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1. INTRODUCAO

Trichomonas gallinae, € um organismo eucariota, com distribuicdo mundial. O
parasito aloja-se no aparelho digestivo superior e, ocasionalmente, no trato
respiratorio de uma grande variedade de aves, principalmente na ordem
Columbiformes e Falconiformes (ROUFFAER et al., 2014). O ciclo biolégico do
parasito € direto (COOPER, 2002), sendo o organismo transmitido de um
hospedeiro para outro (FORRESTER & FOSTER, 2009) sem o envolvimento de
hospedeiros intermediarios ou paraténicos (COLE, 1999).

A criopreservacdo consiste na manutencdo de uma variedade de
microrganismos sob baixas temperaturas, tendo como principal objetivo a reducéo
de métodos que minimizem danos aos materiais biolégicos, durante o processo
de congelamento e estocagem a frio (COSTA et al., 2009).

Diante da necessidade de utilizacdo dos agentes crioprotetores, muitos
estudos tém sido desenvolvidos na busca de otimizar a escolha de diferentes
crioprotetores, diferentes concentracdes, relacdo do tempo e da temperatura para
sua adicao durante o processo de congelamento e até mesmo quanto a possivel
toxicidade que estes agentes podem oferecer ao material biolégico a ser
conservado (COSTA et al., 2009; CASTRO et al., 2011).

Com o objetivo de manter isolados de trofozoitos de T. gallinae viaveis por
um maior periodo de tempo em laboratdrio, este estudo avaliou a viabilidade dos
protozoarios isolados de pombos naturalmente infectados apds processo de
criopreservacdo com glicerol, dimetilsulféxido (DMSO), etilenoglicol e
propilenoglicol a 10%, sob freezer (-20°C) nitrogénio (-196°C), ultra freezer (-
80°C), avaliados nos tempos de 2, 15, 30, 60 e 90 dias.

2. METODOLOGIA

Foram utilizadas amostra de T. gallinae isolada de pombos domésticos (C.
livia) naturalmente infectados do municipio de Pelotas, obtida por meio de swab
oral, acrescido em meio TYM: Trypticase- Yeast Extract- Maltose (Diamond, 1957)
pH 7,2, com 1ml de soro bovino adulto, 300 pl de antibiético e 40ul de antifungico,
e incubados a 37°C em aerobiose por 48 horas.

Os cripotetores utilizados foram: dimetilsulfoxido (DMSO), etilenoglicol,
propileno glicol e glicerol, na concentracdo de 10%. Para a realizacdo do
experimento foram utilizados 10 criotubos para cada crioprotetor.

Os trofozoitos utilizados foram isolados de de cultivos de 24 horas, obtidos
pela centrifugacdo a 1500 rpm por 10 minutos, com a quantidade de 1x10°
trofozoitos/mL em meio TYM suplementado com soro bovinos estéril e antibiético
meropeném. Para as leituras serdo retirados 2 criotubos de cada método de
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congelamento utilizado (freezer, ultrafreezer e nitrogénio) nos seus respectivos
tempos determinados.

ApoOs a realizacdo do aliqguotamento dos crioprotetores e trofozoitos, os
criotubos foram acondicionados diretamente em freezer comum (-20°C) e
ultrafreezer (-80°C). Ja os criotubos que foram alocados em nitrogénio foram
previamente congelados no vapor do liquido a -45°C por 10 minutos, e
posteriormente para o nitrogénio liquido a -196°C.

Para a primeira avaliagdo da viabilidade do congelamento (ap6s 48 hs), se
realizou o descongelamento com o auxilio de agua aquecida (25°C) de dois
criotubos de cada crioprotetor (n=8). Os quais foram examinados ao microscopio
optico (40X) para verificacdo da motilidade dos protozoarios. Uma aliquota de
100mL foi repicada em caldo TYM a 37°C em aerobiose por 48 horas para
observacdo da viabilidade, através da multiplicacdo dos trofozoitos. Por fim, os
mesmos parametros de avaliacdo da amostra foram realizados em 15, 30 e 60
dias.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacdo do crioprotetor etilenoglicol, realizada em dois, 15, 30, e 60
dias, apds o descongelamento, pode-se observar um grande numero de formas
viaveis com motilidade ao exame microscopico, bem como o crescimento de
trofozoitos ap6s o cultivo das amostras (48hs). Isso sugere que 0s micro-
organismos continuaram viaveis nos intervalos de tempo testados em freezer
(70%) e ultrafreezer (90%) sob este crioprotetor.

Os criotubos que foram preservados com propilenoglicol apresentaram
resultados semelhantes ao etilenoglicol na criopreservagéo em ultrafreezer (80%)
nos diferentes tempos testados, e sob o congelamento em freezer obtivemos
resultados diferentes. Na leitura em dois e 15 dias, podemos observar 30% de
formas viaveis, e pOs 48 horas esse resultado se manteve. Apos 30 e 60 dias os
criotubos quando descongelados e observados (48hs) em microscépio
apresentaram poucas formas viaveis e com baixa motilidade (10%).

Na criopreservagédo com o crioprotetor DMSO na leitura realizada em dois e
15 dias observou-se 40% de formas viaveis e com boa motilidade. Para as
leituras em 30 e 60 dias, pode-se observar que o numero de trofozoitos era menor
e com baixa motilidade (10%) em ultrafreezer.

DMSO quando utilizado para a criopreservacao do trofozoitos sob o
congelamento em freezer, nas leituras realizadas em dois e 15 dias 20% de
formas viaveis foram visualizadas em microscépio. Na leitura em 30 e 60 dais,
verificou-se que a quantidade de trofozoitos apresentou-se baixissima e com
pouca motilidade (1%).

Sob o crioprotetor glicerol na leitura em dois, 15 e 30 dias foram
observadas formas viaveis com motilidade (50%), e em 48 horas, houve um leve
crescimento (70%). Na leitura em 60 dias foram observados poucos trofozoitos
viaveis e com baixa motilidade (20%), sob congelamento de ultrafreezer.

Trofozoitos criopreservados com glicerol, sob o congelamento em freezer
apresentaram positividade de 20% na leitura em dois dias, e quando observados
em 15, 30 e 60 dias o numero de formas viaveis ocorreu uma grande reducao
(1%), com pouca motilidade.

Sob o congelamento em nitrogénio, na leitura em dois dias, com o
crioproteror DMSO n&@o se observou trofozoitos viaveis. Com glicerol,
propilenoglicol e etilenoglicol visualizaram-se poucos trofozoitos, apresentando
pouca motilidade (1%), e ap6s 48 horas, nenhuma forma viavel foi visualizada.
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Quando realizada as leituras nos outros tempos determinados, ndo se obteve
éxito, pois ndo haviam trofozoitos viaveis e moéveis. Acredita-se que o mesmo
deve ter um congelamento diferenciado, para que ndo ocorra o rompimento dos
trofozoitos.

O estudo realizado por Campero (1989) com Tritrichomonas foetus, difere
do nosso trabalho, o qual pode observar que foram preservados com sucesso
trofozoitos sob nitrogénio liquido a -196°C na presenca de 10% de
dimetilsulféxido (DMSO), recuperando 65 a 85% dos parasitos, respectivamente.

Uga & Matsumura (1979) criopreservaram Trichomonas vaginalis em
nitrogénio liquido, utilizando glicerina e DMSO, os quais, demonstraram 60% de
viabilidade dos trofozoitos em DMSO. Os resultados encontrados neste estudo
diferem ao de Matsuo (2007) em um experimento de congelamento rapido de
sedimentacdo para Trichomonas vaginalis, utilizou como crioprotetores, DMSO,
etilenoglicol, propilenoglicol e glicerol. Destes, o DMSO apresentou um alto efeito
protetor, com um efeito maximo na concentracédo de 20%.

McEntegart (1954) criopreservou quatro espécies de Trichomonas: T.
foetus, T. vaginalis, T. hominis e T. gallinae com glicerol e verificou que o
congelamento rapido, causou uma maior destruicdo dos trofozoitos, no que foi
utilizado o protocolo de resfriamento lento. Lumsden et al. (1966) também
relataram que o protocolo de congelamento rapido, com DMSO, glicerol ou
polivinilpirrolidona 10%, ocorrendo também a degradacdo dos trofozoitos. Em
nosso estudoos crioprotetores etilenoglicol e propilenoglicol sob criopreservacéo
rapida obtiveram resultados positivos neste estudo.

Levine et al. (1962) mantiveram organismos viaveis por trés meses na
presenca de glicerol a —28°C e —95°C, e observaram que a porcentagem de
sobreviventes e a motilidade dos mesmos foi melhor apés armazenamento a —
95°C, o que corrobora com os achados neste estudo, quando comparados com 0
etilenoglicol sob o congelamento em ultrafreezer, mostrando-se um método eficaz
para a preservacdo de trofozoitos de T. gallinae, permitindo comparacdes de
caracteristicas biolégicas e bioquimicas de indmeras cepas, que podem ser
comparadas simultaneamente e proporcionando seguranca contra a perda
causada por contaminacdo, acidentes e eliminando possiveis problemas de
mudanca de patogenicidade e carater antigénico durante repetidos subcultivos in
vitro.

4. CONCLUSAO

De acordo com nossos resultados prévios, os crioprotetores etilenoglicol e
propilenoglicol apresentaram efetividade na criopreservacao de trofozoitos de T.
galline sob o congelamento em freezer e ultrafreezer. Sob o0s crioprotetores
DMSO e glicerol poucas formas viaveis foram observadas pds- descongelamento.
Na analise do congelamento sob nitrogénio n&o foi obtido nenhum resultado
positivo na criopreservacao, o qual os trofozoitos ndo apresentaram viabilidade.
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