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AVALIACAO DE TECNICAS DE CRIOPRESERVACAO PARA MANUTENGCAO DE
LINHAGEM DE Haemonchus contortus EM LABORATORIO

RESUMO — O Haemonchus contortus se destaca como a principal verminose
dos ovinos. Esse mostra-se mais propenso ao desenvolvimento de resisténcia aos
antihelminticos, provavelmente, devido ao seu alto potencial bidtico e a sua grande
variabilidade genética. A criopreservacao possibilita a manutengéo de linhagens com
caracteristicas desejaveis por um longo periodo de tempo a um baixo custo, somado
a uma reducao drastica no numero de animais mantidos em laboratérios. O presente
estudo visou comparar diferentes técnicas de criopreservacdo, considerando o0s
melhores resultados quanto a taxa de sobrevida, motilidade e manutencdo da
infectividade de larvas L3 de Haemonchus contortus. A diferenca entre cada técnica
se deu através da alternancia entre trés etapas distintas, a manutencdo ou remocao
das bainhas das larvas L3 de Haemonchus contortus com Hipoclorito de Sddio, a
utiizagdo ou ndo de Etileno Glicol como crioprotetor e a velocidade de
congelamento, lento ou ultrarrdpido. O estudo identificou etapas estratégicas na
criopreservacgédo de larvas L3 de Haemonchus contortus, entre essas, a auséncia de
bainha e o congelamento lento se mostraram imprescindiveis para obtencdo de
alguma taxa de sobrevida ap6s o descongelamento. Ja o uso do Etileno Glicol como
crioprotetor ndo se mostrou imprescindivel, entretanto, apresentou beneficios a
técnica, elevando as taxas de sobrevida e motilidade significativamente para um
periodo maior de congelamento.

Palavras-chave: Crioprotetor, Desembainhamento, Etileno Glicol, Hipoclorito de
Sadio, Larvas infectantes, Nematddeo



EVALUATION OF CRYOPRESERVATION TECHNIQUES FOR Haemonchus
contortus LINEAGE MAINTENANCE IN LABORATORY

ABSTRACT — The Haemonchus contortus stands out as the main worms in
sheep. This seems to be more likely to the development of resistance to
antihelmintics, probably due to its high biotic potencial and genetic variability. The
cryopreservation allows lineage maintenance with desirable characteristics for a long
period of time, added to a drastic decrease in the number of animals kept in
laboratories. The present study aimed at comparing different cryopreservation
techniques, considering the best results regarding survival rate, motility and infectivity
maintenance of Haemonchus contortus L3 larvae. The difference between each
techniqgue occurred through the alternation between three distinct stages, the
conservation or removal of the sheaths of Haemonchus contortus L3 larvae with
Sodium Hypochlorite, the use or not of Ethylene Glycol as a cryoprotector and the
freezing speed, slow or ultrafast. The study identified strategic stages on the
cryopreservation of Haemonchus contortus L3 larvae, among these, the absence of
sheath and slow freezing proved to be essential for obtaining any survival rate after
the defrosting. Instead, the use of Ethylene Glycol as cryoprotector was not
indispensable, however presented technical benefits, significantly increasing the
survival rates and motility for a longer period of freezing.

Key-words: Cryprotectant, Exsheathed, Ethylene Glycol, Sodium Hypochlorite,
Infective larvae, Nematode
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1. INTRODUCAO

As ovelhas (Ovis aries), juntamente com as cabras (Capra hircus), foram as
primeiras espécies a serem domesticadas (CHESSA et al., 2009). Com o passar do
tempo, esses pequenos ruminantes da familia dos bovideos, ganharam papel de
destaque na atividade econdémica nacional e mundial, principalmente a ovinocultura,
onde os maiores rebanhos se encontram na China, Australia, india, Ird, Sud&o e
Nova Zelandia (FAO, 2007).

O crescimento comercial da ovinocultura sofre com as dificuldade em se
controlar os efeitos do parasitismo por nematddeos gastrintestinais, em especial, em
paises como o Brasil, com clima muito favoravel ao desenvolvimento e manutencao
desses patdégenos (LUX HOPPE; TESTI, 2012). Dentre esses parasitas, 0
nematddeo Haemonchus contortus, distribuido por todo Brasil, se destaca como a
principal verminose dos ovinos, resultando em progressiva perda de peso, anemia,
hipoproteinemia, entre outras complicagdes (LUX HOPPE; TESTI, 2012). Esse ainda
se destaca como o principal responsavel pelo rapido desenvolvimento de
resisténcia aos antihelminticos nos pequenos ruminantes (SANGSTER, 2001),
especialmente, quando o controle quimico se faz como o principal recurso
empregado pelos produtores, o que leva a uma selecdo de linhagens resistentes e
consequente entrave ao controle efetivo desse parasita (AMARANTE, 2014).

A criopreservagdo surge como uma alternativa para a manutengcédo de
linhagens de helmintos com caracteristicas interessantes, como a resisténcia ou
sensibilidade a determinados farmacos, em adicdo a uma menor dependéncia no
uso de animais doadores (GILL & REDWIN, 1995). O alto custo de manutencao de
um animal doador, estimado em cerca de US$1200,00 ao ano (CHAGAS et al.,
2013), enfatiza a necessidade de desenvolvimento de técnicas de criopreservacao
mais eficientes. Somado aos beneficios ja citados, a criopreservacdo ainda pode ser
atil para manutencédo de linhagens de helmintos provenientes de animais selvagens
de vida livre.

Atualmente, a ineficacia das técnicas de criopreservacao € exemplificada por
baixas taxas de viabilidade pds-descongelamento como, por exemplo, o do



nematddeo tricostrongilideo Nematodirus, com viabilidade entre 2,4 e 12%, do
oncocercideo Brugia, com viabilidade de 22%, e do trematdédeo Schistosoma
mansoni, que nao sobrevive ao referido processo (JAMES, 2004). Com isso, a
manutengdo de linhagens de helmintos em animais doadores ainda se faz
necessaria.

Esse processo de manutencdo em animais € caro e trabalhoso, além de
exigir uma infraestrutura adequada para que sejam atendidas as necessidades
minimas de bem-estar animal (CAMPBELL; THOMSON, 1973; VAN WYK et al.,
1977; COLES et al., 1980).

Algumas técnicas de criopreservacao ja foram descritas (ECKERT, 1988;
MULLER, 1991; SMITH, 2002). No entanto, a maioria dessas técnicas € demorada e
exige um grande numero de larvas, de modo que se possa recuperar um numero
razoavel de parasitas vivos e Uteis apds o descongelamento. Além disso, a
infectividade dos parasitas sobreviventes é geralmente muito baixa apdés o
descongelamento (ECKERT, 1988; MULLER et al., 1991).



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Alguns organismos endémicos de ecossistemas extremos podem apresentar
mecanismos impares de sobrevivéncia. Em areas de temperaturas baixas, algumas
espécies desenvolveram mecanismos que resultam em suspensdo de suas
atividades metabdlicas, retomando o funcionamento normal do organismo quando as
condi¢cdes do ambiente voltam a um estado favoravel (CROWE, 1971).

Sao numerosos os relatos de habilidades inerentes a algumas espécies em
se manterem vivas apés o congelamento. DANKS (1978) e STOREY (1983) ja
descreviam casos de insetos terrestres capazes desse feito. ANDERSON et al.
(1970) também relatou a sobrevivéncia de larvas de terceiro estagio de
Trichostrongylus colubriformis a temperaturas abaixo de 0° C em condi¢Ges naturais.
Esses estudos reforcaram os relatos de Werterjuk (1959), que descreve a
sobrevivéncia de larvas dessa espécie, em condi¢cdes naturais, a temperaturas de -
28°C. Essas alegacdes ndo ficaram restritas a artropodes e helmintos, também
sendo descritas em alguns anfibios. Ras das espécies Rana sylvatica e Hyla
versicolor apresentam tolerancia natural ao congelamento como estratégia de
sobrevivéncia ao inverno (KENNETH; JANET, 1984).

A repeticdo dessa caracteristica em condi¢cdes controladas de laboratorio
representa uma excelente alternativa para a preservacdo de espécies com
caracteristicas desejaveis, como resisténcia ou sensibilidade a quimioterapicos,
diferentes graus de patogenicidade, além de outros materiais bioldgicos (HUBALEK,
2003).

Algumas dessas caracteristicas, como a sensibilidade as ivermectinas de
baixa concentracdo (1%), sdo cada vez mais raras de serem encontradas em
nematddeos de vida livre, principalmente em Haemonchus contortus, por serem
esses mais propensos a desenvolverem resisténcia, provavelmente, devido ao seu
alto potencial biotico (ECHEVARRIA & TRINDADE,1989) e a sua grande
variabilidade genética (BLACKHALL et al., 1998). Somados a alta frequéncia de
tratamentos e de sub-doses de anti-helminticos (KUMSA, 2009).

A criopreservacgdo ainda contribui para os estudos taxondémicos, uma vez

gue é capaz de preservar estruturas anatdbmicas sem o uso de fixadores, em



especial os derivados do formaldeido, os quais, além de serem tdxicos, provocam
alteracdes morfoldgicas e moleculares (BERALDO; CODOLO, 2014).

Adicionalmente, a eficiéncia da criopreservacdo de parasitas em um ponto
conveniente do seu ciclo pode contribuir consideravelmente para reducao do uso de
animais em experimentagcao, hoje, fundamentais para manutencdo de larvas em
laboratério. Dessa forma, seria possivel estabelecer uma cole¢do helmintolégica
viva, sem o uso de animais, como material de referéncia para diferentes centros de
pesquisas (ECKERT, 1987a,b).

A reducdo do numero de animais, por si sO, j& seria suficiente para justificar
maiores investimentos em pesquisas voltadas para a busca de uma maior eficiéncia
no processo de criopreservacdo. A manutencdo de animais, em especial de
ruminantes domeésticos, é muito exigente quanto a mao-de-obra e instalagfes (GILL;
REDWIN, 1995 e CHAGAS et al., 2013). No entanto, ndo sdo somente 0s custos e o
bem-estar animal que dificultam o uso de animais na manutengcdo de linhagens.
Algumas caracteristicas fenotipicas dos nematdédeos podem ser perdidas ao longo
do tempo, diferentemente do que acontece na criopreservacdo, a qual mantém o
estado bioldgico do parasita praticamente inalterado (VAN WYK et al., 2000)

A criobiologia ja percorreu um longo caminho desde que Henry Power
relatou, em 1664, que espécimes de Turbatrix aceti, um nematdédeo de vida livre
frequentemente associado ao vinagre, congelados devido & exposi¢do a uma geada
durante a noite “dancaram e brincaram animados como sempre” apdés o
descongelamento (KEILIN, 1959).

WHARTON (1986) descreve que a capacidade de resisténcia as baixas
temperaturas estd intimamente ligada a baixas concentracdes de &gua nos
parasitas. Essa observacdo orientou as pesquisas posteriores, que buscaram
empregar técnicas que fazem uso de etapas e substadncias que diminuam a
concentracdo de agua intracelular, evitando assim a formagéo de cristais de gelo.
Estes cristais sdo o0s grandes responsaveis pela alta mortalidade das larvas
verificadas apdés o descongelamento, ocasionando lesdes celulares deletérias
(HUBERT et al., 1997). A taxa de viabilidade das larvas é inversa a concentracéo de

agua intracelular presente (SMITH, 1990).
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Adicionalmente a quantidade de agua intracelular, outros fatores como
tamanho das células, a forma e o estagio de desenvolvimento larval, a composicéo
do meio de manutencdo dos espécimes, a temperatura e a velocidade de
congelamento, o periodo de estocagem e a velocidade de descongelamento
também sdo importantes para o sucesso do procedimento de criopreservacéo
(HUBALEK, 2003).

Com o passar do tempo, alguns fatores despontaram-se dentre as técnicas
como pontos estratégicos para se alcancar altas taxas de sobrevivéncia apos o
descongelamento. Dentre eles, a escolha de larvas de terceiro estagio (L3) para a
criopreservacdo de nematdédeos foi um importante passo, uma vez que estas
mostraram maior resisténcia ao processo quando comparadas a outros estagios pré-
parasitarios (WHARTON et al., 1989). O desembainhamento larval, relatado
primeiramente por Campbell et al. (1972), o qual se mostrou fundamental para
sobrevivéncia da maioria das larvas de nematddeos avaliados. E posteriormente
demonstrado por Hubert (1996), onde as diferentes espécies de nematddeos,
Haemonchus contortus, Trichostrongylus colubriformis, Teladorsagia circumcincta e
Cooperia curticei, apresentaram 100% de mortalidade quando tiveram suas bainhas
preservadas, independentemente da velocidade do congelamento a qual foram
expostas.

Os crioprotetores, os quais segundo Hubalek (2003) marcaram o inicio da
modernizacdo das técnicas de criopreservacdo. Esses variam entre dois grandes
grupos, os crioprotetores que agem a nivel intracelular, alcoois (Etileno Glicol,
Glicerol,DMSO) e amidas ( Acetamida, Lactamida), e os que agem de forma
extracelular ou ndo penetrante, representados por macromoléculas (Glicose,
Sacarose, aminoacidos), que atuam por meio de efeito osmadtico.
Independentemente do grupo, esses devem ser altamente hidrofilicos, o que é
decorrente da presenca de grupos quimicos que se ligam fortemente com as
moléculas de agua (HUBALEK, 2003). Por fim, destaca-se a velocidade de
congelamento, a qual influencia de forma distinta as taxas de sobrevida das
diferentes espécies de helmintos e seus estagios de desenvolvimento (JAMES,
2004). Como exemplo dessa variagao, citam-se a Onchocerca spp e as larvas L3 de
Brugia spp, com uma viabilidade de 78% apd6s o congelamento ultrarrapido



(vitrificac@o). Por outro lado, sdo encontradas taxas totalmente opostas quando olha-
se para microfilarias de Brugia spp e larvas L3 de H. contortus, as quais apenas
responderam ao congelamento lento, alcancando indices de 79% de viabilidade.

A partir desse momento, diversas espécies de nematddeos de bovinos,
ovinos, caes entre outras espécies, foram congelados e descongelados com relativo
sucesso, com boa manutencdo da infectividade (CAMPBELL & THOMSON, 1973;
CAMPBELL, BLAIR & EGERTON, 1973; KELLY, CAMPBELL & WHITLOCK, 1976;
VAN WYK, GERBER & VAN AARDT, 1977).

O entendimento parcial dos fatores supra citados trouxeram beneficios
consideraveis a eficiencia do processo de criopreservagcdo. Como exemplo, a
viabilidade proxima a 100% alcancada pelas larvas de T. colubriformis apos
descongelamento (CONDER, 1996). Como outros exemplos, SMITH (1990) relatou
gue o uso de crioprotetores elevou a sobrevivéncia e motilidade de alguns parasitas
a indices proximos de 80%, apOs o descongelamento. E por fim, resultados que
mostram o0 quanto a identificacdo da velocidade ideal de congelamento para o
organismo em estudo contribui com a eficiéncia da técnica de criopreservacao. Esse
fato fica claro com a variacdo da viabilidade das larvas com a mudanca da
velocidade de congelamento, Brugia spp. 23% (lento), 78% (ultrarrapido);
Nematodirus spp. 12% (lento), 31% (ultrarrdpido) (JAMES, 2004); Trichostrongylus
colubriformis 89% (lento), 2% (ultrarrapido); Cooperia curticei 84% (lento), 3,5%
(ultrarrapido) (HUBERT et al., 1997).

No geral, ainda ndo ha um consenso sobre o procedimento mais adequado
para criopreservacdo de larvas de nematddeos parasitas, visto que as técnicas
atuais ainda apresentam inuUmeras etapas distintas, como o uso de diferentes
crioprotetores, com destaque para a amida, Dimetilformamida, e para os &lcoois,
Glicerol e Etileno Glicol. Destacam-se ainda as diferentes formas para remocao das
bainhas, desde o uso de hipoclorito até a remocédo com CO,, além dos diferentes
modos de se chegar ao congelamento, como através de um ultra freezer (-86°C),
com ou sem pre-refrigeracdo, ou simplesmente uma imersao direta em nitrogénio
liquido & -196°C.

Os resultados encontrados ainda carecem de informac¢des quantitativas e

gualitativas a respeito da sobrevivéncia das larvas de uma forma geral, além da



guestdo das taxas de sobrevida no pés-descongelamento variarem de baixa a

moderada para a maioria das espécies de nematdédeos (JAMES, 2004).



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente estudo buscou definir metodologia de criopreservacéo de larvas
infectivas de nematddeos parasitas, utilizando-se Haemonchus contortus como

modelo.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Obter uma linhagem pura de Haemonchus contortus.

3.2.2 Avaliar os diferentes protocolos de desembainhamento das larvas de terceiro
estagio, levando-se em consideragdo a concentracdo de hipoclorito de sédio
(NaClO) e o tempo de exposi¢cao a esse reagente.

3.2.3 Inocular em ovinos, para avaliagdo da manutencdo da infectividade, os
grupos considerados mais vidveis em relacdo as taxas de sobrevida e

motilidade, apds o descongelamento.

Considerando o exposto, o presente estudo visa descrever uma técnica de
criopreservacédo de helmintos de simples execugéao, com garantia de boas taxas de

sobrevivéncia e motilidade das larvas, manutencéo de infectividade e baixo custo.



4. METODOLOGIA

4.1.Obtencéo de Linhagem Pura de H. contortus

4.1.1. Animais

Para esta etapa do trabalho foram utilizados seis ovinos jovens, clinicamente
saudaveis, de racas mesticas, machos e fémeas, com idade inferior a um ano.

Previamente ao inicio dos procedimentos experimentais, estes foram
tratados com anti-helminticos comerciais a base de monepantel, sulfoxido de
albendazol, levamisol e triclorfon para eliminacdo de infeccdo parasitaria pré-
existente, com confirmacdo da eliminacdo de infeccdo por exames
coproparasitolégicos, contagem de ovos por grama de fezes, em dias alternados.

Durante todo o procedimento, os animais foram mantidos aos pares em
gaiolas suspensas, com alimentacdo composta por silagem de milho adicionada de
racdo comercial para cordeiros, além de agua potavel a vontade.

Estes animais foram divididos em dois grupos: quatro animais
amplificadores, nos quais foi feita a amplificagéo da cultura de larva mista de campo
e dois animais doadores, infectados ja com a linhagem pura.

4.1.2. Linhagem de H. contortus

Foi utilizado, para o presente estudo, uma linhagem obtida de uma
propriedade de ovinos de Rio Verde, Goias. Essa linhagem apresenta sensibilidade
superior a 80% a lactonas macrociclicas de baixa concentracdo (1%), conforme
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comprovado em estudos prévios realizados pelo Setor de Enfermidades Parasitarias
dos Animais, Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducao
Animal, FCAV/Unesp.

As L3 que foram utilizadas para obtencdo da cultura pura de H. contortus,
foram extraidas de acordo com a técnica de Roberts & O’Sullivan (UENO &
GONGCALVES, 1998), a partir do material fecal de ovinos localizado em Rio Verde,
Goias, e armazenadas em geladeira a temperatura de 4°C, até a inoculacdo nos

doadores.

4.1.3. Infecgdo e Necropsia dos Animais

In6éculos com aproximadamente 5.000 larvas foram administradas aos
animais doadores por via oral, como preconizado por Wood et al. (1995), com auxilio
de pistola dosadora. Uma semana ap0s o estabelecimento do periodo patente,
constatado por meio de exames coproparasitolégicos, contagem de ovos por grama,
os animais foram abatidos seguindo-se 0os métodos preconizados pela AVMA (2007)
e necropsiados logo em seguida. O abomaso de cada animal foi isolado, removido e
aberto em bandeja. Os nematédeos adultos foram removidos manualmente do
conteaddo abomasal e colocados em placas de Petri com solugdo salina para

processamento posterior.

4.1.4. Oviposigéao In Vitro

As placas contendo o0s parasitas foram examinadas em microscépio
estereoscopico. As fémeas adultas de maior motilidade e tamanho foram
selecionadas e depositadas em nova placa de Petri com solucdo salina fisioldgica.
As placas, cada uma com 100 fémeas, foram mantidas, por oito horas em estufa
B.0.D a 37°C com umidade superior a 80%, para oviposicao.
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Apbs esse periodo, as placas foram lavadas com agua destilada, reunindo
todos 0s ovos em um unico béquer. Os ovos, suspensos em agua destilada, foram
concentrados e misturados com fezes de equinos livres de parasitas. As larvas
infectantes (L3) foram obtidas a partir dessas culturas fecais de acordo com a
técnica de Roberts & O’Sullivan (UENO & GONCALVES, 1998).

4.2.Avaliacéo de Protocolos de Desembainhamento

4.2.1. Delineamento Experimental

As larvas necessarias para essa etapa foram obtidas por meio de
coprocultura, onde as amostras de fezes foram colhidas ao longo de um periodo de
oito horas dos animais doadores.

Para andlise dos diferentes protocolos de desembainhamento das larvas de
terceiro estagio, foi levado em consideracdo a relacdo entre a concentracdo de
hipoclorito de sédio (NaCIlO) e o tempo de exposicao a esse reagente.

Foram avaliados quatros diferentes protocolos, nos quais a concentragao de
hipoclorito de sddio variou entre 50ppm, 100ppm, 200ppm e 500ppm.

Para cada uma das concentracoes foram feitas 10 repeticbes, cada qual era
constituida de uma gota de 20ul da mistura com uma média de 50 larvas. Essa foi
entdo acompanhada no microscépio ininterruptamente, para que assim, fosse
determinado em  minutos, 0s tempos experimentais T1(inicio de
desembainhamento), T2 (90% de desembainhamento) e T3 (100% de

desembainhamento), para as diferentes concentracdes de hipoclorito de sodio.



12

4.2.2. Andlise Estatistica

A homogeneidade da contagem de larvas em cada gota foi avaliada pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov a 5%. Posteriormente, as médias em minutos para
cada um dos tempos experimentais (T1, T2 e T3) foram comparadas pelo teste de

ANOVA com Tukey posterior, ap0s constatacdo de homocedasticidade dos valores.

4.3.Criopreservacgéao

Cada um dos grupos criopreservados (n=8) foi composto de 15 amostras
com cerca de 5.000 L3 de H. contortus em cada. Essas foram submetidas a
diferentes protocolos de criopreservagao, com excecado do grupo controle, formado
por larvas frescas (Figura 1). Esse foi usado como parametro para a

comparabilidade da infectividade entre as larvas criopreservadas e as frescas.
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Figura 1. Fluxograma do delineamento experimental para avaliacdo das técnicas de
criopreservacgao para larvas L3 de Haemonchus contortus.

Nessa etapa foram congelados oito dos nove grupos (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8),
com 15 amostras (criotubos) por grupo. Cada criotubo apresentava um volume de
2mL, o qual foi preenchido com 0,2mL de uma solugcdo contendo 5.000 larvas e
1,8mL de PBS ( 137mM NacCl; 10mM fosfato; 2,7mM KCI; pH 7,4) (Figura 2A).

As solucdes contendo L3 de H. contortus utilizadas para cada grupo
distinguiam-se entre si. Essas diferencas se mostraram pela combinacéo de fatores
como a presenga ou auséncia da bainha protetora nas larvas, o uso ou nao do
etileno glicol como crioprotetor, e por fim, a velocidade com que os grupos foram

levados a atingir a temperatura de -196 °C.
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Figura 2. Materiais para o congelamento das larvas L3 de Haemonchus contortus.
(A) Criotubos. (B) Haste de inox para fixacao dos criotubos no gargalo do botijao de
nitrogénio liquido (-45°C) (congelamento lento). (C e D) Caneca para
armazenamento dos criotubos no interior do botijdo de nitrogénio liquido (-196°c).

4.3.1. Desembainhamento

Os grupos 5, 6, 7, 8, 0os quais passaram pela etapa de remocéo da bainha,
foram submetidos a um banho de hipoclorito de sddio a 0,02% (200ppm). Tal
concentragéo foi alcancada a partir de uma solugéo de 2% de hipoclorito de sodio
(0,2mL NaCIlO + 9,8mL H,0O + 10mL da cultura).

Apés adicdo de hipoclorito de sodio, na diluicdo supracitada, as suspensfes

de larvas, aliquotas de 20uL dessas suspensdes foram avaliadas em microscépio de
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luz, com aumento de 20 vezes para acompanhamento da evolugdo do
desembainhamento.

Como medida para frear essa exposi¢do ao hipoclorito, apés 90% das larvas
terem perdido sua bainha, a mistura contendo larvas foi dividida em tubos cénicos e
lavada sob centrifugacao (1500rpm por trés minutos), retirando-se o sobrenadante e
adicionando PBS (137mM NaCl; 10mM fosfato; 2,7mM Kcl; pH 7,4) apdés cada
lavagem. Esse processo foi repetido por trés vezes na tentativa de eliminar qualquer
residuo de hipoclorito de sodio.

4.3.2. Banho de Etileno Glicol

Quatro grupos (1, 3, 5, 7), totalizando 60 amostras, foram submetidos a um
banho de Etileno Glicol (Figura 3). Essa substancia é responsavel, primeiramente,
pela manutencdo de um equilibrio osmotico, quando utilizado na concentragdo de
10%, (1mL C,HgO, + 3mL H,O + 6mL de cultura) a 37°C em estufa B.O.D (Figura
4A), e posteriormente, responsavel por uma desidratacdo. Essa segunda fase inicia-
se com a adi¢do de 6mL C,HgO2 + 4mL de H,O a mistura, transformando-a em uma
solugcdo a 35% de Etileno Glicol, e em seguida, levada ao freezer (-5°C) por 45
minutos, 0 que resulta em um menor armazenamento de &gua intracelular. As
concentracOes utilizadas nessa etapa foram obtidas a partir de uma solugcdo 100%
de Etileno Glicol.
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Figura 3. Fluxograma da criopreservagéo com o uso do crioprotetor Etileno Glicol

O volume resultante das etapas anteriores foi dividido em quatro tubos
conicos de 15mL e centrifugados a 1500rpm por trés minutos (Figura 4B e 4C). O
sobrenadante foi removido, evitando a dissolugdo das larvas precipitadas, e
adicionado solucao salina tamponada (Figura 4D). Esse processo se repetiu por trés
vezes consecutivas.

ApGs a lavagem em centrifugacdo o volume total foi reduzido e armazenado

em criotubos de 2mL, como aproximadamente 5.000 larvas por tubo.
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Figura 4. Etapas do pré-congelamento. (A) Equilibrio osmético em estufa D.B.O
(Etileno Glicol 10%). (B e C) Centrifugagdo das amostras. (D) Sobrenadante mais
precipitado constituido por larvas.

4.3.3. Congelamento Ultrarrapido (Vitrificagao)

No congelamento ultrarrapido os criotubos pertencentes aos grupos 1, 2,5 e
6 foram imersos diretamente no nitrogénio liquido, estando esses fixados em
bastdes de aluminio (Figuras 2C e 2D). O decaimento da temperatura nesse caso
acontece com uma velocidade de cerca de 5.100°C por minuto (JAMES, 1985),
permanecendo os criotubos conservados a -196°C dentro do botijio de nitrogénio
liquido.
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4.3.4. Congelamento Lento

Nessa etapa, os grupos 3, 4, 7 e 8 foram submetidos a refrigeragcdo em
geladeira (4°C), a partir da temperatura ambiente, até que se atingisse 4°C (+ quatro
horas). Entdo foram retirados do refrigerador e resfriados durante 2 horas e meia,
presos no gargalo do recipiente contendo nitrogénio liquido utilizando-se de uma
haste moldada de aco inoxidado elaborado para o experimento (Figura 2B). A taxa
de arrefecimento da fase gasosa é 1°C por minuto segundo Smith et al. (1990).
Depois os grupos foram colocados em bastdes de aluminio e imersos no nitrogénio

liqguido para conservacgéao (Figura 2C e 2D).

4.3.5. Descongelamento das Larvas

As amostras foram descongeladas com dois (18/07/2014), trés (18/08/2014)
e quatro meses (18/09/2014) ap6s a data de congelamento (18/05/2014).

Os criotubos foram primeiramente transferidos para uma estufa B.O.D por 20
minutos a 30 °C. Posteriormente, para que se concluisse o descongelamento, essa
temperatura foi reduzida para 20°C e as larvas mantidas por mais 1h e 40min,
totalizando um tempo de no minimo duas horas dentro da B.O.D., para s6 assim,

serem submetidas as analises de viabilidade, sobrevida e motilidade.

4.4. Viabilidade das Larvas Pds-Descongelamento

A viabilidade da criopreservagdo dos grupos foi realizada primeiramente
através da taxa de sobrevida das larvas apds o descongelamento. Essa avaliagéo foi
obtida através da leitura de uma fracdo, 40uL, da suspensdo homogeneizada de
larvas presentes nos microtubos, apos 2h do descongelamento. Com a confirmacao
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de alguma taxa de sobrevida na amostra, uma fragcdo dessa era coletada e
destinada a placa de Petri para leitura. Cada leitura foi feita com seis repeticdes de
40ul, buscando uma média de 100 larvas por repeticdo, para os tempos de duas,
guatro e seis horas apos o descongelamento.

Essa avaliacdo foi realizada em microscopico estereoscopico, onde foram
efetuadas as analises quantitativa e qualitativa. Essa segunda, relacionada com
caracteristicas morfolégicas e com a motilidade larval, a qual é classificada em alta,
tendo como base larvas recém extraidas, média e baixa, ao ser observada
comparativamente. Diferenca facil de ser notada diante do microscopio
estereoscopico.

4.4.1. Anélise Estatistica

As amostras foram classificadas primeiramente em relacdo a sobrevida, de
acordo com sua mobilidade, para os tempos de duas, quatro e seis horas pos-
descongelamento.

Na ultima analise efetuada na amostra, que ocorreu seis horas pos-
descongelamento, foi realizado além da avaliacdo quantitativa de sobrevida, uma
analise qualitativa em relacdo a motilidade larval, como ja citado anteriormente.

Os valores, previamente a analise estatistica, foram avaliados quanto a
normalidade de distribuicdo pelo teste de Kolmogarov-Smirnov. A distribuicdo néo-
normal dos dados relativos ao 18/jul (dois meses) orientou a comparacado das
médias de larvas viaveis entre 0s grupos e tempos amostrais pelo teste nao-
parameétrico Mann-Whitney.

Os demais dias, 18 de agosto (trés meses) e 18 de setembro (quatro
meses), apresentaram distribuicdo normal, permitindo a comparacgéo estatistica pelo
teste T ndo-pareado.
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4.5. Avaliagdo da Manutencgé&o da Infectividade das Larvas

45.1. Animais

Para esta etapa foram utilizados 16 ovinos jovens, com idade inferior a um
ano, de racas mesticas e livres de parasitas. Estes foram tratados com anti-
helminticos comerciais a base de monepantel, albendazol e/ou levamisol como em
outras etapas citadas anteriormente. O status parasitario foi entdo determinado por
meio de analise coproparasitoldgica, com trés exames negativos consecutivos.

Os animais foram mantidos em gaiolas suspensas, com alimentag&o
composta por silagem de milho adicionado de ragdo comercial para cordeiros, além
de agua potéavel oferecida ad libitum.

Os animais foram divididos em trés grupos distintos, de acordo com o0s
resultados encontrados no pés-descongelamento.

Dois desses grupos foram formados com cinco animais € um com seis, com
peso, sexo e idade equivalentes. A quantidade de animais do grupo 8 permaneceu
inferior devido a resultados anormais constatado no pds-descongelamento de trés
criotubos. Nesse caso o teste in vivo do grupo 8 ficou com cinco animais enquanto o
grupo 7 manteve o numero de seis individuos. Isso para que fosse respeitado ao

méaximo, o numero de larvas por animal recomendado por Wood et al. (1995).

4.5.2. Infecgdo Experimental

Os grupos experimentais foram H+, com animais infectados por larvas
congeladas ap6s desembainhamento (grupo 8 dos testes in vitro), H+/C+, com
animais infectados por larvas desembainhadas e tratadas com crioprotetor (grupo 7,
dos testes in vitro) e C, grupo controle, infectado com larvas frescas.
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As amostras selecionadas para infectarem os animais foram retiradas
apenas de duas técnicas, as quais se mostraram mais eficientes em relacdo a
motilidade e sobrevida das larvas. Tal procedimento foi realizado para eliminar a
possibilidade de técnicas ineficazes, ou seja, com baixas taxas de sobrevivéncia das
larvas, ou mesmo com reduzida motilidade, o que inviabilizaria uma futura
manutencdo dessas larvas em laboratério e a realizacdo de uma possivel infec¢édo

no pos-descongelamento.

4 .5.3. Anélise Estatistica

Apbs a necropsia e recuperacdo dos vermes adultos, a distribuicdo de
normalidade das amostras foi verificada pelo teste Anova, com posterior teste de
Tukey para constatacdo de possiveis diferencas estatisticas.

4.6.Aspectos Eticos

Todos os procedimentos adotados nesse experimento estdo em acordo com
os principios de bem-estar animal e foram autorizados pela CEUA (Protocolo n°
013124/13)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.0Obtenc¢éo da Linhagem Pura de H. contortus

Apoés infeccdo dos animais amplificadores com a cultura mista proveniente de Rio
Verde, Goias, observou-se o estabelecimento do periodo patente ao 28° dia poés-
infeccéo.

A necropsia dos animais revelou a presenca de infeccdo macica, com intensidade
parasitaria em torno de 8.000 helmintos adultos (Figura 5). Uma amostra de 1.000
fémeas foi dividida de forma equivalente em 10 placas de Petri contendo solugéo
fisiolégica e colocadas para incubacdo em estufa BOD (Figura 6). A oviposi¢do e
viabilidade das larvas nas condi¢cdes experimentais foram consideradas 6timas, uma
vez que a eclosdo dos ovos foi observada antes de 24h de incubacéo e
agrupamentos de incontaveis larvas infectivas puderam ser observados nas paredes
dos frascos de coprocultura (Figuras 7 e 8).
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Figura 5. Abomaso isolado dos animais necropsiados.(A) Abomaso integro. (B e
C) Presenca de espécimes de Haemonchus contortus no conteudo gastrico. (D e
E) Presenca de Haemonchus contortus aderidos & mucosa gastrica.
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Figura 6. Oviposicao in vitro em estufa B.O.D. (A e D) Placas de Petri com
fémeas para oviposicéo. (B e C) Estufa B.O.D em funcionamento a 37°C.
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Figura 7. Oviposicdo em placas de Petri. (A e B) Presenga de ovos e larvas em
estagio L1 em placas de Petri vistas em microscopio estereoscopico.

Figura 8. Coprocultura. (A, B e C) Presenca de grande quantidade de larvas nas
paredes dos recipientes utilizado para coprocultura.
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As larvas obtidas das culturas apés incubacao por uma semana apresentaram
motilidade bastante elevada, com raras larvas iméveis. A inoculacdo nos doadores
foi feita sem intercorréncias relevantes como espirros, engasgos ou eliminagao do

in6culo, que poderiam resultar em perda de parte das larvas (Figura 9).

Figura 9. Inoculacdo dos doadores. (A e B) Inoculagcéo de 5.000 larvas em cada
doador por via oral com auxilio de uma pistola dosadora.

A partir do material fecal desses doadores, os quais desempenharam o
papel de multiplicadores de parasitas, cerca de 60.000 larvas foram extraidas para

as demais etapas do estudo.

5.2.Avaliacéo dos Protocolos de Desembainhamento

Para cada grupo foram feitas 10 repeticdes, onde cada uma era constituida
de uma gota de 20uL da solugédo, com uma média de 31,27+2,86 larvas por gota. As
contagens de larvas mostraram-se equivalentes estatisticamente, quando
comparados pelo teste de ANOVA com Tukey posterior para um P de 5%,
comprovando a homogeneidade dos grupos.
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Foram evidenciadas diferengcas significativas entre todos o0s grupos
experimentais nos trés diferentes tempos. As médias dos tempos de
desembainhamento das larvas, nas diferentes concentragdes (50ppm, 100ppm,
200ppm e 500ppm), estdo mostradas na Tabela 1.

Tabela 1. Médias (+ desvio padrao) para 0s tempos experimentais, em minutos, do
teste de desembainhamento. (As letras a, b, ¢ e d, indicam as diferencas estatisticas
dos tempos de desembainhamento entre as colunas para as diferentes
concentragbes.) (Os numeros 1, 2 e 3, indicam as diferencas estatisticas dos
tempos de desembainhamento entre as linhas para a mesma concentracéo)

TEMPO

CONCENTRACAO DE HIPOCLORITO DE SODIO
EXPERIMENTAL

500ppm 200ppm 100ppm 50ppm
T1 (inicio) 4,4+1,019**  11,35+2,191"*  20,5+3,413°! 38,2+7,440%!
T2 (90%) 8,9+2.165*%  18,9+3,611"2 32,6+3,8°?  54,8+9,130%?
T3 (100%) 10,2+2,441*%  23,3+2,638"°  38,6+4,651°° 62,9+6,139%3

Assim como relatado por Van Wyk (1998), as larvas em 0,02% de NaClO
levaram por volta de 20min para que mais de 90% delas tivessem sua bainha
removida.

Dado o sucesso do grupo tratado com 200ppm, optou-se por utilizar essa
concentracdo para 0 experimento de congelamento. Uma vez que essa
concentragdo proporciona uma velocidade intermediaria de desembainhamento, o
gue resulta em um alto controle dessa etapa sem que haja uma demora excessiva.
Dessa forma, evita-se as elevadas concentragbes de hipoclorito ou/e o elevado
tempo de exposi¢cdo a esse, responsaveis por danos teciduais visiveis e irreversiveis
(VAN WYK, 1998).

O hipoclorito de sodio em solugdo aquosa, como usado no atual trabalho,
encontra-se em um equilibrio quimico dindmico. Esse se apresenta de duas formas,
como um sal ndo dissociado (NaOCl + H,O <==> NaOH + HOCI), ou totalmente
dissociado (NaOCl + H,O<==> Na* + OH + H" + OCI) (PECORA, 2004)
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As reacdes quimicas entre os componentes da bainha e as substancias
presentes na solucdo de hipoclorito de sodio possivelmente sdo as responsaveis
pelo processo de dissolucdo tecidual e consequente desembainhamento. Uma vez
gue a bainha é de origem glicoproteica.

H H o
o v o
- 4 » e
R-C-0-C + NaOH == R-C-0-C + H,0 (ReagiolIl)
. y . ONa
NH, OH NH,
Aminodcido Hidrdxido de sddio Sal Agua
H 0 Cl 0
. // ' //
R-C-O-C ¢ HOCI — R-C-0-C + H,0 (ReagdolV)
Ng, OH xm, ©OH
Aminodcido Acido hipocloroso Cloramina Agua

O hipoclorito, de forma distinta, provoca o mesmo que naturalmente ocorre
no ramem do hospedeiro, quando esse estimula a secre¢cdo de um fluido de
desembainhamento entre as cuticulas, o que d& inicio ao processo de
desembainhamento (SOMMERVILLE, 1957).

Apesar da presenca da bainha ser um fator determinante na sobrevivéncia
das L3 quando expostas a condigBes desfavoraveis, essa influencia negativamente
na criopreservacao, conforme os resultados de sobrevida apresentados no pos-
descongelamento.

Esses dados reafirmam a importancia da remocdo da bainha das larvas
infectantes para a criopreservacdo. Essa informagao vai ao encontro de trabalhos
realizados para espécies distintas de parasitas (VAN WYK, 1998).

A cuticula impede a dessecacdo das larvas, tendo aquela a funcdo de
permitir que essas sobrevivam nas pastagens nos periodos de seca (JAMES, 1986).
Tal particularidade, traz consigo consequéncias para criopreservacdo, como a
manutencdo de altas concentracdes de agua nos tecidos larvais. Resultando na
formacdo de cristais de gelo no interior da célula, responsaveis por ocasionarem

lesdes e morte celular.
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Uma vez sem bainha, a larva lida com o aumento da permeabilidade
tecidual, fato que proporciona uma diminuicdo gradual de agua presente nas larvas,
elevando-se assim, as chances de sobrevivéncia desses parasitas ao congelamento
(HUBERT; KERBOEUF, 1997).

5.3.Criopreservacao

Nessa etapa, apenas duas das amostras manifestaram uma resposta
adequada e dentro do esperado (Figura 10). Essas demonstraram ser capazes de
evitar ou superar os efeitos adversos a que foram expostas, devido as mudancas na
temperatura. Como formacao de cristais de gelo, injurias oxidativas, alteracdes na
membrana, lesées no DNA e estresse osmotico (BALL & VO, 2001).

Os grupos que passaram pelo congelamento ultrarrapido, por meio da
imersdo direta no nitrogénio liquido sem qualquer tipo de resfriamento prévio, e
todos aqueles que ndo passaram pela etapa de remocéo da bainha, por meio de
banho de Hipoclorito de Sédio, de alguma forma ndo foram capazes de superar as
alteracdes a que foram expostos, e assim apresentaram uma taxa de sobrevida de

0% no descongelamento aos dois meses (Tabela 2).



30

9 Grupos

4 Grupos 4 Grupos | Grupo
com bainha sem bainha
2 Grupos 2 Grupos 2 Grupos 2 Grupos
com crioprotetor sem crioprotetor com crioprotetor sem crioprotetor
/\‘ /\ /\. +

Grupo | Grupo3 Grupo?2 Grupo4 GrupoS Grupo7 Grupo6 @ Grupo 8 Grupo 9
congelamento e t congelamento T congelamento ¢ congelamento SR
ultrarr@pido lentc ultrarrapido ento uvltrarrapido ento vltrarrapido Sabaelilo s

Figura 10. Demonstracdo no fluxograma dos grupos viaveis apés dois meses de
congelamento.

Tabela 2. Taxa de sobrevida dos grupos para o tempo de duas horas aos dois
meses pos-congelamento

Grupos Média do numero de larvas Média de sobrevida (%)
1 90,83 0
2 101,00 0
3 97,50 0
4 100,00 0
5 103,16 0
6 105,00 0
7 83,33 40
8 111,33 26,65
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Os resultados encontrados (grupos 1, 2, 5, 6) ratificam a importancia da
velocidade de congelamento no processo de criogenia de Haemonchus contortus.

Outros parasitas jA haviam apresentado certa intolerdncia em relagdo ao
congelamento ultrarrdpido como proposto por Van Wyk et al. (1977), contrariando as
suposicbes de James (2004) que menciona que o congelamento rapido evitaria a
formacao de cristais de gelo e, consequentemente, resultaria em elevada taxa de
sobrevida das larvas. No entanto, os dados do presente estudo indicam o contrario,
uma vez que todos os grupos submetidos ao congelamento rapido ndo sobreviveram
ao procedimento.

Dependendo da velocidade de refrigeragdo, a agua € capaz de se
mover através da membrana e se unir a fase congelada no meio extracelular.
Provavelmente, no caso dos grupos expostos ao congelamento ultrarrapido, ocorreu
a formacédo de cristais de gelo no proprio interior da célula, o que na maioria dos
casos as tornam osmoticamente inativas ou lisadas devido a perda da
integridade da membrana celular (DENVIREDDY et al., 2002).

Obeserva-se que uma velocidade reduzida nem sempre é sinénimo de bons
resultados. Quando o processo de congelacdo € muito lento ocorre a congelagéo
da &gua extracelular com a consequiente concentracdo de soluto, colocando a
célula momentaneamente em um meio hipertbnico e determinando perda rapida da
agua, o que leva a desidratacdo celular e ao aumento da concentracdo de
soluto extracelular, expondo essas a um estresse osmoético (MAZUR, 1985). O mais
indicado é o equilibrio. Uma curva adequada de congelamento minimiza efeitos
indesejaveis (SQUIRES, 1999).

Os grupos 7 e 8, que apresentaram taxa de sobrevida adequada aos dois,
trés e cinco meses pds-congelamento, passaram pelo banho de hipoclorito de sddio
e pelo congelamento lento. A Unica diferenca entre esses grupos é a adicdo de
Etileno Glicol ao grupo 7. O emprego do criopreservante mostrou-se vantajoso ao
longo do tempo.

Para um curto periodo de arrefecimento, as taxas de sobrevida mostraram
pouca variagdo em relagéo aos grupos. Nos dias 18 de julho (dois meses) e 18 de
agosto (trés meses), primeiro e segundo descongelamento, apesar das diferencas

numeéricas, ndo foram constatadas diferencas estatisticamente significativas entre os
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grupos. Com excecao para as 6 horas pés-descongelamento do dia 18 de julho (H+,
53,5 + 3,82; H+/C+, 78,6 £ 31,77; P=0,0301; U=4,0).

No entanto, com o passar do tempo 0s grupos citados anteriormente
passaram a apresentar uma diferenciacdo estatistica para os tempos do ultimo
descongelamento, 18 setembro (quatro meses), tanto em relacdo as taxas de
sobrevida (Figura 11 e 12), como na diferenciacdo do grau de motilidade
apresentado pelas larvas (Figura 13 e 14), sendo esse classificado em alto, médio

ou baixo, como ja mencionado na metodologia.
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Figura 11. Taxas de sobrevida do grupo 7 (larvas desembainhadas +
crioprotetor + congelamento lento) para os tempos de duas, quatro e seis
horas p6s-descongelamento, nos periodos de dois, trés e quatro meses.
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Figura 12. Taxas de sobrevida do grupo 8 (larvas desembainhadas +
congelamento lento) para os tempos de duas, quatro e seis horas poés-
descongelamento, nos periodos de dois, trés e quatro meses.

Conforme visualizacdo grafica, a técnica de criopreservagéo referente ao
grupo 7, mostrou-se mais eficaz estatisticamente quando comparado com a
técnica do grupo 8 para um periodo maior de arrefecimento. A primeira mostrou-
se superior para todos os tempos, 2, 4 e 6 horas aos quatro meses, pos-
descongelamento (Tabela 3).

Tabela 3. Andlise estatistica da viabilidade pds-descongelamento pelo teste T néo-
paramétrico (Mann-Whitney) para os tempos experimentais de 2, 4 e 6 horas aos
guatro meses de congelamento.

MédiatDesv. Padréao

T P
Grupo 8 Grupo 7
2h  25,83+11,47 71,83+8,75 T=7,806 P<0,0001
4h  47,5+7,76 86,16+13,25 T=6,164 P=0,0001

6h 74,16%9,70 95+9,75 T=3,708 P=0,0041
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A superioridade do grupo 7 é decorrente do uso de Etilenoglicol, crioproteor,
utilizado anteriormente ao processo de criogenia. Crioprotetor € a nomenclatura
dada a qualquer substancia que ofereca, mesmo que temporariamente, energia,
protecdo aos danos ocasionados pela redugcdo de temperatura e manutencéo de
ambiente favoravel a sobrevivéncia da célula armazenada (PURDY, 2006).

O Etilenoglicol (monoetileno glicol; etano-1, 2-diol) € um alcool com dois
grupos-OH, um composto quimico largamente utilizado como anticongelante
automotivo. Na sua forma pura € um composto inodoro, incolor, xaroposo liquido, de
sabor doce e com massa molecular 62 g/mol (FERNANDES et al., 2002)

Esse crioprotetor age de forma intracelular, uma vez que seu baixo peso
molecular possibilita a penetragcdo celular por meio de difusédo passiva,
permanecendo na membrana e no citoplasma. Essa penetragdo na célula ocasiona
substituicdo parcial da agua intracelular, tornando-se essencial na prevencao dos
cristais de gelo, através do aumento da viscosidade celular e consequente
diminuicdo do ponto de congelamento (PURDY, 2006). Além de evitar a ocorréncia
de danos toxicos e osméticos (KASAI, 2002).

Os resultados demostram que essas caracteristicas do Etileno Glicol
influenciaram diretamente na superioridade apresentada pelo grupo 7 em relagéo ao
grupo 8. Ham (1985) j& havia sugerido que larvas infectantes de nematodeos de
animais domésticos expostas no ambiente a temperaturas de congelamento,
sobreviveram melhor por conseguirem retardar suas taxas de arrefecimento,
provavelmente por sintese de crioprotetores naturais.

Em adicéo aos beneficios desse élcool, ja demonstrados anteriormente, 0s
resultados posteriores exemplificam as influéncias positivas que esse também
apresenta sobre o grau de motilidade das larvas no pos-descongelamento (Figuras
13 e 14).
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Figura 13. Classificagao do grau de motilidade do grupo 7 (larvas desembainhadas
+ crioprotetor + congelamento lento) em alto, médio e baixo, para os periodos de
dois, trés e quatro meses ap0Os o congelamento
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Figura 14. Classificagdo do grau de motilidade do grupo 8 (larvas
desembainhadas + congelamento lento) em alto, médio e baixo, para os periodos
de dois, trés e quatro meses apos o congelamento
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5.4.Desafio In Vivo

O desafio in vivo se deu apds oito meses de congelamento das larvas, com
os dois Unicos grupos, 7 e 8, que manifestaram elevadas taxas de sobrevida e
motilidade, conforme verificado anteriormente.

A partir disso, cada grupo teve 10 criotubos descongelados, respeitando a
técnica preconizada no item 4.5.3. Essas amostras entdo foram avaliadas
individualmente seis horas apds o descongelamento (Tabelas 4 e 5). Esse tempo foi
definido de acordo com os resultados extraidos das etapas anteriores (Figuras 11 e
12), onde esses apresentaram uma maior taxa de sobrevida quando comparado
para duas e quatro horas.

Tabela 4. Taxa de sobrevida das amostras do grupo 8 (larvas desembainhadas +
congelamento lento) pos-descongelamento

18/12 - 6 horas descongelamento

Grupo 8 Ly
40u1) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Média
Nqug;eJ;)Sde 109,0 117,0 950 120,0 1050 87,0 1280 84,0 1200 940 1059

Presenca de

Motilidade 43,0 46,0 150 66,0 260 54,0 100 6,0 10,0 17,0 29,3
(n°)

Presenca de

Motilidade 39,4 39,3 158 550 248 62,1 7,8 7,1 8,3 18,1 27,7
(%)




37

Tabela 5. Taxa de sobrevida das amostras do grupo 7 (larvas desembainhadas +
crioprotetor + congelamento lento) pés-descongelamento

18/12 - 6 horas descongelamento

Grupo 7 Ly
40u1) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Média
Nqug;eJ;)Sde 123,0 102,0 100,0 97,0 99,0 111,0 113,0 97,0 103,0 1150 106,0

Presenca de

Motilidade 43,0 53,0 650 61,0 740 67,0 750 73,0 46,0 63,0 62,0
(n°)

Presenca de

Motilidade 35,0 52,0 650 629 74,7 604 66,4 753 44,7 548 58,5
(%)

Partindo dessa analise, ficou entdo definido o montante de larvas viaveis
para cada um dos grupos, e o numero de larvas inoculadas por animal para cada

grupo (Tabela 6).

Tabela 6. Média de larvas viaveis utilizadas no teste in vivo

Total de larvas viaveis Larvas por animal
Grupo 8 13888 2778
Grupo7 24549 4092

Apés a inoculacdo dos animais, formaram-se trés grupos, H+ (larvas
desembainhadas + congelamento lento), H+/C+ (larvas desembainhadas +
crioprotetor + congelamento lento) e controle. Sendo esses provenientes de larvas
do grupo 8, 7 e de larvas frescas, respectivamente. A partir do sétimo dia poés-
infeccdo, amostras de fezes de cada animal foram avaliadas em dias alternados até
a data da necropsia, para assim determinar o inicio do periodo patente e a evolucao

da infecgéo (Figura 15).
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Média dos valores de OPG, a partir do sétimo dia pés-infeccéo, para

cada um dos grupos (H+, H+/C+ e controle) durante o periodo de infeccéo
experimental.

Apo6s a necropsia dos animais e posterior recuperacdo dos vermes adultos,

esses foram computados. Contabilizou-se entdo o numero de machos, fémeas e o

total de parasitas encontrado em cada animal infectado experimentalmente, para os

diferentes grupos, H+/C+ (larvas desembainhadas + crioprotetor + congelamento

lento), H+ (larvas desembainhadas + congelamento lento) e Controle (larvas

frescas), respectivamente (Figuras 16,17 e 18).
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Figura 16. Contagem absoluta de helmintos adultos obtidos dos animais
do grupo H+/C+ (larvas desembainhadas + crioprotetor + congelamento
lento), pés-necropsia.
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Figura 17. Contagem absoluta de helmintos adultos obtidos dos animais
do grupo H+ (larvas desembainhadas + congelamento lento), pés-
necropsia.
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Figura 18. Contagem absoluta de helmintos adultos obtidos dos animais
do grupo Controle (larvas frescas), pés-necropsia.

Os grupos responderam positivamente ao desafio in vivo conforme
demostrado acima. As duas técnicas desafiadas mantiveram de alguma forma a
capacidade infectiva das larvas L3, apés um periodo de oito meses de
congelamento.

Para o grupo H+/C+, o qual foi infectado experimentalmente com larvas do
grupo 7, foi recuperado uma média de 448 vermes por animal, enquanto que para o
grupo H+, infectado com larvas do grupo 8, foram recuperados 303. Para estes dois
grupos, sem diferencas estatisticamente significativas (H+/C+, 447,83£192,38; H+,
303,4+141,3764), a taxa de recuperacdo de vermes adultos foi préxima de 11%,
indice bem menor de infectividade quando comparado com os 68,5% de vermes

adultos recuperados para cultura fresca de larvas (Figura 19).
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Figura 19. Porcentagem de vermes adultos recuperados para cada grupo
experimentalmente infectado.

Esses dados mostram que a manutencao da infectividade ndo variou para as
diferentes taxas de motilidade encontradas para as técnicas ap6s o
descongelamento. Lembrando, que o grupo banhado em Etileno Glicol apresentou
uma maior quantidade de larvas classificadas com motilidade alta, chegando a
atingir um indice médio de 40% apbés quatro meses de congelamento.
Diferentemente do que se foi verificado para as larvas que ndo foram banhadas com
0 crioprotetor, das quais apenas 22% apresentaram motilidade classificada como
alta, aos quatro meses de congelamento.

Isso mostra que as larvas criopreservadas ainda sofrem com os efeitos do
processo de criogenia, uma vez que 0 grupo controle foi estatisticamente superior
aos demais (3423,4+£1786,632; P=0,0003; F=15,93). O que no entanto ndo impede
gue essas sejam preservadas em nitrogénio liquido, uma vez que apresentaram
elevados indices de sobrevida ap6s o descongelamento, e a sua replicagdo é algo
pratico, rotineiro e de baixo custo. Quando comparados com a manutencao desses

parasitas em animais.



42

6. CONCLUSAO

O atual trabalho mostrou que para o desembainhamento das larvas infectivas de
Haemonchus contortus, a concentragdo de 200ppm de hipoclorito se mostrou mais
desejavel, quando consideramos o0 tempo necessario para conclusdo do
desembainhamento de pelo menos 90% das larvas, em conjunto com a inexisténcia
de efeitos lesivos prejudicais a sobrevida.

Entre as técnicas de criopreservacao ficou exemplificado que a auséncia da
etapa de remocdo da bainha e a velocidade de congelamento ultrarrdpido
(vitrificacdo) séo extremamente lesivas para larvas infectivas (L3) de Haemonchus
contortus. Resultando, nesse experimento, em mortalidade de 100%.

O Etileno Glicol, crioprotetor intracelular, potencializa os indices de sobrevida e
motilidade para longos periodos de arrefecimento, e deu indicios de ser capaz de
preservar esses indices pos-descongelamento por longos periodos. Diferentemente
do que foi visto na auséncia desse, onde com o passar do tempo, ocorreu um
decaimento nos indices das amostras criopreservadas.

Apés as diferentes fases de avaliacdo, a técnica de congelamento com as
seguintes etapas: remocao da bainha com Hipoclortito de Sédio a uma concentracdo
de 200ppm, uso de Etileno Glicol e o congelamento lento, mostrou ser a técnica
mais benéfica e viavel dentre as oito diferentes técnicas testadas ao longo do
processo experimental. Sendo essa capaz de reativar com elevadas taxas de
sobrevida e motilidade as amostras congeladas, mantendo assim sua capacidade

infectiva.
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