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Metodologia da Criopreservacao dos
Trypanosomas evansi e Trypanosoma vivax

Vérias espécies do género Trypanosoma causam doencgas parasitarias de consideravel
importancia médica e veterinaria em todas as partes da Africa, Asia e as Américas. Estes
parasitas exibem consideravel diversidade genética intraespecifica, variagdo que tem
complicado sua classificagdo taxondmica. Esta diversidade e variagcdo podem ser definidas
em ambos niveis: do genoma e genes individuais. Em razdo desta diversidade genética tem-
se discutido muito sobre a representatividade das cepas mantidas em laboratério quando
comparadas com os isolados de campo (Deane et al., 1984). Aparentemente existe uma
adaptacdo do parasita na troca de hospedeiro. Sabe-se que um isolado de campo pode
estar constituido por uma populagéo heterogénea de tripanosomas. Nos estudos realizados
pelo Laboratério de Sanidade Animal da Embrapa Pantanal foram encontradas variagdes na
infectividade das cepas de T. evansi. Estas foram pouco infectivas em animais de
laboratério quando recém isoladas do hospedeiro natural, apresentando um periodo
prepatente de 12 a 43 dias e baixa parasitemia. Apds algumas passagens, elas se
mostraram mais infectivas com um periodo prepatente de 2 a 4 dias e uma parasitemia
mais alta. Também foram observadas variagfes biométricas deste parasita nas passagens.
Verificou-se que este parasita sofreu alteragdes morfométricas durante as passagens como
provavel conseqiiéncia da adaptacédo ao novo hospedeiro ou sele¢do de algumas sub-
populagdes. As caracteristicas biométricas das passagens foram sempre maiores que as do
isolado primario (Davila et al., 1998). As amostras de campo diferiram significativamente
dos isolados ap0s varias passagens em animais de laboratorio, sendo que quanto maior o
nuamero de passagens mais acentuacao das diferencas morfoldgicas. A criopreservacao
pode contribuir para que sejam mantidas amostras com variabilidade genética original da
cepa. Esse trabalho tem por objetivo descrever o método de criopreservacao utilizado no
Laboratério de Sanidade Animal da Embrapa Pantanal.

Passagens em animais de laboratério

Geralmente as passagens sao realizadas por via intraperitoneal. Os roedores de laboratério
(ratos e camundongos) tém se mostrado sensiveis nas infec¢des experimentais com T.
evansi. No caso do T. vivax tem sido mais dificil a manutencdo deste parasita em animais
de laboratério desde que geralmente ndo séo infectivos para estes animais. Alguns autores
tém mencionado que as formas de T. vivax encontradas durante a fase inicial da infeccao
em bovinos poderiam infectar roedores de laboratério. Também tem-se obtido algum
sucesso na adaptacdo deste parasita, imunossuprimindo ou irradiando camundongos e
ratos e inclusive através de passagens rapidas, logo apés o aparecimento de alguns
parasitas na corrente sangiinea. Para o controle das parasitemias nos camundongos deve-
se fazer esfregaco do sangue da cauda. Para a passagem, somente dois animais séo
necessarios. A freqiiéncia das passagens dependera da viruléncia da cepa, uma vez
adaptada para os camundongos, estes desenvolverdo rapidamente a doenca e morrerdo.

Criopreservacéao

Hoje muitos pesquisadores deparam-se com a falta de células geneticamente estabilizadas
para assegurar resultados reproduziveis e a continuidade de suas pesquisas cientificas. O
subcultivo ou a passagem serial em animais de laboratério é muito laborioso e pode levar a
contaminacgdo ou selecdo genética de determinadas populacdes. Contudo a populagdo de
células ou microorganismos podem ser estabilizadas pela submisséo deles a temperatura
criogénicas, as quais por propdsitos praticos detém o tempo. A estabilizacdo de células a
temperaturas criogénicas é chamada criopreservacao, um ramo aplicado da criobiologia ou
o estudo da vida a baixas temperaturas. Os avangos na tecnologia da criopresevacédo tém
conduzido a métodos que permitem a manutencgdo de varios tipos celulares a baixas
temperaturas. As técnicas estdo disponiveis para a preservacdo de microorganismos,
tecidos celulares isolados, pequenos organismos multicelulares e ainda, organismos mais
complexos como os embrides. O processo de congelamento envolve um fenédmeno
complexo, ainda ndo completamente entendido.
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Agentes Crioprotetores

Vérios compostos tém sido testados como agentes
crioprotetores isoladamente ou em combinacéo e
dentre eles estédo os acgUcares, soro e solventes.
Embora néo haja regras absolutas na
criopreservacao, o glicerol e o dimetil sulfoxido
(DMSO) tém sido amplamente usados e parecer ser
os mais efetivos. A escolha do agente crioprotetor
€ dependente do tipo celular a ser preservado. Para
a maioria das células o glicerol é o agente de
escolha porque ele é geralmente menos toxico do
gue o DMSO. Contudo o DMSO é mais penetrante
na célula e geralmente é o agente de escolha para
células mais complexas tais como os protistas. O
agente crioprotetor deve ser diluido a concentragéo
desejada antes de ser adicionado a suspensao de
células. Este procedimento minimiza os efeitos
potencialmente deletérios das reagdes quimicas,
tais como geracdo de calor e assegura a exposi¢cao
mais uniforme para o agente crioprotetor quando
ele é adicionado a suspencao de células, reduzindo
seus efeitos potencialmente téxicos. O DMSO e o
glicerol sdo geralmente usados em concentracdes
gue variam de 5-10% (v/v), e ndo sdo usadas
juntas na mesma solugdo, com excecéo de células
de plantas. A concentragdo 6tima varia com o tipo
celular. O glicerol e o DMSO devem ser
esterilizados antes do uso. O glicerol pode ser
esterilizado pela autoclavagem durante 15 minutos
a 121°C. O glicerol deve ser protegido da luz
durante o armazenamento. O DMSO deve ser
esterelizado por filtracdo usando-se uma seringa
filtro de nylon de 0.2-u ou seringa de Teflon PTFE
as quais foram pré-lavadas com &lcool e
enxaguadas com DMSO. Os agentes crioprotetores
devem ser preparados para uso Unico para
minimizar o risco de contaminagcdo. O DMSO deve
ser sempre manuseado com luvas, pois pode
penetrar através da pele e causar intoxicacgao.

Método de Criopreservacao

I. Coletar sangue infectado em tubos com heparina
ou EDTA (de preferéncia os tubos com
anticoagulante deverdo estar a baixa temperatura,
rodeados com gelo ou agua gelada);

Il. Misturar o sangue dos tubos com 7-10% de
glicerol;

Ill. Homogeneizar;

IV. Colocar o sangue homogeneizado com glicerol
em frascos de criopreservacao preenchendo no
méaximo 75% do volume do recipiente;

V. Colocar os frascos de crioperservagéo contendo
0 sangue no vapor de nitrogénio liquido (num
isopor contendo um pouco de nitrogénio liquido)
durante 20 min.;

VI. Depois deste procedimento podera ser
armazenado no botijdo de nitrogénio liquido a -196
°C.

Descongelamento

Para o descongelamento, retirar os frascos a serem
descongelados do nitrogénio liquido e colocéa-los
em banho- maria a 37 °C durante 5-7 min. Depois
deste procedimento poderdo ser conferidos no
microscopio a viabilidade e motilidade destes
parasitas.

Conclusoes

O método de criopreservacao para 0s
Tripanosomas evansi e Tripanosoma vivax,
utilizado no Laboratério de Sanidade Animal da
Embrapa Pantanal mostrou-se efetivo e com um
indice de recuperacéo de cepas criopreservadas
superior a 90%.

Recomendacdes

Baseados em nossas experiéncias de campo e
laboratdrio recomendamos criopreservar as
amostras isoladas diretamente do campo:
“isolado”, “isolado primario” ou “isolado de
campo”, fazendo o menor nimero de passagens
em animais de laboratério como uma tentativa de
estudar as propriedades destes parasitas como

expressadas na natureza.

Os camundongos sé@o os melhores hospedeiros
para o isolamento do Tripanosoma evansi. Para ser
obtida uma alta parasitemia sdo necessérias varias
passagens em camundongos. Quando uma alta
parasitemia é alcancada, entdo é possivel congelar
a cepa.

Deve-se fazer esforgos para guardar como material
crioperservado todos os isolados de campo ou cada
uma das passagens nos animais de laboratério.
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