(nas duas concentragdes) teve, na maioria das vezes, menor periodo pré-patente médio
em relagdo ao DMSO ¢ PVP (AnexoB6).
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8. DISCUSSAO
8.1. Efeitos da adiciio de crioprotectores na viabilidade dos tripanossomas

A maioria dos estudos ndo se refere aos efeitos dos ‘crioprotectores na
sobrevivéncia dos protozodrios antes do congelamento. Standfast e Jorgensen (1997)
criopreservaram Babesia bovis, B. bigemina e Anaplasma centrale usando o PVP a uma
concentragdo final de 10%. Miyake et al. (2004) indicaram o DMSO e o glicerol como
sendo crioprotectores mais efectivos na criopreservagio de varios tipos de protozoarios,
incluindo o 7. brucei gambiense. Segundo estes autores, a condi¢do Optima para a
utilizagdo do dimetil sulfoxido é uma concentragdo de 10%, sem equilibrio, enquanto que
para o glicerol € a 15%, com 2 horas de equilibrio.

No presente trabalho, os trés crioprotectores citados foram misturados is amostras

a uma concentragdo final de 8 e 10%. Estas foram entdo deixadas em equilibrio durante

I5min e avaliada a viabilidade, através da motilidade dos parasitas. Os resultados
mostraram que todas as amostras que seriam criopreservadas continham tripanossomas
vivos, isto €, apds a adigdo dos diferentes tipos e concentragbes dos crioprotectores os
tripanossomas continuaram viaveis. Contudo, nalgumas amostras observou-se uma
redugdo do nivel de parasitémia, Essa redugdo foi considerada insignificante, porque ndo
se verificou em todas as amostras de sangue sujeitas a0 mesmo tipo € concentragio de
crioprotector. Além disso, a redugdio foi muito infima, como se viu, de seis para cinco
cruzes. Por exemplo, ocorreu uma ligeira redugfio do nivel de parasitémia quando se
adicionou o PVP a 8 ¢ a 10% ao sangue do 1-5 que seria criopreservado pelo
congelamento lento, mas o mesmo nfio aconteceu quando se adicionou o PVP a 8 ¢ a
10% ao sangue do [-5 que seria criopreservado pelo congelamento rapido. Isto, ocotreu
provavelmente devido ao facto do volume da amostra observada ter sido muito reduzido
(2p{) e/ou nfo apresentar muitos tripanossomas, uma vez que estes ndo estio

rmemente distribuidos no sangue.

[
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8.2. Viabilidade dos tripanossomas apés a criopreservagio

Duma forma geral, a concentragiio e o tipo de crioprotector, bem como as
velocidades de congelamento e descongelamento, sdo tidos como factores que afectam a
viabilidade apds a criopreservagio (Miyake et al,, 2004).

Segundo Lumsden (1972), a motilidade é um critério inadequado para confirmar a
sobrevivéncia ap6s a criopreservagio, porque ndo oferece a garantia de que os
tripanossomas méveis sejam capazes de divisdo, contribuindo para uma nova populagdo.
Assim sendo, a viabilidade pode ser determinada pela transferéncia dos tripanossomas
descongelados para um sistema de cultura in virro, ou pela sua inoculagio em
hospedeiros susceptiveis (Maina et al., 2006).

No presente trabalho, verificou-se que nem todos os murganhos inoculados, com
as amostras contendo tripanossomas mdveis in vitro, se tornaram infectados. Este
resultado estd de acordo com os argumentos de Lumsden (1972) e os resultados de Maina
et al (2006), que ao criopreservarem 7T. b. gambiense, usando o Triladil como
crioprotector, verificaram que os parasitas méveis, apds a criopreservagdo ndo foram
capazes de se propagarem durante o cultivo in vitro subsequente. Além disso, € provavel
que os murganhos que ndo desenvolveram a parasitémia tenham tido boa resisténcia
imunclégica, uma vez que a capacidade dos tripanossomas infectarem ou ndo os
hospedeiros dependem também da resposta imunoldgica do hospedeiro.

Alguns murganhos inoculados com amostras que ndo continham tripanossomas
méveis in vitro, desenvolveram a parasitémia. E provavel que a amostra inoculada tivesse
tripanossomas vivos, € que a sua no visualizagdo tenha ocorrido pelo facto do volume da
amostra observada ter sido muito reduzido (2ul) e/ou ndo apresentar muitos
tripanossomas, uma vez que estes ndo est¥o uniformemente distribuidos no sangue. O
aparente “aumento” de parasitémia na amostra do 1-6 criopreservado com o DMSO a

8%, também pode ser explicado pelo mesmo facto.
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8.3. Velocidade de congelamento

As velocidades de congelamento disponiveis para a criopreserva¢io de
microorganismos parasitas sdo: rapida e lenta (Miyake et al., 2004). Segundo Mazur ef
al. (1972), as células congeladas rapidamente sdo mortas pela formagdo intracelular de
gelo e subsequente formagdo de cristais durante o descongelamento (especialmente
durante o descongelamento lento), enquanto que as células congeladas lentamente sdo
mortas pela longa exposiciio a alteragdes produzidas nas solugdes extracelulares, e
intracelulares, devido a conversdo de 4gua em gelo. Estas alteragdes, ou efeitos, da
solugdo incluem a concentragio dos solutos, desidratagdo, mudangas no pH e
precipitagdio dos solutos.

A maioria dos protozoarios, como o T. gondii (Booth et al., 1996), a E. histolytica
(Farri ef al.,, 1983), a G. lamblia (Lyman e Marchin, 1984), o P. chabaudi (Mutetwa e
James, 1984), a B. rodhaini (Dalgeish ef al., 1980), o 7. . gambiense (Maina et al,
2006), entre outros, t&m sido preservados usando a velocidade lenta de congelamento.

Dar et al. (1972), criopreservaram T. vivax, T. brucei e T. congolense usando as
mesmas velocidades de congelamento avaliadas no presente trabalho e verificaram que a
27.5°C/min, os tripanossomas apresentaram um declinio progressivo de infectividade,
mas quando criopreservados a 2°C/min ndo perderam a capacidade de infectar. Da
comparagio feita entre estas velocidades de congelamento no presente trabalho,
verificou-se que ndo houve diferenga significativa entre elas, porém, as amostras

congeladas a 2°C/min tiveram menor periodo pré-patente médio em relagfio as amostras
congeladas a 27.5°C/min.

8.4. Crioprotector ¢ concentragiio ideal

A escolha do agente crioprotector ¢ dependente do tipo de célula a ser preservada,
Para a maioria das células o glicero! é o agente de escolha porque ele é, geralmente,
menos toxico do que o DMSO. Porém, o DMSO €& mais penetrante na célula e,

geralmente, ¢ o agente de escolha para células mais complexas como os protistas (Silva er
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al, 2003). Por outro lado, o0 PVP ¢ impermeével, sendo um dos mais utilizados e
apresentando resultados satisfatérios na conservagio de microorganismos (Hubalek,
2003).

A concentragdo dptima dos crioprotectores varia com o tipo celular (Silva et al.,
2003). Duma forma geral, o DMSO ¢ o glicerol sdo geralmente usados a concentragdes
que variam de 5-10% e, ndo sdo utilizados juntos na mesma solugfo, com excepgdo para
celulas de plantas (Silva et al, 2003). Em criomicrobiologia, o PVP ¢ frequentemente
utilizado em concentra¢des que variam de 2-20%, em média 10% (Hubélek, 2003).

No presente trabalho, o glicerol ¢ 0 DMSO foram os melhores agentes
crioprotectores, seguidos pelo PVP. As concentragdes ideais para cada crioprotector
foram de 8 e 10% para o glicerol e DMSO e de 10% para 0 PVP. Resultados similares
foram obtidos por Dar et al. (1972), que criopreservaram com sucesso o T. vivax, T,
brucei e T. congolense usando o glicerol a 8%; Maina ef al. (2006) que criopreservaram o
T. b. gambiense usando o glicerol a 10%; Miyake ef al. (2004) que criopreservaram o T,
b. gambiense usando o DMSO a 10%.

Muitos trabalhos relatam a criopreservagio dos protozodrios usando o PVP como
agente crioprotector, mas poucos, ou mesmo nenhum, aborda o uso deste crioprotector
na criopreservagdo dos tripanossomas. Neste trabalho, os resultados da criopreservagdo
usando o PVP estdo de acordo com os de Standfast e Jorgensen (1997), que
criopreservaram com sucesso a B. bovis, B, bigemina e A. centrale usando 0 PVP a uma
concentragdo final de 10%. Vega et al. (1985) e Palmer ef al. (1982) utiizando o PVP a
10%, também criopreservaram com sucesso a B, bigemina ¢ B. bovis, respectivamente.

E importante salientar que o sucesso da criopreservagdo ndo depende somente do
tipo e concentragdio dos crioprotectores, mas sim de vérios factores como a espécie a ser
preservada, o tamanho e a forma da célula, a temperatura de incubagio, o pH, o conteido
de agua na célula, o conteido lipidico da célula, a velocidade de congelamento, a

temperatura e tempo de armazenamento, a velocidade de descongelamento e o meio de
recuperagdo (Hubalek, 1996).
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9. CONCLUSAO

Do presente trabalho conclui-se que:

A velocidade lenta de congelamento usando o glicerol, tanto a 8 como a 10%, é o

método mais eficaz para a criopreservagdo do 7. congolense em nitrogénio
liquido.

Os crioprotectores e as concentrages testadas ndo afectaram a viabilidade dos

tripanossomas, porém, o factor critico na sobrevivéncia destes parasitas pode ter

sido a velocidade de congelamento.
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10. RECOMENDACOES

Face ao trabalho, recomenda-se que:

Sejam utilizados métodos mais rapidos de contagem dos tripanossomas, de modo

a que as amostras sejam quantificadas ao mesmo tempo € com maior precisio.

Sejam feitos ensaios desta natureza combinando outros factores que afectam a

viabilidade dos tripanossomas ap0s a criopreservagio, como o tempo de

equilibrio, a velocidade de descongelamento, entre outros.

Nos préximos estudos se crie um meio de cultura ideal para a combinar com o

PVP, de modo a se obter melhores resultados.

v

Ve
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12. ANEXOS
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Anexo A. Preparagdo de PBS (Lanham e Godfrey, 1970)

a) Preparagdo do stock do tampio basico (PS):
Na;HPO4 (Anidro)
NaH,P0,.2H,0

para 1000ml

b) O PBS ¢ feito adicionando 4gua ao PS na proporgédo de 6:4ml (PS:H,0).

Anexo B1. Teste-f para a comparagio entre as velocidades de congelamento

T-Test

Hetodo de

Criopresenvacao 8td. Deviation
numero de dias - MeiodoA 10,966

Hetodo B 9818

Levene's Testfor
Equality of Variances Hestfor Equality of Means

05% Confidence
Interval ofthe
Mean | Std.Emor Difirence

Sig (Mtaled) | Diflerence | Difirence | Lower | Upper

numero de dias  Equalvariances
assumed bl 3058 283 A8 Tus

Equal variances
not assumed ,2” 3,055 2,453 1,338 ?,949
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Anexo B2: ANOVA e LSD na eficacia entre os trés crioprorectores.

Graph

Mean numero de dias
3 o
1 1

w
1

T
OMS0

Tipo de crioprotector




Avaliagio de diferentes métodos de criopreservagiio de Trypanosoma congolense em nitrogénio liquido

Oneway

numerode dias

Sum of
Squares Mean Square
Between Groups | 3510778 1755,389
Wiin Groups | 4238833 | 84
Totel 150611 |

Post Hoc Tests

Mhtiple Comparisons

Dependent Variable: numer de dias
)

Hean
Difference 85% Canfidence Inteval

() Tipo de croproector (A Tpodecinproteetr | &0 [ SuiEnor | S | LowerBound Upper Bound
Blicerol D0 3000 [ 2263 15 158

PP 16083] 2062 080 A1g
DHSO  Glienl ol 28 A5 151
PP A0 1093 160 45
PP Glerol 3 Y Har | ng0
DS 1908 2083 B 1

", The mean diference s signiicant itte 05 evel.
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Anexo B3:7este-t na comparacio entre as duas concentragdes dos crioprotectores.

est

o s

el de e

St Deii

5 Enor

e dedas 8%
f0%

i
il

Hen
1
il

et Samples T

Levene’sTestor
EquatyofVaranees

Hes1mequalmmeans

Sig (Maied)

Hean
(iferenee

51 Emor
{iferenne

5% Confidence
femloffe
Diference

assumed
Equl vaanees

Motassimed

Tmerodeds  Equalvaranes |
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Anexo B4:Teste-t na comparagio entre os isolados.

T est

Tinodelolaco
nmindedis bilof
i

Leyene’s Testfr
EnuallrVaranees Hestor Equatf ofeans

Wil
e o

Mo | Sl Frr | i
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55umeg
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Anexo B5: ANOVA na interacgio entre as variaveis

Univariate Analysis of Variance

Betiveen-Subjects Factors

Value Label
Metodo A
Wtodo B
fsolade 5
I50lado 6
Glicerol
DHS0

PP

8%

Hetodo de
criopresenvasan
Tipo de Isolado

Tipo de crioprotector

nivel de concentraca

L T T N e S G

Tests of Between-Subjects Fifects

Dependent Variable: numero de dias
Tipe l Sum
Soue 0fSquares Hezn Square
Hode! 100608672 418104
Wetodo *Isol. 690,778 345,389
Isol* Criop 15444 1210
Crigp* Cont 10333 3444
Hetodo * lsol
*Criop * 1080556 13 83120
Cone
Enor 2138333 48 44589
Tota 12200000 n

4. R Squared= 825 (Adjusted R Squared = 737)
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Anexo B6: Estatistica descritiva mostrando menor periodo pre patente medio com
glicerol

bescripﬁves

Desorpte Satisics

Helodo Tioo Gl Tonde kproiecr el g8 toncenbanan _ Hinitum
HefodoA lsolade5  Blero 0% rumero de dias | 3
Vet N fiswise)

0% rumer0 e digs

Vol N fiswise)

® e  iag

VN fishise

mero de dias

ValgN fisuece)

numera e dias

ValidM fishwise)

nmera g2 dias

Ve i)

Isolado§  Glterl numer ds dias
Valid N fishese)

numerode dizs

Vel N stz

nurero e 4ias

ValidN fishise)

nimero de dias

Vol N fshise

reern e ias

Valid N fishwise)

Rumero do ias
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Avaliagdo de diferentes métodos de criopreservagio de Trypanosoma congolense em nitrogénio liquido
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