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RESUMO

Nas Ultimas décadas, tem-se alcangado expressivos avangos no ambito da pesquisa com virus da
Raiva. Contudo, apesar de se conhecer, ha séculos, 0 comportamento desses virus e a despeito do
acumulo de informacBes em torno do tema, ainda resta um longo percurso até se alcangar a cura ou a
erradicacdo da doenca. Nesse sentido, a conservacdo de amostras virais assegura, sobremaneira, a
continuidade e expansdo dessa jornada cientifica, dando vazdo ao incremento de estudos capazes de
superar barreiras cronoldgicas e geograficas. Por conseguinte, € imprescindivel a manipulagdo e
armazenamento cuidadosos, empregando-se técnicas e protocolos que tenham sido validados a priori,
pois o processo de estocagem, em si, pode afetar a qualidade dos exemplares e definir sua perspectiva
de uso posterior. Assim, a proposta desse estudo foi avaliar diferentes protocolos de criopreservacao a
-20°C em amostras de virus da Raiva. Mais especificamente, objetivou-se averiguar os métodos de
criopreservagdo empregados na conservagdo de amostras de virus da Raiva nos principais servicos
especializados do Pais; identificar os efeitos da criopreservacao a -20°C sobre a viabilidade viral de
amostras de virus da Raiva em tecido nervoso por um periodo de 30 dias (conservagdo a curto-prazo),
pelo isolamento viral, titulacdo e teste de imunofluorescéncia direta; e avaliar a pertinéncia do uso de
crioprotetores penetrantes (dimetilsulfoxido e glicerol) e ndo penetrantes (sacarose e polietilenoglicol)
na criopreservacdo de amostras de virus da Raiva a uma temperatura de -20°C. Para essa finalidade, o
desenho metodoldgico englobou a execugédo de oito protocolos experimentais em fungdo das variaveis
tempo e aplicacdo de crioprotetores. Foram estabelecidos intervalos proporcionais de tempo para a
execucdo de testes de viabilidade viral (titulagdo viral, imunofluorescéncia direta, prova bioldgica),
possibilitando se averiguar o comportamento das amostras virais mediante as distintas técnicas de
preservacdo instituidas. Observou-se que a técnica de criopreservacao a -20°C apresenta limitagfes no
que tange a sua aplicacdo na conservacdo de amostras de tecido nervoso infectadas por virus da
Raiva, em funcdo do comprometimento da viabilidade viral das amostras mesmo em protocolos de
estocagem de curto-prazo. Apds 30 dias de congelagdo, a intensidade da fluorescéncia das particulas
virais nas amostras criopreservadas (+++) foi menor do que a observada em amostras frescas (++++).
Contudo, o uso da sacarose nas concentracdes de 10% ou 68% produziu um efeito conservante nas
amostras, possibilitando a manutencdo da fluorescéncia (++++) apos criopreservagéo de 30 dias.

Palavras-chave: Raiva; Criopreservacdo; Agentes crioprotetores.



ABSTRACT

In recent decades, important advances have been achieved in the research of Rabies virus. However,
despite it’s been known for centuries and the knowledge accumulation surrounding the topic, there is
still a long way to achieve the cure or eradication of this disease. In this sense, conservation of viral
samples ensures, above all, continuity and expansion of the scientific journey, giving vent to the
increase of studies capable of overcoming geographical and chronological barriers. It is therefore
essential to careful handling and storage of the samples, using techniques and protocols that have been
validated before use, since the process of storage itself can affect the quality of the specimens and set
their perspective to future uses. Thus, the purpose of this study was to evaluate different protocols for
cryopreservation at -20°C of Rabies virus samples. More specifically, it aimed to investigate the
methods of cryopreservation used in the conservation of Rabies virus samples in specialized services
of the country, identifying the effects of cryopreservation at -20°C in the virus viability after short-
term periods, using virus isolation test, titration and immunofluorescence antibody test; and evaluate
the use of penetrating cryoprotectants (DMSO and glycerol) and non-penetrating cryoprotectants
(sucrose and polyethylene glycol) in cryopreservation of Rabies virus samples at a temperature of
-20°C. For this purpose, the methodological design involved the implementation of eight experimental
protocols in a controlled time and with the application of cryoprotectants. It was established
proportional time intervals to perform the viral viability tests (virus titration, immunofluorescence,
biological tests). It was observed that the technique of cryopreservation at -20°C has limitations
regarding its application in the conservation of brain tissue samples infected with Rabies virus,
according to the impairment of viability viral samples even in protocols for short-term storage. After a
30 days freezing period, the fluorescence intensity of viral particles in the samples cryopreserved
(+++) was lower than that observed in fresh samples (++++). However, the use of sucrose at 10% or
68% produced a preservative effect in the samples, enabling the maintenance of the fluorescence
(++++) after 30 days of cryopreservation.

Key-words: Rabies; Criopreservation; Crioprotectants agents.
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INTRODUCAO

A Raiva é uma encefalite viral de carater agudo, progressivo e incuravel, enquanto
enfermidade reemergente, é responsavel por um contingente de mortes humanas que supera o
indice de mortalidade de infeccbes como febre amarela e dengue. Analisando-se numa
perspectiva ampla, a Raiva pode ser considerada a mais importante zoonose viral conhecida,
em virtude da sua ampla distribuicdo, conseqliéncias a saude publica e implicacGes
econémicas (HEMACHUDHA et al., 2002; RUPPRECHT et al., 2002).

A expansdo dessa doenca se da de forma continua e, freqlientemente, exacerbada,
a despeito das inumeras intervencdes e dos avancos nos diversos setores da ciéncia, sendo de
vital importancia a continuidade do desenvolvimento cientifico na area. Nesse sentido, vale
ressaltar que a concretizacdo de trabalhos no campo das ciéncias bioldgicas, agrarias,
biomédicas e industria farmacéutica voltados a pesquisa com virus da Raiva baseia-se,
primariamente, na aquisi¢cdo e manutencdo de amostras bioldgicas.

Portanto, o reconhecimento da grande relevancia dos microrganismos para 0
desenvolvimento humano tem conduzido ao aprimoramento de técnicas destinadas a
conservagdo dos mais diversos espécimes microbiologicos. E, é gracas a emergente
importancia atribuida a estocagem de amostras que muitas institui¢des, publicas e privadas,
tém investido na constituicdo de estoques (biobancos), implementando inimeras técnicas de
preservacdo, com a implementacdo de protocolos préoprios e de avancadas tecnologias de
controle dos dados (FIGUEIREDO, 2001; HOLLAND et al., 2003; PAOLLI, 2005).

Atualmente, centenas de milhares de amostras das mais variadas origens,
incluindo células humanas, animais ou bacterianas, além de virus, fungos e material genético
(DNA/RNA), sdo armazenadas a cada ano com propoésitos diagndsticos e de pesquisa,
abrangendo aplicagdes tanto em laboratérios médicos quanto veterinarios. Contudo, ndo
existe uma formula singular, ideal ou universal que determine a eficiéncia da estocagem e
preservacao de microorganismos a longo-prazo.

Portanto, a elei¢do do procedimento mais adequado & conservacdo de amostras
deve ser norteada pelas caracteristicas do espécime em estudo, bem como, pelas vantagens e
desvantagens das técnicas disponiveis. Muitas células, tecidos e microrganismos para 0s quais
h& uma crescente demanda ainda esperam pelo desenvolvimento de metodologias adequadas a
sua conservacdo, fazendo da criobiologia um campo de vasto potencial para o

desenvolvimento de pesquisas.
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REVISAO DA LITERATURA

1 Agente Etioldgico

Os virus da Raiva estdo inclusos na ordem Mononegavirales, familia
Rhabdoviridae e género Lyssavirus. Os lissavirus retnem um grupo de quatro sorotipos,
distintos em suas caracteristicas soroldgicas e antigénicas, mas igualmente adaptados a
replicacdo no Sistema Nervoso Central de mamiferos (RUPPRECHT, HANLON e
HEMACHUDHA, 2002; FOOKS, 2004; CONSALES e BOLZAN, 2007).

A reunido desses exemplares na familia Rhabdoviridae baseia-se na configuracao
conica ou de projétil apresentada por esses virus e observada em estudos de microscopia
eletronica. Essa familia inclui mais de cem virus de vertebrados distribuidos em seis géneros:
Lyssavirus, Vesiculovirus, Ephemerovirus, Novirhabdovirus, cujos hospedeiros s&o animais
vertebrados (primordialmente mamiferos e peixes) e Cytorhabdovirus e Nucleorhabdovirus,
identificados em vegetais. Trés desses géneros infectam mamiferos: Vesiculovirus, que
abrange os virus da estomatite vesicular; Lyssavirus, que engloba os virus da Raiva e 0s
demais genotipos; e Ephemerovirus, virus da febre efémera dos bovinos (FENNER et al.,
1992; SMITH, 1996; VAN REGENMORTEL et al., 2000; FIELDS, 2001).

Quanto as suas propriedades, virus da raiva sdo sensiveis a solventes lipidicos
(sabdo, éter, cloroférmio e acetona), ao etanol a 45-70%, aos preparados iodados e aos
compostos de amonio quaterndrio. Outras propriedades relevantes sdo a resisténcia a
dessecacdo e a procedimentos repetidos de congelacdo e descongelacdo, apresentando relativa
estabilidade a um pH entre 5-10 e sensibilidade as temperaturas de pasteurizacdo e a luz
ultravioleta (MESLIN, KAPLAN, KOPROWSKI, 1996). Sua infecciosidade mantem-se
estdvel em extratos de tecidos submetidos a protocolos de congelacdo ou liofilizacédo
(DULBECCO e GINSBERG, 1980).

De acordo com a Instrugdo Normativa n° 7 da CTNBIio — D.O.U. de 10 de junho
de 1997, virus da Raiva, incluindo todas as suas cepas, sao classificados como patégenos com
Classe de Risco 2 (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). A Classe de Risco 2 é definida pelo
moderado risco individual e limitado risco a comunidade. Essa categoria inclui os agentes
capazes de causar doenga ao homem ou animais, mas que, contudo, ndo apresentam riscos

sérios para os profissionais de laboratorio, a comunidade, aos animais e/ou ao meio ambiente,
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sendo requerido o Nivel de Bioseguranca 2 (NB-2) para o trabalho com esses
microorganismos (CTBio — FIOCRUZ, 2005).

2 Classificagdo Genotipica e Filogenética

A cepa cléssica de virus da Raiva € considerada o arquétipo do género Lyssavirus
(FOOKS, 2004), ou seja, € tido como o padrdo original ou modelo universalizado da doenca,
bem como, de sua representacdo e impacto no inconsciente coletivo. Na verdade, até o
incremento de técnicas capazes de revelar sua diversidade em gendtipos, a Raiva permaneceu
sendo atribuida a manifestacdo de um unico exemplar viral (RUPPRECHT, HANLON e
HEMACHUDHA, 2002).

O desenvolvimento de painéis de anticorpos monoclonais anti-nucleocapsideo
(nAbs), empregados em analises soroldgicas para a detec¢do de antigenos virais, possibilitou
a classificacdo dos lissavirus em quatro sorotipos distintos. Com o incremento das técnicas
moleculares, o género Lyssavirus foi diferenciado em sete linhagens geneticamente
divergentes denominadas gendtipos. Mais recentemente, determinou-se a sub-divisdo dos
genotipos em dois filogrupos (BADRANE et al., 2001; FOOKS, 2004; SCHNELL et al.,
2010).

O género Lyssavirus é classificado em quatro sorotipos e sete genotipos: o
sorotipo 1 compreende o virus da Raiva tipo “classico” (de rua) e suas cepas vacinais. Os
demais representantes do género Lyssavirus sdo o virus Lagos Bat (LBV, sorotipo 2/
genotipo 2), o virus Mokola (MOKYV, sorotipo 3/genétipo 3), o virus Duvenhage (DUVYV,
sorotipo 4/gendtipo 4), o European Bat Lyssavirus 1 (EBLV-1, sorotipo 4/genétipo 5), o
European Bat Lyssavirus 2 (EBLV-2, sorotipo 4/genétipo 6) e o Australian Bat Lyssavirus
(ABLYV, sorotipo 1/gendtipo 7) (TORDO, 1996; BLACK et al., 2000; FOOKS, 2004) (Fig.1).

Os sorotipos e 0s gendétipos desses virus compartilham um alto grau de
similaridade entre as sequiéncias de nucleotideos e de aminoacidos, apesar disso, acarretam o
desenvolvimento de manifestacdes clinicas diferentes da encefalite manifesta pelas cepas de
virus classicos da Raiva. A identificacdo especifica de cada um somente é realizada com o
emprego de painéis de anticorpos monoclonais, do teste de neutralizagdo com soro virus-
especifico e pela tipificagdo genética (SMITH, 1996; BLACK et al., 2000).
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SOROTIPO AMOSTRAS

1 RABV, ABLV

2 LBV

3 MOKYV

4 DUVV, EBLV-1 e EBL-2
GENOTIPO AMOSTRAS

1 RABV

2 LBV

3 MOKYV

4 DUVV

5 EBLV-1a

ELBV-1b
6 EBLV-2
7 ABLV

Fonte: adaptado de FOOKS (2004)

Figura 1. Apresentacdo dos sorotipos e genétipos dos
virus pertencentes ao género Lyssavirus.

Quanto a distribuicdo mundial dos gendtipos, observa-se que o genotipo 1 (virus
classico da Raiva) é cosmopolita. O virus Lagos Bat (gen6tipo 2), o virus Mokola (genétipo
3) e 0 virus Duvenhage (gendtipo 4) parecem ter a sua distribuicéo restrita a Africa, enquanto
0 virus European Bat Lyssavirus 1 (EBLV-1, gendtipo 5) e o virus European Bat Lyssavirus
2 (EBLV-2, gendtipo 6) tém sido encontrados apenas na Europa. Todos 0s gendtipos, com
excecdo do Lagos bat virus, podem causar encefalopatia em humanos (BLACK et al., 2000).

A execucdo de analises recentes em nucleotideos e aminoacidos da regido da
nucleoproteina (N) de virus European Bat Lyssavirus 1 indicou a existéncia de duas linhagens
filogenéticas distintas, a e b. O EBLV-1a e o EBLV-1b sdo frequentemente isolados e
possuem ampla distribuicdo. Os virus EBLV-1 foram isolados primeiramente em morcegos
do género Eptesicus sp., enquanto os EBLV-2 tém sido identificados apenas em Myotis sp.
(BLACK et al., 2000).

Com relagdo ao gendtipo 7, a realizacdo de comparagGes genéticas com os demais
gendtipos (quanto a nucleoproteina - N, a fosforoproteina - P, a proteina matriz - M e a
glicoproteina - G), demonstrou que os virus Australian Bat Lyssavirus (ABLV) guardam
maior relagdo com gendtipo 1 (virus cléssico da Raiva), do que com os outros membros do
género Lyssavirus. Quanto ao percentual de similaridade entre as proteinas do ABLV com a
cepa vacinal Pasteur, observou-se uma similaridade de: 92% para a proteina N, 75% para a

proteina P, 87% para a proteina M e 75% para a proteina G. A andlise filogenética das
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seqliéncias do gene que codifica a nucleoproteina confirmou que o ABLV era um novo
genotipo (genodtipo 7), no género Lyssavirus (GOULD et al., 1998).

Quanto aos hospedeiros, definiu-se que virus classicos da Raiva (gendétipo 1)
infectam mamiferos terrestres e morcegos nas Américas; virus Lagos bat (genotipo 2) foram
isolados pela primeira vez de um morcego na Africa, em 1956; virus Mokola (gen6tipo 3)
foram identificados em mussaranhos (Crocidura sp), humanos e felinos do continente
africano, mais especificamente, na Etidpia, Nigéria e Zimbabue (SHOPE et al., 1970); virus
Duvenhage (genoétipo 4) foram isolados de humanos e, posteriormente, de morcegos
insetivoros da Africa do Sul e Zimbabue (BOURHY et al., 1993); virus European bat
Lyssavirus 1 (gendétipo 5) foram encontrados em um caso de Raiva humana na Russia e em
morcegos insetivoros na europa; virus European bat Lyssavirus 2 (gendtipo 6) foram
localizados a partir de um caso humano na Finlandia e de morcegos insetivoros (BRASS,
1994); enquanto virus Australian bat Lyssavirus (gendtipo 7) foram descobertos na década de
90 em morcegos frugivoros da Australia (Pteropus alecto, conhecidos popularmente como
raposas voadoras) (FRASER et al., 1996).

Ap6s a descoberta do virus Lagos bat e do virus Mokola, a Africa foi considerada
o local de origem do género Lyssavirus e 0s quirdpteros, a primeira ordem de mamiferos
afetada pela rota de evolucdo dos Rhabdovirus (KUZMIN et al., 2005).

Recentemente, quatro lissavirus “divergentes” foram isolados de morcegos
insetivoros: virus Aravan, do morcego Myotis blyti, no Kirguistdo - Asia Central (ARAI et al.,
2003); virus Khujand, do morcego Myotis mystacinus, no Tadjiquistdo - Asia Central
(KUZMIN et al., 2003); virus Irkut, do morcego Murina leucogaster, em Irkutsk - Russia; e
West Caucasian bat, de morcegos Miniopterus schreibersi, nas cordilheiras do Caucaso - na
fronteira da Asia com a Europa (WUNNER, 2002).

Esses sete gendtipos foram agrupados em dois filogrupos: o FILOGRUPO I, que
inclui os genotipos 1, 4, 5, 6, e 7; e o FILOGRUPO II, com os gendtipos 2 e 3.
Adicionalmente, os isolados mais recentes, ainda ndo classificados em genotipos, também
foram agrupados em filogrupos. Os virus Aravan, Khujand e Irkut no FILOGRUPO | e 0
West Caucasian bat no FILOGRUPO II. E importante frisar que os virus do filogrupo |,
qguando inoculados em camundongos, provocam sinais peculiares da Raiva, enquanto 0s virus
do filogrupo Il ndo induzem o desenvolvimento de sinais caracteristicos (BADRANE et al.,
2001).
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3 Padrdes Morfogenéticos

O virus da Raiva é considerado o protdtipo dos virus neurotrépicos. Cada
particula viral ou virion apresenta uma morfologia baciliforme de contorno cilindrico, sendo
uma extremidade arredondada e a outra plana (configuracdo semelhante a um projétil de arma
de fogo) e didmetro de 75 nm (60 a 110 nm) e 180 nm (100 a 300 nm) de comprimento. Seu
genoma € formado por um pequeno acido ribonucléico (RNA) cujo tamanho varia de 11 a 15
Kb (aproximadamente 12.000 nucleotideos), de fita simples, linear e ndo-segmentada, de
polaridade negativa (3’ - 5”) complementar ao RNA mensageiro, o que inviabiliza a traducéo
direta das proteinas (FENNER, et al., 1992; TORDO, 1996; SCHNELL, 2010).

Os lissavirus, como outros rabdovirus, consistem essencialmente de RNA (2% a
3%), proteina (65% a 75%), lipidio (15% a 25%) e carboidrato (3%). O RNA gendmico é
transcrito em cinco RNAs mensageiros, 0s quais sao traduzidos em proteinas: uma RNA-
polimerase RNA dependente (proteina L - 2.114 aminoacidos e PM 190 kDa), uma
glicoproteina de superficie simples (proteina G - 524 aminoacidos e PM 65 a 80 kDa), uma
nucleoproteina (proteina N - 450 aminoacidos e PM 58 a 62 kDa), uma fosfoproteina
(proteina P - 297 aminoécidos e PM 35 a 40 kDa) e uma proteina matriz (proteina M - 202
aminoacidos e PM 22 a 25 kDa) (FRANCKI et al., 1991; BOURHY e SUREAU, 1991;
SMITH, 1996; TORDO, 1996; MESLIN, 1996; VAN REGENMORTEL et al., 2000).

Em linhas gerais, as nucleoproteina (N), a fosfoproteina (P) e a polimerase (L)
compdem o complexo ribonucleoproteina (RNP) junto com 0 RNA gendmico que permanece
firmemente associado a nucleoproteina. A nlcleoproteina unida ao RNA viral constitui um
molde funcional a transcricdo e replicagdo, enquanto a fosfoproteina e a polimerase séo
responsaveis por atividades enzimaticas. A proteina matriz, por sua vez, localiza-se na
superficie interna do envelope e esta envolvida na montagem da progénie de virions. A
glicoproteina apresenta-se ancorada no envelope e participa da ligagdo com os receptores da
ceélula hospedeira e fusdo da membrana (SHIMIZU et al., 2007) (Fig.2).

A particula infecciosa € composta por um envoltério externo, formado por uma
dupla membrana fosfolipidica (membrana bilaminada derivada da célula hospedeira) e que
interage com duas proteinas virais, a glicoproteina e a proteina da matriz. Ela recobre toda a
particula, com excecdo da base plana, onde o virion sofre, frequentemente, invaginacao
formando um canal axial. Da membrana emergem projecdes para a superficie semelhantes a
espiculas, constituidas por glicoproteinas virais (6 a 7 nm de comprimento) (SCHNEIDER e
DIRINGER, 1976; VAN REGENMORTEL et al., 2000).
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Glicoproteina Proteina Matriz

Nucleoproteina Polimerase Fosfoproteina

(Fonte: Schnell, 2010)

Figura 2. Estrutura do virus da Raiva.

A proteina matriz (M), a nivel estrutural, funciona como uma ponte entre o
complexo ribonucleoproteina (RNP) e a membrana viral, localiza-se na face interna do
envelope lipidico. A proteina M interage com a RNP e se condensa, mantendo a ligagdo entre
o envelope e o complexo RNP, bem como, conferindo ao virion a forma helicoidal tipica.
Apresenta importante papel na regulacdo da replicacdo viral (SOKOL; STANCEK e
KOPROWSKI, 1971; DELAGNEAU, PERRIN e ATANASIU, 1981; TORDO et al., 1986;
SCHNELL, 2010).

A glicoproteina (G) é uma proteina transmembranar na forma de espiculas que se
projetam na superficie viral. E responsavel pela ligacdo do virus a superficie celular do
hospedeiro definindo, desta forma, o neurotropismo do virus pela interacdo com os receptores
da célula na adsorcdo. E considerada a Unica proteina capaz de induzir a formag&o com os
anticorpos neutralizantes. O dominio extracitoplasméatico da proteina é a porcdo mais
imunogénica. Variagbes na sequéncia de aminodcidos, em algumas regiGes da proteina G
podem alterar as propriedades patogénicas e imunoldgicas do virus. E o alvo das células T-
auxiliares e das células citotoxicas especificas (KAPLAN; TURNER e WARREL, 1986;
BUNSCHOTEN et al.,1989; WUNNER, 1991; KAWAI e MORIMOTO, 1994; VAN
REGENMORTEL et al, 2000; WUNNER, 2002).

A fosfoproteina (P) € uma proteina interna, ndao estrutural (NS) e tem como papel
prevenir a fosforilacdo da nucleoproteina, funcionando como uma dama de companhia capaz

de reduzir ligaces ndo especificas, ao manter-se ligada a proteina N promove uma mudanga
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conformacional que impede sua fosforilagdo (DELAGNEAU; PERRIN e ATANASIU, 1981,
TORDO et al., 1996, SCHNELL, 2010).

A RNA polimerase (L), maior proteina do virion, € responsavel por atividades
enzimaticas indispensaveis a transcricao e replicacdo do RNA viral (TORDO et al.,1988).

A nucleoproteina (N) é um polipeptideo longo, situada no interior do cilindro
helicoidal do nucleocapsideo e fosforilada no residuo de serina na posi¢cdo 389. Tem
importancia estrutural na capsidizacdo do RNA gendmico, além de estar envolvido nas etapas
de transcricao e replicacdo, que ndo se iniciam sem que uma quantidade suficiente de proteina
N esteja unida ao RNA gendmico. A nucleoproteina é considerada uma regido génica muito
conservada, facilitando o desenho de iniciadores habeis na amplificacdo de inimeras variantes
virais. Além disso, é um antigeno grupo-especifico por apresentar uma pequena diversidade
de seqliéncia de aminoacidos entre os genotipos (KISSI, TORDO e BOURHY, 1995;
TORDO, 1996; CREPIN, AUDRYe ROTIVEL, 1998; VAN REGENMORTEL et al., 2000).

4 Ciclo Infeccioso e Potencial Replicativo

A transmissdo de virus da Raiva ocorre, comumente, por contato direto em
episddios de mordeduras e exposicdo de mucosas e/ou pele lesionada a saliva de um animal
infectado. O periodo de incubacéo varia entre trés e doze semanas, podendo chegar a anos. O
virus pode alcancar diretamente as terminagdes nervosas sensoriais e/ou motoras, ou
permanecer nas células musculares estriadas, onde acontece a amplificacdo viral, que
propiciara a infeccdo dos nervos periféricos. O genoma viral é transportado no interior do
axoplasma dos neurbnios, centripetamente, provocando, em seguida, um quadro clinico
caracteristico de encefalomielite aguda (COSTA et al., 2000; XAVIER, 2005; MINISTERIO
DA SAUDE, 2006; PARK et al, 2006; ZACHARY, 2007).

Quando um virion da familia Rhabdoviridae encontra uma célula hospedeira
susceptivel, uma série de eventos é desencadeada, podendo-se classifica-los como: adsorcéo,
penetracdo, desnudamento, transcricdo, traducdo, replicacdo, montagem e brotamento. Tais
eventos resultam na liberagdo da progénie viral (WAGNER e ROSE, 1996) (Fig.3).
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(Fonte: Schnell, 2010)

Figura 3. Ciclo viral na célula hospedeira.

Com a fusdo do envelope do virus a membrana da célula hospedeira pelo processo
de adsorcdo, inicia-se a infeccdo. Ap6s a ligacdo do virion & célula hospedeira®, pela
interacdo da proteina G com o0s receptores especificos da superficie, este é englobado pela
célula por endocitose. O genoma viral é liberado no citoplasma por fusdo de membranas
mediada pela glicoproteina dependente de pH (6,3), 0 que implica em discretas mudancas
conformacionais na glicoproteina. Os agregados de virions permanecem em endossomas? até
gue as membranas virais fundem-se a membrana endossomal, liberando a RNP viral no
citoplasma. Inicia-se, ent&o, a transcricdo do RNA viral (GAUDIN et al., 1993).

A semelhanca dos demais virus RNA de fita simples negativa e ndo segmentada, o

genoma do virus da Raiva é transcrito® para uma configuracéo positiva monocistrénica, ou



25

seja, na qual cada um dos cinco RNA mensageiros (MRNA) é transcrito separadamente apos
sintese do genoma complementar, de fita positiva (5°-37). A transcricdo preliminar, pelo
complexo da transcriptase do virus, produz cinco espécies de MRNA na ordem N, P, M, G, e
L. Cada um destes € 5' polarizado e 3' poliadenilado pela enzima codificada pela proteina L.
Os genes que codificam as cinco proteinas estruturais — N (1350nt), P (891nt), M (606nt), G
(1572 nt) e L (6424nt) — apresentam-se separados por pequenas regides intergénicas de 2, 2, 5
e 24 nucleotideos, respectivamente (SCHNEIDER e DIRINGER, 1976; TORDO et al., 1986;
BOURHY e SUREAU, 1991; MURPHY,1996) (Fig.3).

A tradugdo, por sua vez, envolve a sintese das proteinas virais. Contudo, embora
a sintese da proteina G seja iniciada nos ribosssomas livres, a terminacdo e glicosilacéo
ocorrem no reticulo endoplasmatico (RE) e no aparelho de Golgi (translocacdo). O genoma
completo é replicado e essas fitas positivas do RNA servem como moldes para a sintese das
fitas negativas do genoma viral. Vale destacar que a morfogénese dos virus da Raiva é
analoga tanto in vivo quanto em in vitro e é caracterizada por dois eventos: formacdo da
matriz na configuracdo de uma massa ndo organizada de fitas de proteinas do
ribonucleocapsideo e do envelope viral que acontece durante o brotamento na membrana
plasméatica (SCHNEIDER e DIRINGER, 1976; TORDO et al., 1986; BOURHY e SUREAU,
1991; MURPHY,1996) (Fig.3).
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(Fonte: Schnell, 2010)

Figura 4. Transcri¢cdo do genoma do virus da Raiva.

A montagem do virion* esta associada com a presenca da proteina matriz, o que

determina a génese do corpusculo de inclusdo. O desenvolvimento da matriz no interior do
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citoplasma de células infectadas produz uma estrutura homogénea fora dos limites dos
componentes celulares, substituindo-os. A fita de ribonucleoproteinas, inicialmente parecendo
um fino filamento, vai gradualmente se tornando mais espessa. A formacao do virion precede
uma maior aproximacéo desses filamentos aos agregados ribossémicos. O complexo protéico
N-P-L encapsula 0 RNA genémico formando RNP e a proteina de M forma a matriz em torno
do RNP. O complexo de RNP-M migra para areas periféricas junto a membrana plasmatica da
célula que contém insercdes de glicoproteinas. O complexo de RNP-M liga-se com as
glicoproteinas e o virus terminado brota da membrana. Em contraste com as infeccdes
causadas por cepas do virus de rua, as infec¢bes por virus fixo raramente exibem particulas
virais no interior da matriz, apesar dos altos titulos encontrados tanto in vivo quanto in vitro.
Esse comportamento pode sugerir um processo distinto de maturacdo, sendo empregado na
distingdo de amostras selvagens e fixas (SCHNEIDER e DIRINGER, 1976; CDC, 2006;
SCHNELL, 2010).

Vale salientar que o rendimento da replicacdo viral é muito baixo. Um
quantitativo limitado de virions sofre brotamento, levando-se em conta a consideravel
producdo de nucleocapsideos virais. Na verdade, essas estruturas acumulam-se no citoplasma
das células infectadas na forma de inclusbGes detectaveis pelas técnicas histologicas, de
imunofluorescéncia, bem como, por microscopia eletronica (BOURHY e SUREAU, 1991).

5 Bases da Patogénese por Virus da Raiva

Ap6s inoculagdo intramuscular, as particulas do virus da Raiva, provavelmente,
sdo replicadas nas células musculares estriadas e do tecido subepitelial até que atinjam
concentragdes suficientes para sofrerem disperséo, posteriormente, nas terminagdes nervosas
sem mielina dos nervos motores e disseminam-se pelos nervos periféricos de forma
ascendente, a infecgdo neuronal e 0 movimento passivo centripeto dentro do axénio levam ao
envolvimento do SNC (DULBECCO e GINSBERG, 1980; LENTZ et al., 1982; TSIANG,
1988; TSIANG et al. 1991; FENNER et al.,1993; JACOB et al., 2000; HEMACHUDHA et
al., 2002).

As particulas de virus da Raiva tém aptiddo para se ligar aos receptores
nicotinicos de acetilcolina na juncdo neuromuscular (BAER, 1972; LENTZ e SMITH, 1982;
REAGAN et al., 1985; WHITE e FENNER, 1994; PRESCOTT et al., 1996; COLLIER e
OXFORD, 2000; TYLER e NATHANSON, 2001) (Fig.5). Alguns autores observaram outros
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possiveis receptores para o virus, como o &cido sialico de gangliosideos e as moléculas
neurais de adesdo celular (THOULOUZE et al., 1998), bem como o receptor de neurotrofinas
P75NTR (TUFFEREAU et al., 1998).

Os virus sdo conduzidos em direcdo ao sistema nervoso central (SNC) através de
axonios tanto motores quanto sensoriais, mediante transporte axonal retrogrado a uma taxa de
deslocamento compreendida entre 12 e 100 milimetros por dia (LYCKE e TSIANG, 1987,
TSIANG et al, 1991). O transporte axonal retrogrado, como sentido peculiar a propagacao de
virus da Raiva, foi confirmado pelo emprego desses virus como marcadores neuroanatdbmicos
na determinagdo dos circuitos sinapticos dos neurdnios de roedores e primatas (KELLY e
STRICK, 2000; SCHNELL et al., 2010).

A partir do momento que os neurdnios encontram-se infectados, tem inicio a
propagacao viral neurbnio a neurbnio no interior dos axénios e ao longo das conexdes
neuroanatdmicas. Muitos tipos de células nervosas sdo infectadas, contudo, a infeccdo de
células ndo neuronais € menos freqliente. A replica¢do do virus da Raiva in vivo é quase que
inteiramente adstrita ao tecido nervoso, sendo o neurotropismo a principal caracteristica da
infeccdo por esse virus (DIETZSCHOLD et al., 1985).

Neurdnio

Ingresso no
Neurdnio

Amplificagio Mdsculo

(Fonte: Schnell, 2010)

Figura 5. Transporte intraneuronal do virus da Raiva.
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A partir do SNC, os virus sdo disseminados pela rota centrifuga, através dos
nervos periféricos, em direcdo a diversos 6rgaos. O deslocamento ao longo das vias neuronais
ocorre, em particular, pelo envolvimento do sistema nervoso parassimpatico, sendo
responsavel pela infeccdo das glandulas salivares, a pele, coracdo e uma variedade de outros
o0rgdos. Antigenos virais ja foram detectados em celulas da epiderme, foliculos pilosos, retina,
cornea, glandulas lacrimais, glandulas salivares, pulmao, muasculo cardiaco, mucosas gastrica
e intestinal, pancreas, parénquima renal, glandulas adrenais, ureteres, bexiga e uretra
(CHARLTON, 1988; GERMANO et al., 1988; LARGHI e OUBINA, 1998).

Deve-se destacar que o periodo de incubacdo depende, principalmente, do volume
do in6culo viral e da distancia do trajeto entre o ferimento e o cérebro. Sua extensdo esta
relacionada com a gravidade e o tamanho da ferida causada pelo animal infectado e é menor
em mordidas na face e na cabeca (CORREA e CORREA, 1992).

Na resposta imune, a apresentacdo dos antigenos pelos macréfagos € crucial para
a producdo de anticorpos pelos linfécitos B e para a estimulacdo de linfocitos T-auxiliares
que, por sua vez, produzirdo as citocinas envolvidas na eliminacdo dos virus. Entretanto, na
infeccdo por virus da Raiva, a estimulacdo de linfocitos B e a sintese de imunoglobulinas,
geralmente, ndo ocorrem até os sinais clinicos aparecerem e o titulo de anticorpos
neutralizantes permanece baixo até a fase terminal da doenca, atingindo seu pico préximo da
morte do hospedeiro (ZANETTI, 1998). Embora as proteinas de virus da Raiva sejam
altamente imunogénicas, a resposta imune contra o virus é fraca durante a fase ascendente,
desde o local de entrada até o SNC, fato que pode ser atribuido a barreira hematoencefalica,
que mantém o virus isolado dos anticorpos e células imunes (GONCALVES et al., 2002).

As mudancas neuropatoldgicas no SNC decorrentes de infeccBes naturais sdo
relativamente discretas, consistindo em um processo inflamatério leve e degeneragdo neuronal
pouco acentuada. Essa particularidade tem apoiado o conceito de que a disfungdo neuronal
desempenha um papel mais importante na producdo da doenca do que a morte celular. Uma
variedade de estudos experimentais tem investigado a ocorréncia de possiveis alteracfes na
neurotransmissdo decorrentes da infec¢do por virus da Raiva, contudo, anormalidades de
significado incerto foram encontradas, mas nenhum defeito fundamental demonstrado explica
a disfuncéo neuronal na Raiva (CECCALDI et al., 1993; DUMRONGPHOL et al., 1996).

Tem sido demonstrado que virus neurotropicos podem ocasionar a morte celular
por apoptose ou necrose (ALLSOPP e FAZAKERLEY, 2000; FAZAKERLEY e ALLSOPP,
2001). A ocorréncia de apoptose depende da sintese de macromoléculas e requer energia para

a sua execucdo, enquanto a necrose esta associada um processo desordenado motivado por
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fatores patologicos que levam & lesdo celular irreversivel. Virus modificados sdo fortes
indutores de apoptose neuronal em culturas primarias de neurbnios e, também, em
camundongos apoés inoculacdo periférica, quando comparados com cepas mais virulentas. Em
geral, a apoptose € um mecanismo do hospedeiro utilizado para limitar a disseminacéo viral e
ndo desempenham um papel fundamental na patogénese da doenga. N&o obstante, as bases
para a disfuncdo neuronal na Raiva sdo mais complexas e podem abranger alteragdes
degenerativas concernentes aos processos neuronais de conducdo (JACKSON, 2004;
SCHNELL, 2010).

A maioria das evidéncias indica, portanto, que as cepas patogénicas de virus da
Raiva ndo induzem apoptose e que a tendéncia de algumas cepas promoverem apoptose reduz
significativamente o seu potencial patogénico. A competéncia para induzir apoptose depende
em grande parte dos niveis de expressdo e da sequiéncia de aminoacidos da glicoproteina da
particula do virus da Raiva. Esse fato pode explicar porque a ocorréncia de apoptose é mais
detectada durante infeccbes por cepas extremamente atenuadas, que se caracterizam pela
expressao de altos niveis de proteinas virais quando comparadas a cepas patogénicas.
Contudo, permanece obscuro o mecanismo pelo qual as cepas patogénicas evitam a instalacdo
de apoptose (PREHAUD et al., 2003; THOULOUZE et al., 2003).

6 Conservacdo de Amostras de Virus da Raiva

Os protocolos empregados na conservacao de amostras de virus da Raiva tém sido
descritos de forma sucinta na literatura cientifica, sendo que a maioria das pesquisas
dedicadas a esse campo de estudo tem como foco a investigacdo e o aprimoramento do
diagndstico viral em amostras submetidas & decomposicdo (VALENTINI et al., 1991,
ALBAS et al., 1999; DAVID et al, 2002; BISWAL et al., 2007; ARAUJO et al, 2008; LOPES
et al., 2010).

Em seu estudo, Valentini et al. (1991) verificaram experimentalmente o efeito do
estado de conservagdo das carcacas de camundongos infectados por virus da Raiva e a sua
possivel interferéncia na prova de imunofluorescéncia direta (IFD). Os camundongos mortos
apos a inoculagdo do virus rabico eram submetidos a diferentes condi¢Ges de conservacgado
(tempo e temperatura), subsequentemente, 0s cérebros desses animais eram avaliados pela
IFD, na tentativa de se estabelecer o momento em que a prova deixa de ser eficaz, em

conseqiiéncia a decomposicéo tissular.
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Assim, os autores evidenciaram que apesar de ostentar uma alta sensibilidade e
especificidade, a IFD quando utilizada em materiais em adiantado estado de decomposic¢ao
pode ter seus resultados comprometidos. Foi observado que quando as carcacas eram
mantidas a 4°C, decorridas 72h os resultados da IFD eram negativos em 100% dos materiais
examinados. Por outro lado, os cérebros obtidos de carcagas congeladas a -20°C
apresentaram-se viaveis a prova, mesmo tendo sido armazenados por 720h (30 dias).

Albas et al. (1999) avaliaram a influéncia da decomposicéo de cérebros caninos
no diagndstico laboratorial da Raiva, buscando confirmar o diagndstico da Raiva e medir o
efeito da putrefacdo na acuracia do teste de IFD e na inoculacdo intracerebral (IC) em
camundongos. Cérebros de cdes infectados com o virus da Raiva foram submetidos a
decomposicdo, a temperatura ambiente de 25 a 29°C por até 168h. Apds 48h do inicio do
experimento, o teste de IC comecou a ser prejudicado, detectando-se resultados falso-
negativos; decorridas 72h, os autores comprovaram a ocorréncia de falso-negativos tanto na
IC quanto na IFD. Concluiu-se que o periodo limite para o estabelecimento de um diagndstico
seguro deve ser de 24 e 48h antes da putrefacdo se instalar.

Por sua vez, David et al. (2002) chamam a atencdo para o numero significativo de
amostras em estado de decomposicdo submetidas anualmente para a avaliagdo diagnostica,
assinalando esse tipo de ocorréncia como fator de risco para o incremento de resultados falso-
negativos pelo teste de IFD. Com base nessa evidéncia, 0s autores utilizaram a técnica de
reacdo em cadeia pela polimerase com transcri¢do reversa (RT-PCR) para detectar virus da
Raiva em cérebros naturalmente infectados em estado de decomposi¢cdo. Demonstrou-se que,
de 219 amostras em decomposi¢do submetidas para diagnostico, 10 espécimes mostraram-se
negativos para IFD e positivos para RT-PCR, destas apenas trés foram identificadas pelo
isolamento em cultura de células e pela IC em camundongos.

Araljo et al. (2008) avaliaram, mediante a aplicacdo de técnicas moleculares,
amostras cerebrais de distintas espécies animais que foram armazenadas a -20°C por
diferentes periodos (até 7 anos), descongeladas e submetidas a decomposicdo. Os autores
concluiram que a utilizacdo de amostras em decomposicdo diminui a sensibilidade na
aplicacdo das técnicas moleculares para a detecgdo de virus da Raiva, destacando que as
condicdes ndo ideais de armazenamento devem ser consideradas na interpretacdo dos
resultados encontrados.

Por outro lado, Lopes et al. (2010) analisaram amostras positivas para virus da
Raiva, num estado visivel de decomposicdo, estocadas sobre condi¢des de congela¢do por

longos periodos de tempo (algumas com mais de 10 anos), através de técnicas moleculares e
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isolamento viral. A taxa de amostras vidveis pela técnica de inoculagdo em camundongos foi
de 33,6%, ndo havendo, contudo, correlagdo entre o tempo de estocagem e a viabilidade viral.
Esse estudo confirma a sensibilidade da RT-PCR na deteccdo do genoma do virus da Raiva
em amostras submetidas a diferentes condi¢cdes de conservacao, incluindo agquelas em estado
de decomposicéo.

Segundo Valentini et al. (1991), os laboratérios que oferecem servicos de
diagnostico para Raiva, frequentemente recebem materiais suspeitos que sdo muitas vezes
mantidos em condi¢Bes inadequadas de conservacdo. A ocorréncia de amostras em
decomposicdo, decorrente de falhas na execugdo dos procedimentos de coleta,
acondicionamento, transporte e/ou conservacdo, deve ser considerada, visto que Varios
autores comprovaram que o inicio do processo de decomposicdo das amostras marca 0

declinio gradativo da sensibilidade dos testes diagndsticos para os virus da Raiva.



Justificativa
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JUSTIFICATIVA

A construcdo do conhecimento humano acerca dos virus da Raiva tem sido
edificada durante séculos, contudo, ndo foi suficiente para garantir a erradicagdo da doenca ou
sua cura definitiva. Da mesma forma, muitas perguntas a respeito da doenga permanecem sem
respostas até os dias de hoje.

Nesse sentido, o incremento de protocolos mais eficientes de conservacdo de
amostras de virus da Raiva poderia assegura, sobremaneira, a continuidade e expansao de
pesquisas nessa area, dando vazdo ao incremento de estudos capazes de superar barreiras
cronoldgicas e geograficas e, por conseguinte, elucidar alguns mistérios dessa doenca milenar.

Cabe destacar que entre as razdes que motivam a preservacdo de estoques
microbioldgicos destaca-se a possibilidade de se viabilizar a apreciagdo de exemplares
estocados por tecnologias futuras ou, simplesmente, permitir a andlise de amostras ‘antigas’
guando novos questionamentos emergirem (PAOLI, 2005).

Além disso, em muitas situacdes de pesquisa, € comum que as oportunidades de
acesso as amostras sejam limitadas e susceptiveis a mudancas de condicfes capazes de
inviabilizar definitivamente a obtencdo das mesmas. Por conseguinte, € imprescindivel a
manipulacdo e armazenamento cuidadosos, empregando-se técnicas e protocolos que tenham
sido validados a priori, pois o processo de estocagem, em si, pode afetar a qualidade dos
exemplares e definir sua perspectiva de uso posterior. Desse modo, a maior preocupagao
quanto aos métodos de preservacao reside nos efeitos sobre a estabilidade dos espécimes
(HOLLAND et al., 2003).

N&o obstante a significativa importancia da estocagem microbiol6gica, hd uma
lacuna em termos de publicagdes cientificas pertinentes a conservagdo de amostras de virus da
Raiva, observando-se um numero reduzido de trabalhos produzidos em torno da problematica
e com énfase no estudo de amostras submetidas a decomposicéo, o que evidencia o potencial

para o desenvolvimento de pesquisas nessa area.



Hipoteses Cientificas
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HIPOTESES CIENTIFICAS

M A criopreservacao a -20°C é uma técnica eficaz para a conservacao da viabilidade viral
de amostras de virus da Raiva em tecido nervoso por um periodo de 30 dias

(conservacgao a curto-prazo);

M O uso de crioprotetores penetrantes (dimetilsulfoxido e glicerol) e ndo penetrantes
(sacarose e polietilenoglicol) possibilitam uma melhor criopreservagdo das amostras do

virus da Raiva a uma temperatura de -20°C.



Objetivos
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar diferentes protocolos de criopreservacao a -20°C em amostras de virus da Raiva.

Objetivos especificos

# Averiguar os meétodos de criopreservacdo empregados na conservacdo de amostras de

virus da Raiva nos principais servicos especializados do Pais;

# |dentificar os efeitos da criopreservacgdo a -20°C sobre a viabilidade viral de amostras de
virus da Raiva em tecido nervoso por um periodo de 30 dias (conservagao a curto-prazo),

pelo isolamento viral, titulagéo e teste de imunofluorescéncia direta;

# Avaliar a pertinéncia do uso de crioprotetores penetrantes (dimetilsulfoxido e glicerol) e
ndo penetrantes (sacarose e polietilenoglicol) na criopreservacdo de amostras de virus da

Raiva em tecido nervoso a uma temperatura de -20°C.
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RESUMO
Atualmente, centenas de milhares de amostras das mais variadas origens, incluindo células
humanas, animais ou bacterianas, além de virus, fungos e material genético (DNA/RNA), séo
armazenadas a cada ano com propoésitos diagnésticos e de pesquisa, abrangendo aplicacGes
tanto em laboratérios médicos quanto em veterinarios. Contudo, ndo existe uma férmula
singular, ideal ou universal que determine a eficiéncia da estocagem e preservacdo de
microorganismos a longo-prazo. A eleicdo do procedimento mais adequado a conservacao de
amostras deve, portanto, ser norteada pelas caracteristicas do espécime em estudo, bem como
pelas vantagens e desvantagens das técnicas disponiveis. Muitas células, tecidos e
microrganismos, para 0s quais ha uma crescente demanda, ainda esperam pelo
desenvolvimento de metodologias adequadas a sua conservacdo, fazendo da criobiologia um
campo de vasto potencial para o desenvolvimento de pesquisas. Assim, a proposta dessa
revisdo € a de discutir os principios que norteiam o processo de coleta, processamento,
estocagem e preservacao de material microbioldgico, tomado como base estudos disponiveis

na literatura cientifica contemporanea.

PALAVRAS-CHAVE: Criopreservacdo, Estocagem, Amostras microbiolégicas

Periddico: Ciéncia Animal (Aceito para publicacdo em junho de 2010)
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ABSTRACT
In the last years, hundreds of thousands of samples of the more varied origins, including animal,
human or bacterium cells, besides virus, fungi and genetic stuff (DNA/RNA), have been stored to each
year for diagnoses and research purposes, with application in medical and veterinarian laboratories.
However, not a singular, ideal or universal method exists to decide the efficiency of the long-term
microorganisms stock and preservation. Therefore, the election of an adequate procedure to the
conservation of samples should be guided by the characteristics of the specimen in study, as well as,
by the advantages and disadvantages of the available techniques. Many cells, tissues and
microorganisms for which there is a growing demand still wait for the development of satisfactory
methodologies to their conservation, making the cryobiology a field of vast potential for the
development of researches. Like this, the proposal of this revision is to discuss the principles that
guide the trial of collection, processing, stock and preservation of microbiological stuff, using the

available studies in the contemporary scientific literature as base.

KEY-WORDS: Cryopreservation, Storage, Microbiological samples

INTRODUCAO

O curso da natureza dita que os materiais biolégicos irdo degenerar e morrer;
assim, a estrutura e funcdo dos organismos mudam e sdo perdidas com o tempo. O intuito de
parar ou pelo menos retardar o reldgio biologico tem sido perseguido desde os tempos mais
remotos, alcancando-se na contemporaneidade um potencial de estocagem de amostras
bioldgicas a longo-prazo, que surpreende as perspectivas mais otimistas.

Atualmente, centenas de milhares de amostras das mais variadas origens,
incluindo células humanas, animais e vegetais, além de bactérias, virus, fungos e material
genético (DNA/RNA), sdo armazenadas a cada ano com propositos diagnosticos e de
pesquisa, abrangendo aplicacdes tanto em laboratorios médicos quanto em veterinarios.

As mais importantes razfes que motivam a estocagem e preservacao de espécimes
bioldgicos sdo sintetizadas por PAOLI (2005):

m realizar analises epidemiologicas, tomando por base a comparagdo entre amostras humanas
e animais de um mesmo episodio epidémico; ou de casos ocorridos em diferentes recortes
temporais e/ou areas geograficas. O estoque de amostras oferece a oportunidade, por vezes,
Unica, de se estudar caracteristicas genéticas de microrganismos, proporcionando o
estabelecimento das formas de transmisséo em nivel local ou mesmo no cenario mundial;

® viabilizar a andlise de amostras antigas no momento em que novos questionamentos

surgem, patdgenos emergem ou reemergem, possibilitando a elaboracéo tanto de pesquisas
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prospectivas quanto retrospectivas. As informag0es geradas a partir desses estoques s&o 0
alicerce para a elaboragéo de planos de controle de infecges, incluindo o desenvolvimento de
vacinas ou de estratégias apropriadas de controle;

® assegurar 0 progresso dos procedimentos diagnosticos mediante a comparacdo de amostras
oriundas de um mesmo individuo em diferentes espagos de tempo ou de sujeitos distintos com
doencas similares, além de viabilizar a apreciacdo das amostras estocadas com métodos
analiticos recentes, capazes de incrementar a sensibilidade e a especificidade dos protocolos
de deteccdo de agentes infecciosos;

m desempenhar estudos investigativos, requerendo um grande contingente de amostras
coletadas em diferentes localizagBes geograficas; ou que demandam a anélise de maltiplos
parametros em distintos laboratérios especializados ao redor do mundo;

» funcionar como fonte para a reposicao de linhagens de células humanas, animais e vegetais
ou de microrganismos usados em procedimentos diagndsticos e em pesquisas, no intuito de
instituir programas de controle de qualidade nos laboratérios ou para prover insumos de
referéncia para a pesquisa.

A concretizacdo de trabalhos no campo das ciéncias bioldgicas, agrarias,
biomédicas e em diversas areas da indUstria e da agropecuaria baseia-se, primariamente, na
manutencdo de amostras bioldgicas. Assim, o reconhecimento da grande relevancia da
biodiversidade microbiana para o desenvolvimento humano tem conduzido ao aprimoramento
de técnicas destinadas a conservacdo dos mais diversos espécimes microbiolégicos. E é gracas
a emergente importancia atribuida a estocagem de amostras que muitas instituicdes publicas e
privadas tém constituido estoques particulares (biobancos), adotando inimeras técnicas de
preservacdo, com protocolos préprios e avangadas tecnologias no controle de dados
(bioinformética) (FIGUEIREDO, 2001; HOLLAND et al., 2003; PAOLI, 2005).

A despeito da importancia do tema, observa-se uma lacuna entre as publicactes
cientificas pertinentes, no sentido de que um numero significativamente reduzido de estudos
tem sido produzido abordando a problematica da selecéo e validagdo de protocolos nessa area,
bem como avaliando os desafios e as perspectivas da coleta, processamento e estocagem de
amostras em microbiologia.

Nesse sentido, o trabalho de revisdo que se segue tem o objetivo de discutir 0s
principios que norteiam o processo de coleta, processamento, estocagem e preservacgao de
materiais microbiologicos, tomando como base estudos disponiveis na literatura cientifica

contemporanea.
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DESENVOLVIMENTO
FUNDAMENTOS DA COLETA E DO PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS
MICROBIOLOGICAS

A validacao de diretrizes destinadas a coleta de material e avaliagdo da qualidade
das amostras passivas de estocagem € o0 primeiro passo essencial a constituicdo de um banco
de amostras microbioldgicas. A execucdo de procedimentos adequados de amostragem pode
assegurar a correta identificacdo do material, sua coleta e envio ao servi¢o de estocagem no
sentido de maximizar a recuperacao de microrganismos e células quando requisitados.

Os potenciais espécimes de interesse precisam ser definidos antecipadamente a
coleta de dados, permitindo o desenvolvimento apropriado de protocolos de coleta e
processamento do material e possibilitando a execucdo de testes pilotos. Dada a variedade de
fatores capazes de afetar a qualidade da amostra, a realizacdo preliminar de testes pilotos
caracteriza-se como um passo importante no sentido de propiciar melhores condicfes a coleta
dos espécimes, evitando o comprometimento das amostras definitivas e propiciando a
confeccdo de estudos com delineamento de melhor qualidade (HOLLAND et al., 2005).

Para a compilacdo segura do material biolodgico, faz-se necessario o
estabelecimento de uma comunicacdo clara entre os pesquisadores e a equipe responsavel pela
coleta dos espécimes, bem como, a adequacdo metodoldgica aos objetivos do estudo. Apds a
padronizacdo das etapas de coleta, o processamento dos exemplares deve ser otimizado pela
efetivacdo de testes preliminares, propiciando condicdes ideais a preservacdo da integridade
das amostras. Com esse propdésito, devem-se instituir analises comparativas dos diferentes
sistemas de preservacdo ante a viabilidade, patogenicidade, parametros morfoldgicos e
fisiologicos e na estabilidade genémica de células e de cepas antes e depois da estocagem
(HOLLAND et al., 2005).

No intuito de satisfazer a demanda de futuras pesquisas, uma amostra original
pode ser dividida em aliquotas, adequadas a diferentes objetivos e contendo diversas vias
iguais do mesmo material (por exemplo, pequenas aliquotas de soro ou de uma cepa
bacteriana) e/ou vias contendo diferentes materiais obtidos de uma Unica amostra (por
exemplo, células intactas, DNA e/ou RNA, proteinas entre outros) (CHAPMAN, 2003).

De fato, a maior preocupagdo quanto aos protocolos de estocagem recai em seus
efeitos sobre a estabilidade das amostras. Dentre os fatores conhecidos que influenciam essa
estabilidade podem-se destacar: (a) o uso e os tipos de conservantes; (b) as variacOes de
temperatura entre a coleta e o processamento do material, bem como, no decorrer do processo

de estocagem; (c) o tempo despendido entre o processamento primario e a estocagem; (d) a
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auséncia de contaminagdo por ocasido da coleta e do processamento; (e) a atividade de
agentes enddgenos de degradacdo ou de substdncias inibidoras na prépria amostra
(HOLLAND et al., 2005).

CONSERVACAO DE AMOSTRAS MICROBIOLOGICAS

Em muitas situacbes de pesquisa € comum que as oportunidades de acesso aos
espécimes sejam limitadas e susceptiveis a mudancas de condi¢bes capazes de inviabilizar
definitivamente a obtencdo dos mesmos. E imprescindivel, portanto, que essas amostras sejam
manipuladas e estocadas cuidadosamente, empregando técnicas e protocolos que tenham sido
validados em pré-testes. A estocagem ou composi¢do de bancos de amostras é, em si mesma,
um elemento central especialmente para estudos longitudinais (amplo intervalo cronoldgico)
ou para uso em pesquisas futuras. O processo de estocagem pode afetar a qualidade das
amostras e determinar sua possibilidade de uso posterior (HOLLAND et al., 2003).

Considerando que a tecnologia de refrigeracdo promove um significativo retardo
nas taxas de deterioracdo de bens pereciveis, 0 uso de temperaturas muito mais baixas tem
favorecido a estocagem de organismos vivos em estado de animacao suspensa por extensos
periodos de tempo. A remocdo da agua de materiais biol6gicos viaveis em estado de
congelamento (liofilizagdo) proporciona outro meio de retardar o relégio bioldgico
estabelecido pela natureza. A criopreservacdo e a liofilizagdo sdo as técnicas mais largamente
empregadas na conservacdo da biodiversidade microbiana. Essa € uma das chaves para a
realizacdo dos servicos de colecdo de culturas microbiolédgicas (DAY & MCLELLAN, 1995;
MYAMOTO-SHINOHARA et al., 2000; PAOLLI, 2005).

Criopreservacgao

A criopreservacao, aspecto aplicado da criobiologia, é o resultado da aplicagéo de
métodos que permitem a manutencdo de uma variedade de tipos celulares sob baixas
temperaturas. Seu objetivo maior € minimizar o dano a materiais biologicos, incluindo
tecidos, células animais e vegetais, bactérias, fungos e virus durante o processo de congelagédo
e estocagem a frio (WOLFE & BRYANT, 2001).

O principio da congelacdo-descongelacdo se perpetua como procedimento
fundamental a preservacéo celular até 0 momento. As altas taxas de sobrevivéncia alcancadas
por esse método despertam o interrese tanto do ponto de vista biofisico quanto pratico por
viabilizar a recuperacdo de populacdes celulares integras, ou seja, livres de possiveis

alteracdes na sua composicdo genética. No entanto, a despeito do seu vasto uso, os protocolos
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de criopreservacdo requerem adequacdo metodoldgica para cada tipo de microrganismo
(DUMONT et al, 2003; 2004).

Uma concepcdo errbnea freqlientemente atribuida a criobiologia tem sido a
prerrogativa de que o sucesso dos métodos de criopreservacdo para uma cepa ou espécie é
transferivel a células ou a organismos similares. Apesar dessa afirmagdo ser, por vezes,
verdadeira, estd longe de ser uma regra. As diferencas bioldgicas implicam respostas
divergentes aos sistemas de congelacédo e uso de crioprotetores, reforcando a necessidade de
tecer ajustes ou mesmo reestruturar os critérios de preservacdo de acordo com o material sob
estudo (DAY & MCLELLAN, 1995).

Uma expressiva variedade de fatores influencia a efetividade da criopreservacao
de microrganismos com destaque a espécie a qual o exemplar pertence, o tipo cepa, 0
tamanho e a forma da estrutura celular, a fase e a taxa de desenvolvimento, a temperatura de
incubacgéo, a composicdo do meio de crescimento, o pH, a osmolaridade e aeracédo, o teor de
agua da célula, o teor lipidico e a composi¢do do meio de congelacéo, a taxa de resfriamento,
a temperatura e 0 tempo de estocagem, a taxa de aquecimento e 0 meio de recuperacdo
(KIRSOP & DOYLE, 1991; DAY & MCLELLAN, 1995).

A criopreservacdo compreende a estocagem de material a baixas (-20°C a -80°C
em freezeres) e a ultra-baixas temperaturas (-150°C em containeres de nitrogénio liquido), no
ultimo caso o processo ocorre na fase liquida ou de vapor do nitrogénio. Os sistemas de
nitrogénio liquido permitem o armazenamento a temperaturas totalmente constantes, enquanto
os freezeres mecanicos estdo sujeitos a variacdes de temperatura capazes de comprometer a
qualidade das amostras estocadas (SU et al., 1996; WOLFE & BRYANT, 2001; PAOLI,
2005). Contudo, Vysekantsev et al. (2005) demonstraram que, mesmo em sistemas de
criopreservacao a temperaturas ultra-baixas, uma mudanca ciclica da temperatura de -196°C
até -130°C ou -100°C implica morte dos microrganismos armazenados. Fato que deveria ser
levado em consideracdo ante a movimentagéo e transporte de exemplares criopreservados.

Outro parametro de grande relevancia para o sucesso em criobiologia diz respeito
as taxas de resfriamento. Nos procedimentos de resfriamento lento, o material bioldgico é
submetido ao declinio gradativo da temperatura, obedecendo a uma curva de resfriamento
répida o bastante para prevenir a instalacdo de danos e suficientemente lenta para permitir um
grau de desidratacéo capaz de evitar a formacgédo de gelo intracelular. A vitrificagdo, por sua

vez, € um processo de criopreservacao que utiliza taxas de resfriamento extremamente altas,
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no qual o contetdo de &gua é reduzido antes do resfriamento pela adi¢cdo de concentracdes
intensas de agentes crioprotetores, o que impede a formacao de cristais de gelo (PEGG, 2002).

Estudo conduzido por Dumont et al. (2004) analisou a viabilidade de cinco tipos
celulares (Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis, Escherichia coli, Lactobacillus
plantarum e uma célula humana da linhagem leucocitaria K562) em funcdo das taxas de
resfriamento, durante a criopreservagdo. Com base nos achados, a viabilidade celular foi
classificada em trés escalas: alta viabilidade para baixas taxas de resfriamento (5 a
180°C/min), que permite o efluxo do conteldo de &gua celular, prevenindo a cristalizacéo
intracelular; baixa viabilidade para taxas intermediarias de resfriamento (180 a 5.000°C/min),
no qual o fluxo de calor prevalece sobre o efluxo de agua, propiciando a ocorréncia de
cristalizacdo (no momento em que o fluxo de agua esta se dando para fora da célula); e alta
viabilidade para taxas de resfriamento muito altas (>5.000°C/min), capazes de induzir um
fluxo de calor tdo rapido que a vitrificacdo intracelular se estabelece antes da ocorréncia de
qualquer efluxo de &gua.

Esses resultados ilustram a forte influéncia da taxa de resfriamento sobre a
viabilidade celular. Para todos os tipos celulares investigados, a viabilidade mostrou-se maior
nas taxas de resfriamento baixas e muito altas. Esse comportamento é explicado pela
competicdo entre o fluxo de calor e o efluxo de agua na célula, durante o processo de
congelagdo-descongelagdo. Nas taxas mais baixas de resfriamento, o calor latente de
congelamento da agua celular propicia tempo suficiente para a saida da agua e previne, por
isso, a formacdo de cristais de gelo no espaco intracelular. As taxas intermediarias de
resfriamento implicam um retardo a vitrificacdo intracelular e se tornam um fator negativo
para a viabilidade do espécime, ocorrendo morte celular devido aos danos propiciados pela
cristalizacdo durante o efluxo de &gua pela membrana plasmética. Contudo, esse
comportamento geral das células tende a apresentar particularidades de acordo com cada tipo
celular, podendo ser influenciado pelo tamanho da célula, pelas caracteristicas de
permeabilidade a &gua e pela presenca de parede celular (DUMONT et al, 2003).

Danos decorrentes do processo de criopreservagao

Deve-se chamar a atencdo ao fato de que o emprego da criopreservagdo exerce
efeitos deletérios a maioria dos materiais biologicos, com énfase & membrana celular. O dano
a estrutura celular esté relacionado com o comportamento peculiar da agua sob condicdes de
baixas temperaturas. A agua congelada expande-se ao cristalizar e no processo de fusdo tende
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a recristalizar e aglutinar, formando longos e protuberantes cristais de gelo capazes, por sua
vez, de produzir uma série de danos mecénicos, bioguimicos e osmoticos a célula
(CARNEIRO & CAL-VIDAL, 2000; CARVALHO, 2007).

A crioinjuria é um evento letal atrelado a formacéo de gelo intracelular, ao fluxo
de &gua para fora da célula (desidratacdo) e ao incremento da concentracdo intracelular de
solutos. A congelagcdo é um processo probabilistico; e, na maioria dos casos, a solugao
extracelular apresenta maior volume que a intracelular. Por essa e outras razdes, a congelacao
extracelular tende a ocorrer primeiro. Quando isso acontece, 0s solutos contidos no meio
externo se concentram numa pequena fracdo de dgua em estado liquido, que passa a exibir
maior pressdo osmotica. Esse mecanismo promove o fluxo de 4gua para fora da célula. A alta
concentracdo intracelular inibe a formacdo de gelo, contudo a desidratacdo e a elevada
contracdo de ions podem ser severas o bastante para causar danos (WOLFE & BRYANT,
2001; PEGG, 2002; ACKER & MCGANN, 2003; HUBALEK, 2003).

A combinacado entre os mecanismos de efluxo de agua e a constituicdo de cristais
de gelo é responsavel por danos irreversiveis a membrana e, por conseguinte, pela morte
celular. Portanto, além da cuidadosa manipulacdo das variacGes de temperatura empregadas
no processo de resfriamento e congelacdo de materiais bioldgicos, tem sido freqliente a
inclusdo de substancias protetoras aos sistemas de criopreservagdo, conhecidas como agentes
crioprotetores, com vistas a prevenir a cristalizacdo via depressdo da atividade da agua.

Uso de agentes conservantes em criomicrobiologia

Na década de 40, uma descoberta acidental marcou o incremento da criobiologia
moderna. Polge et al. (1949) demonstrou a agcdo do glicerol como agente protetor efetivo,
permitindo rapidos avangos no campo da criopreservagdo. Gradativamente, varias substancias
como o dimetilsulféxido (DMSQO), o metanol e o etilenoglicol tém sido adicionadas a lista de
crioprotetores efetivos. Muitos protocolos de sucesso sdo desenvolvidos empiricamente
através da otimizacdo da escolha do crioprotetor, das suas concentracdes, do tempo e da
temperatura para sua adigdo durante o processo de resfriamento (DAY & MCLELLAN,
1995).

Os crioprotetores tém sido classificados de varias formas. Uma das mais
tradicionais divisbes aplicadas consiste na classificagdo desses aditivos em relacdo a
capacidade de penetracdo em materiais biologicos: crioprotetores penetrantes (intracelulares)
e crioprotetores ndo penetrantes (extracelulares) (MERYMAN, 1971).
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Os crioprotetores ndo penetrantes ou extracelulares sdo agentes capazes de induzir
0 acréscimo da osmolaridade do meio externo, gerando a passagem da agua do interior da
célula para o meio extracelular, prevenindo a formacao de cristais de gelo intracelular durante
a congelacdo. Destacam-se nesse grupo: mono, oligo e polissacarideos, manitol, sorbitol,
dextran, metilcelulose, albumina, gelatina, polivinilpirolidona, polietilenoglicol, 6xido de
polietileno entre outros. S&o particularmente apropriados & preservacdo de microrganismos
por se fixar a superficie microbiana, formando uma camada viscosa capaz de proteger mais
efetivamente suas paredes celulares e membranas (HUBALEK, 2003).

Entre os crioprotetores penetrantes ou intracelulares, destaca-se a propriedade de
realizar ligagBes com as moléculas de agua, minorando a formacao e o tamanho dos cristais
de gelo, bem como reduzindo as concentracGes de soluto tanto no meio extracelular quanto no
intracelular. Também se caracterizam por apresentarem baixo peso molecular, alta
solubilidade em meio aquoso e baixa toxicidade celular. Alguns exemplos sdo o metanol, o
etanol, o etilenoglicol, o propilenoglicol, a dimetilformamida, a metilacetamida, o
dimetilsulfoxido e o glicerol (NASH, 1966; HUBALEK, 2003).

Dentre a significativa gama de agentes crioprotetores, merecem destaque 0
dimetilsulféxido (DMSO), o glicerol, o soro sangiineo e a soroalbumina, o leite desnatado, a
sacarose, 0 extrato de levedura, a glicose, 0 PVP, 0 metanol, o sorbitol, o extrato de malte, o
dextran e o etilenoglicol, como os mais rotineiramente empregados (HUBALEK, 2003). No
entanto, o uso de crioprotetores pode ser limitado por efeitos toxicos particulares ou mesmo
pela inducdo de estresse osmatico, 0 que aumenta a possibilidade de alteracdo do perfil
morfolégico e/ou genético dos espécimes, além do risco de morte celular (FULLER, 2004).

Crioprotetores de alta viscosidade, como o propilenoglicol e os sacarideos, sdo
agentes efetivos em situacGes, nas quais rapidas taxas de resfriamento sdo aplicadas em
espermatozdides, eritrdcitos e bactérias. Em contraste, crioprotetores de baixa viscosidade, a
exemplo do DMSO e do metanol, proporcionam uma protecdo mediocre a esses tipos
celulares por ndo modificarem a estrutura do material concentrado nos processos de
congelagdo com taxas rapidas de resfriamento (MORRIS et al., 2006).

Deve-se destacar que a estocagem de cepas fangicas pode ser feita em agar batata
a -20°C ou -70°C com ou sem adicéo de crioprotetores. Apesar das dificuldades encontradas
ao se realizar o congelamento de fungos, observa-se certa taxa de sobrevivéncia em
microrganismos submetidos a congelacdo sem a adicdo de um agente crioprotetor

(BRILHANTE et al., 2004). Contudo, tem sido descrito que a presenca de um agente
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crioprotetor apropriado pode aumentar as taxas de sobrevivéncia da célula fdngica
consideravelmente (HUBALEK, 2003).

Segundo Campos et al. (2004), os crioprotetores mais comumente utilizados na
conservacao de fungos sdo o glicerol e o dimetilsulféxido. Contudo, no estudo desenvolvido
com estocagem de fungos nematdfagos da espécie Monacrosporium spp. em nitrogénio
liquido, os autores verificaram alteracfes no crescimento radial em isolados criopreservados
com DMSO, denunciando uma relativa toxicidade (concentracdo dependente) desse agente
sobre os fungos.

Resultados encontrados por Brilhante et al. (2004) demonstraram uma
heterogeneidade no percentual de viabilidade das cepas de Microsporum canis em fungédo do
método de conservacdo estabelecido, podendo-se deflagrar uma taxa de 100% de morte de
cepas de M. canis mediante a estocagem desse fungo em agar batata acrescido de glicerol
10% por um periodo de nove meses. Por outro lado, cepas de M. canis estocadas em agar
batata acrescido de DMSO 10% alcancaram uma boa recuperacdo ap6s 0 mesmo tempo de
estocagem.

Um estudo conduzido por Girdo et al. (2004) avaliou o comportamento da
Malassezia pachydermatis frente a diferentes métodos de conservagdo de culturas, havendo
manutencdo da viabilidade das cepas estocadas em meio Dixon mesmo quanto acrescido de
glicerol. O contraste inerente a esses resultados ratifica o carater singular das cepas flngicas
em relacdo a conservacao, assim como denuncia a necessidade de se estabelecer metodologias
espécie-especificas para a estocagem desses espécimes no que tange ao emprego de
substancias protetoras.

Agentes crioprotetores também tém sido empregados para preservar a
infectividade viral no decorrer do processo de estocagem. Mendez et al. (2002) demonstraram
pouco ou nenhum declinio da infectividade viral em trés suspensbes de bacteriéfagos
purificados (MS2, B40-8 e ®X174) preparadas em glicerol a 5-10% por um periodo superior
a 30 dias em temperaturas de -70°C ou -20°C. Contudo, os autores ressaltam o fato de
crioprotetores como o glicerol e 0 DMSO ndo serem usados com freqliéncia em amostras de
virus entéricos, ndo sendo possivel definir se esses agentes sdo capazes de proteger os virus

dos efeitos danosos da criopreservacdo sem comprometer a integridade da amostra.

Liofilizacdo
A liofilizacdo pode ser definida basicamente como um processo de desidratacdo
sob condicBes de vacuo constituido por trés etapas: congelacdo, desidratacdo primaria e
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desidratacdo secundaria. O objetivo da congelagdo é promover a inércia do material passivo
de ser liofilizado, interrompendo reacfes quimicas e atividades bioldgicas, sendo considerada
uma das etapas mais criticas inerentes ao processo de liofilizacdo. Apos a congelacéo, o
espécime € desidratado por sublimacdo seguindo-se a dessor¢do, com o0 emprego de baixas
temperaturas de secagem sob pressoes reduzidas (PAOLI, 2005).

A dessecacdo tem sido durante décadas o método de referéncia para a preservacdo
de microrganismos a longo-prazo. Uma grande variedade de colecdes de culturas depende
desse processo para preservar a diversidade de seus espécimes para futura propagacéo.
Atualmente, existem muitas areas de interesse que fazem uso de aliquotas preservadas de
microrganismos. Testes microbioldgicos sdo realizados em diversas institui¢cdes incluindo as
indUstrias farmacéuticas, de alimentos e bebidas, bem como clinicas e laboratorios de
diagnostico e pesquisa. O controle de qualidade de um vasto ndmero de testes utiliza cepas
microbianas de referéncia como controle positivo. Esses espécimes sdo distribuidos gracas ao
uso das técnicas de liofilizacdo que a estabilidade das culturas e seu transporte a temperaturas
ambientes. Ademais, campos emergentes como o de probioticos e de controles bioldgicos
também necessitam da preservacdo de certos microrganismos. As desvantagens atribuidas a
liofilizacdo estdo relacionadas ao tempo consumido pelo processo, ao seu alto custo e a
necessidade de otimizacdo de protocolos especificos para cada tipo de célula e espécie
microbiana (PAOLI, 2005; MORGAN et al., 2006).

Quando a liofilizacdo é indicada como forma de preservacdo de microorganismos,
preconiza-se a estocagem a longo-prazo de suspensdes de concentracéo superior a 108 células
ml™. O motivo para a estocagem de altas concentracdes parte da premissa de que a maioria
das células morre durante 0 armazenamento por longos periodos, mas um numero suficiente
sobrevive para assegurar a perpetuacdo da cepa (MIYAMOTO-SHINOHARA et al., 2000;
MORGAN et al., 2006).

A liofilizagdo causa uma forma de dano denominada lioinjuria. Agentes protetores
podem ser adicionados durante o desenvolvimento dos microrganismos, antes da congelacao
ou da secagem. Cabe ressaltar que o tipo de protetor depende largamente do microrganismo.
Contudo, existem apenas alguns poucos que parecem funcionar bem com muitas espécies,
incluindo o leite desnatado, soro, trealose, glicerol, betaina, adonitol, sacarose, glicose, lactose
e polimeros como dextran e polietilenoglicol (HUBALEK, 2003; PAOLI, 2005).

A congelacdo é a primeira etapa do ciclo de liofilizagdo. Durante essa fase, a
suspensao liquida é resfriada com a formagcao de cristais de gelo. A medida que o processo de

congelacdo avanca, gradativamente a agua, contida no liquido, congela. Isso resulta no
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incremento da concentracdo do liquido remanescente. Com a suspensdo tornando-se mais
concentrada, a viscosidade aumenta, induzindo a inibi¢do de nova cristaliza¢do. Esse liquido,
altamente concentrado e viscoso, solidifica, produzindo uma fase amorfa, cristalina ou
amorfo-cristalina combinada (ABDELWAHED et al., 2006; HOTTOT et al., 2007).

A secagem primaria envolve a sublimacdo do gelo existente no material
congelado, ou seja, 0 processo converte diretamente a agua no estado sélido (gelo) para o
gasoso (vapor). Nesse processo, o calor € transferido da prateleira do liofilizador para a
solucdo congelada através da bandeja e do frasco sendo conduzido a area de sublimacao. O
gelo sublima, e o vapor de &gua formado passa através das porcles secas do produto para a
superficie da amostra. O vapor de &gua é transferido da superficie do produto através da
camara até o condensador, onde é liquefeito. No fim da sublimacdo, um tampdo poroso é
formado. Seus poros correspondem aos espacos antes ocupados pelos cristais de gelo
(ABDELWAHED et al., 2006).

Finalmente, a secagem secundaria envolve a remocgdo da agua absorvida pelo
produto, a agua que ndo se separou como gelo durante a congelacéo e, conseqlientemente, ndo
sublimou. A &gua ndo-congelada deve ser adsorvida na superficie do produto cristalino, pois
sua presenca, em quantidades suficientes, pode causar a rapida decomposi¢do do produto
quando estocado a temperatura ambiente (ABDELWAHED et al., 2006).

O procedimento de estocagem e acondicionamento ir4 determinar a vida de
prateleira de qualquer produto liofilizado. A semelhanca da maioria dos produtos pereciveis,
0s reativos mais corriqueiros a serem evitados sdo: oxigénio, luz, contamina¢do microbiana,
umidade e temperaturas elevadas. Por essa razéo, as opg¢des de acondicionamento apresentam-
se como diferentes tipos de barreiras a esses agentes reativos. Em geral, produtos liofilizados
sdo armazenados em ampolas ou frascos de vidro. Os poucos estudos sobre o
acondicionamento e a viabilidade desses produtos, bem como sua vida de prateleira sdo em
geral de acesso restrito das industrias privadas e, portanto, resguardados como segredo
comercial (COSTA et al., 2002; MORGAN et al., 2006).

A taxa de sobrevivéncia das bactérias Gram (+) imediatamente apds a liofilizacdo
tende a ser maior do que a das bactérias Gram (-) num mesmo intervalo de tempo, sugerindo
que bactérias Gram (+) apresentam uma maior resisténcia a dessecac¢do, quando comparadas
as bactérias Gram (-), e que essa diferenca se deve a estrutura celular. Observa-se ainda que a
taxa de sobrevivéncia de algumas espécies é fixa enquanto a de outras espécies exibe um
declinio durante os primeiros cinco anos, tendendo a estabilizar por volta dos 15 anos
(MIYAMOTO-SHINOHARA et al., 2000).
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Com relagdo aos virus, verifica-se a deteccdo de considerdvel infectividade
residual em modelos experimentais de liofilizacdo tanto entre virus envelopados quanto nao-
envelopados. Quanto aos fungos, quase todas as grandes colecdes tém sua preservacao
alicercada na liofilizacdo com a manutencdo da viabilidade de alguns fungos por periodos de
17 a 21 anos. Contudo, fungos que ndo esporulam ou possuem esporos excessivamente
delicados ou grandes ndo suportam o processo de liofilizagdo (FIGUEIREDO, 2001,
UHLENHAUT et al., 2005).

Miyamoto-Shinohara et al. (2006) analisaram a sobrevivéncia de uma variedade
de espécies de microrganismos submetidos a estocagem por periodos superiores a 20 anos. Os
espécimes foram liofilizados, selados a vacuo em ampolas e estocados em ambiente escuro a
5°C. A espécie de levedura testada, Saccharomyces cerevisiae, apresentou apenas 8% de
sobrevivéncia, quando recuperada logo ap6s o processo de liofilizacdo, mas a perda
subsequiente a estocagem foi a menor entre todos 0s microrganismos testados, alcancando
uma taxa de sobrevivéncia de 97,7% por ano. As bactérias Gram-negativas testadas,
Escherichia coli, Pseudomonas putida e Enterobacter cloacae, apresentaram uma sobrevida
pos-liofilizacdo de 42,6%, 33,5% e 50,8%, respectivamente, o que foi maior do que o
observado para a S. cerevisiae, contudo a perda subseqliente a estocagem foi superior a
encontrada na S. cerevisiae, com taxas de sobrevivéncia anual correspondendo a 91%, 87,5%
e 84,5%. Entre as bactérias Gram-positivas estudadas, Lactobacillus acidophilus e
Enteroccoccus faecium, evidenciou-se sobrevivéncia de 62,5% e 85,2% logo apds o processo
de liofilizacéo, e a taxa de sobrevivéncia durante a estocagem alcangou cerca de 96% ao ano
para ambas as espécies, valores superiores aos encontrados entre bactérias Gram-negativas. A
analise desses resultados mediante outros dados publicados sobre diferentes condi¢Ges de
liofilizagcdo sugere que a sobrevivéncia durante o processo de estocagem e fortemente
influenciada pelo grau de vacuo sobre o qual as ampolas sdo seladas. Assim, a sobrevida de
cada espécie pode ser atribuida ao alto nivel de dissecacdo e a vedacdo sob condigdes de

vacuo.

SERVICOS DE COLECAO DE CULTURAS EM MICROBIOLOGIA

A continua necessidade de manutencdo de microrganismos para fins académicos e
comerciais conduziu a constituicdo de uma rede de estocagem de cole¢des microbioldgicas.
Os Nucleos ou Servigos de Colecdes de Culturas tornaram-se responsaveis por um amplo
trabalho em microbiologia. Sua funcdo primaria € coletar, manter e distribuir microrganismos

vivos e sem variacOes geneéticas (cepas de referéncia) atendendo as requisicdes desses
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espécimes para diversos fins, incluindo atividades de ensino e pesquisa, controle de qualidade,
biotecnologia etc. As cole¢des de culturas sdo comparadas com bibliotecas; mas, ao inves de
livros, elas encerram material vivo. A operacdo e o0 gerenciamento de servicos de colecdes
microbiologicas requerem capacitacdo técnica especializada e infra-estrutura especifica, alem
de cuidados especiais com relacdo as praticas de controle de qualidade, bioseguranca e
autenticagéo dos acervos (FIGUEIREDO, 2001; URUBURU, 2003; OLIVEIRA et al., 2006).

Podem ser citados como ndcleos de colecdes com relevancia mundial o IMI
(International Mycological Institute), com sede na Inglaterra; a ATCC (American Type
Culture Collection), de Manyland, EUA; o CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures), em
Baar-Delft, Holanda; o IFO (Institute For Fermentation), em Osaka, Japdo; o JCM (Japan
Collection of Microorganisms), em Wako, Japdo; a MUCL (Mycotheque De L’Universite
Catholique de Luvaim), localizada em Luvain-le-Neuve, Bélgica entre outras. No Brasil, as
iniciativas nessa area sao restritas, podendo-se destacar as cole¢cdes mantidas em Institutos de
Pesquisa e Faculdades como a Fundagéo Fiocruz, no Estado do Rio de Janeiro; o Hospital de
Medicina Tropical de Sdo Paulo; a Universidade Federal do Recife; o Instituto Bioldgico de
Sdo Paulo; a Fundacdo André Tozello, em Campinas — SP (FIGUEIREDO, 2001; OLIVEIRA
et al., 2006); o Centro Especializado em Micologia Médica, da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Ceara (CEMM) entre outros.

Servicos de colecdo de culturas, como a World Federation for Culture Collections
(WFCC) e a European Culture Collection Organization (ECCO), funcionam como féruns de
discussdo, reunindo uma massa critica de colecBes e usuarios no sentido de coordenar
atividades, bem como cambiar informacOes e tecnologias capazes de facilitar o progresso
nesse &mbito do conhecimento. O WFCC congrega um numero total de socios que gira em
torno de 700, distribuidos em 62 paises e com cerca de 470 colegdes registradas no World
Data Center for Microorganisms (WDCM). As colec¢des cadastradas no WDCM retnem mais
de um milhdo de cepas, sendo 44% dessas representadas por fungos, 43% por bactérias, 2%
por virus, 1% por células vivas e 10% por outros espécimes (incluindo plasmideos, plantas,
células animais e algas) (SMITH, 2003).

Torna-se cada vez mais evidente o papel dos materiais biolégicos como novos
recursos tanto nos setores da pesquisa e do desenvolvimento quanto nos processos produtivos.
A gendmica, a pds-gendmica e outras areas emergentes no setor de bioinformatica tém
possibilitado a abertura de novas linhas de pesquisa, exercendo uma pressdo de demanda
sobre os servicos de cole¢des de culturas bioldgicas. Nesse contexto, as cole¢fes sdo
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essenciais ao suporte do desenvolvimento biotecnolégico, fornecendo espécimes certificados

e agregando valores como insumos e informacdes associadas (BRASIL, 2002).

CONSIDERACOES FINAIS

A estocagem e preservacdo de materiais microbioldgicos revela-se como um
empreendimento de alta complexidade. No campo tedrico, destaca-se o volume
significativamente reduzido de obras em torno do tema, identificando-se uma maior
concentracdo das producdes nas areas da reproducéo e da industria farmacéutica e alimenticia.
No &mbito da pratica, o desenvolvimento de metodologias esbarra na demanda de recursos e
infra-estrutura peculiares ao processo, como destaca Canovas e Iborra (2003), a manutencédo
das colecbes de culturas requer compromisso, trabalho duro e o exercicio continuo da
pesquisa, nem sempre amparada pelos melhores recursos ou reconhecida pela comunidade
cientifica.

N&o existe uma férmula singular, ideal ou universal que determine a estocagem e
preservacdo de microorganismos a longo-prazo. Portanto, a eleicdo do procedimento mais
adequado a criopreservacao deve ser norteada pelas caracteristicas do espécime em estudo,
bem como pelas vantagens e desvantagens das técnicas disponiveis. Muitas células, tecidos e
microrganismos para 0s quais ha uma crescente demanda ainda esperam pelo
desenvolvimento de metodologias adequadas a sua conservacgdo, tornando a criobiologia um

campo de vasto potencial para o desenvolvimento de pesquisas.
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RESUMO

A construgdo do conhecimento humano acerca da Raiva tem sido edificada durante séculos,
contudo, ndo foi suficiente para garantir a erradicacdo da doenca ou sua cura definitiva. Da mesma
forma, muitas perguntas a respeito da doenca permanecem sem respostas. Nesse sentido, o
incremento de técnicas mais eficientes de conservacgdo de amostras de virus da Raiva pode subsidiar o
desenvolvimento de novas pesquisas €, por conseguinte, elucidar alguns mistérios dessa
doenca milenar. Assim, 0 objetivo desse estudo foi 0 de averiguar os métodos de criopreservagao
empregados na conservacao de amostras de virus da Raiva nos principais servigos especializados do
Pais. Realizou-se uma pesquisa do tipo exploratdrio-descritiva e transversal, mediante aplicagdo de um
questionario semi-estruturado a profissionais responséveis pelos setores de diagnostico, pesquisa e/ou
controle e prevencdo da Raiva em servigos especializados. Abordou-se perguntas sobre os protocolos e
rotinas empregadas na preservacdo das amostras do virus da Raiva, tempo e objetivo da estocagem,
tipos de amostras preservadas e recipientes utilizados entre outras. Das institui¢des analisadas (n=24),
observou-se que 70,8% realizam atividades de diagnéstico e cerca da metade desses servicos
desenvolve pesquisas cientificas. Observa-se que 0s centros de pesquisa concentram-se no eixo
sudeste-sul. Quanto & forma de conservacdo, a mais difundida é a criopreservacao a -20°C (66,7%).
Por outro lado, a tecnologia de criopreservacdo a -80°C ja se encontra disponivel em mais da metade
dos estabelecimentos estudados (54,2%), contudo ndo houve relato dessa técnica entre as instituicbes

localizadas na regido Nordeste. O espécime de escolha para a estocagem é o tecido nervoso (91,7%) e,
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em menor escala, alguns servicos armazenam concomitantemente, suspensdes virais (33%) e soros
sanguineos (29,2%). Nao existe unanimidade quanto ao tipo de recipiente utilizado para a
criopreservagdo, destacando-se o coletor universal (45,8%) como embalagem de uso corrente. Os
tubos “Ependorff” sdo empregados de forma significativa (41,7%), mas ndo existe consenso quanto ao
uso de tubos estéreis ou livres de rnase. O tempo de armazenamento varia com 0s objetivos
estabelecidos por cada servico, havendo uma tendéncia a estocagens mais longas quando as amostras
sdo destinadas a composi¢do de bancos de amostras e execucdo de pesquisas. Vale destacar que,
apesar do status de bioseguranca da Raiva ser estabelecido como nivel dois, 20,8% dos participantes
declararam suas institui¢des como nivel um ou ndo especificaram o nivel de bioseguranga (29,2%).
Existem questBes delicadas a serem discutidas sobre os protocolos de criopreservacdo empregados em
amostras de virus da Raiva, especialmente no que tange a heterogeneidade dos protocolos e a
distribuicdo de recursos materiais para o0 desempenho dessa atividade entre as regifes socio-

demogréficas do pais.

PALAVRAS-CHAVE:

Virus da Raiva, Brasil, Conservagéo, Criobiologia.

(Artigo em Elaboragéo)
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ABSTRACT

Rabies virus cryopreservation has been briefly described in the scientific literature. The major
researches about viral conservation emphases Rabies diagnosis in decomposed samples. Until now
little information is available concerning the use of cryoprotectants for Rabies virus cryopreservation.
The aim of this work was to verify the viability of Rabies virus after freezing/thawing procedures and
to assess the effect of dimethyl sulphoxide (DMSO), glycerol (GLY), polyethyleneglycol (PEG) and
sucrose (SUC), in different concentrations, on Rabies virus cryopreservation. Virus viability was
tested by isolation in mouse inoculation test, titration and immunofluorescent antibody test before and
after 30 days of freezing procedures. In the present study, the results demonstrate that the technique of
cryopreservation at -20°C has limitations regarding its application in the conservation of brain tissue
samples infected with Rabies virus, according to the impairment of viability viral samples even in
protocols for short-term storage. After a 30 days freezing period, the fluorescence intensity of viral

particles in the samples cryopreserved (+++) was lower than that observed in fresh samples (++++).
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However, the use of sucrose at 10% or 68% produced a preservative effect in the samples, enabling
the maintenance of the fluorescence (++++) after 30 days of cryopreservation.

Key words. CVS, freezing of virus samples, Rabies virus, infectivity, conservation procedures, Rabies

virus assays, sample conservation.

RESUMO

A criopreservacdo de virus da Raiva tem sido descrita de forma sucinta na literatura cientifica. A
maioria das pesquisas dedicadas ao estudo da conservacao viral tem como foco o diagndstico da Raiva
em amostras submetidas a decomposicdo. Até o presente, poucas informacbes encontram-se
disponiveis acerca do uso de agentes crioprotetores na conservacdo a frio de virus da Raiva. O
objetivo desse trabalho foi verificar a viabilidade de virus da Raiva ante procedimentos de
congelacdo/descongelacdo e avaliar o efeito do dimetilsulféxido (DMSO), do glicerol (GLI), do
polietilenoglicol (PEG) e da sacarose (SAC), em diferentes concentra¢des, na criopreservagdo de virus
da Raiva. A viabilidade viral foi testada por isolamento pelos testes de inoculagdo em camundongos,
titulacdo viral e imunofluorescéncia direta antes e 30 dias ap0s terem sido instituidos os protocolos de
congelacdo. No presente estudo, os resultados demonstram que a técnica de criopreservagdo a -20°C
apresenta limitagdes no que tange a sua aplicacdo na conservagdo de amostras de tecido nervoso
infectadas por virus da Raiva, em funcdo do comprometimento da viabilidade viral das amostras
mesmo em protocolos de 30 dias de estocagem (conservagdo de curto-prazo). Apos 30 dias de
congelacdo, a intensidade da fluorescéncia das particulas virais nas amostras criopreservadas (+++) foi
menor do que a observada em amostras frescas (++++). Contudo, 0 uso da sacarose nas concentracdes
de 10% ou 68% produziu um efeito conservante nas amostras, possibilitando a manutencdo da

fluorescéncia (++++) ap6s a criopreservacdo das amostras por 30 dias.

Palavras chaves. CVS, congelamento de amostras de virus, infectividade de virus da Raiva, analise de

virus da Raiva, conservacgdo de amostra.

INTRODUCTION

The natural course of a life cycle dictates that biological materials will decay and die. The
structure and function of the known organisms change and will be lost with time. Attempts to
stop the biological clock have been chased by ancient and contemporaneous minds. At the
center of many such schemes have been experiments with temperature and water content.

Thereby, the development of cooling technologies provide a means of slowing the rate of
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deterioration of perishable goods and the use of much lower temperatures has offered a means
of storing organisms in a state of suspended animation for extended, even indefinite, periods".
Cryopreservation means that materials are stored at low (from - 20 to - 80°C in freezers) or
ultra-low temperatures (-150°C in liquid nitrogen containers); more recently, cryopreservation
takes place in the liquid or in the vapor phase of nitrogen. However, the major drawback of
cryopreservation consists in severe damage of the cells exposed to freezing. The cryoinjury is
a lethal event, produced by the formation of intracellular ice, on the efflux of water outside
the cell, and on an increase in the concentration of intracellular salts in the solution. The most
critical range occurs between +15 and 0°C, while minor events occur at temperatures below
0°C, although thermal shock can occur between 0°C and -80°C. So, the modern era of
cryobiology started with the discovery that some substances might protect eukaryotic cells
against freeze damage; after this initial observation, several cryoprotectants agents were
discovered and are now widely used®**,

Nowadays, cryopreservation techniques are frequently employed to conserve microbial
biodiversity and this is one of the key roles performed by microbial service culture
collections. Millions of human, animal and microbiological samples are stored each year for
diagnostic and research purposes, including applications in microbiology and infectious
diseases, epidemiology, genetics etc. In the microbiological setting, the most important
reasons for biobanking include the possibility of realize epidemiological studies intended to
compare samples within the same epidemic episode or from episodes occurring at different
points in time or at distant locations. Stored samples offer unique opportunities to study the
genetic characteristics of microorganisms, to establish transmission modalities in the local or
worldwide settings, to perform additional analysis on old samples when new questions arise
or when new analytical methods were developed?.

In virology, a range of procedures exists for maintaining virus stocks and these depend to
some extent on the peculiar properties of the particular viruses. They’re noncellular structures,
much smaller and less biochemically complex than the simplest unicellular organisms. This
relative simplicity, diminutive size and the absence of free water are largely responsible for
the stability of viruses at diverse temperatures and their fairly easy preservation. Many viruses
can be kept for months at refrigerator temperatures and stored for years at very low
temperatures without the need for special preservatives or carefully regulated slow freezing
techniques. Nevertheless, RNA viruses are less stable than DNA viruses and those with lipid
envelopes, like Rabies virus, are often less stable than non-enveloped viruses at ambient

temperatures”.
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For the last century, Rabies virus has been studied in many research institutes around the
world due to its crucial importance in public health. However, its cryopreservation has been
briefly described in the scientific literature. The major researches about viral conservation

emphases Rabies diagnosis in decomposed samples®’8°101%,

In cases where the sample is
required only as an antigen for routine diagnostic and the retention of virus infectivity is not
essential, the virus samples can be stored without loss of antigenic activity, even though the
infectivity might be significantly reduced®.

On the other hand, in many research situations there is only a small window of opportunity
after which the study subject may no longer be available or conditions may have changed.
Thus, these precious samples must be handled and stored carefully; allowing archiving of
material, repeated experiments from the same specimen source and, by allowing distribution
of stored samples, facilitates research collaboration* **. Storage or banking of the samples is,
in itself, a central issue especially for long-term studies and for sample use in new studies in
the future. Storage can affect the quality of the samples and determines whether their future
use is possible®.

The infectivity of many viruses decrease during transport and storage, resulting in isolation
failures from clinical specimens and diminished titers in virus stocks. This phenomenon
occurs more rapidly at 20 and 4°C than at ultralow temperatures. Since the former requires
equipment that is not commonly found in most clinical and diagnostic laboratories, many
virologists find it useful combining infected samples with a cryoprotectant. Glycerol,
dimethyl sulphoxide, albumin, balanced salt solutions plus gelatin, animal sera, skim milk,
polyethyleneglycol, sucrose and sorbitol are among the more commonly used
cryoprotectants'®. The optimum dimethyl sulphoxide (DMSO) concentration varies widely,
from 1 to 32% (median ~10%). Glycerol (GLY) (1,2,3-propanetriol), together with DMSO,
has been the most widely used cryprotector agent in microbiology. Glycerol was applied at
concentrations of 2-55% (median 10%), for the freezing of various viruses. Polyethylene
glycol (PEG) has been used in cryomicrobiology at concentrations of 5-45% (median 10%)
and sucrose (SUC), at concentrations of 1-68% (median 10%), has quite frequently been used
for the cryopreservation of microorganisms®. Unfortunately, none of these has proven to be
uniformly satisfactory for all virus groups™.

Until now little information is available concerning the cryopreservation of Rabies virus and
the use of cryoprotectants in such samples. Thus, the aim of this work was to evaluate the
viability of Rabies virus after freezing/thawing procedures and assess the effect of dimethyl
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sulphoxide (DMSO), glycerol (GLY), polyethyleneglycol (PEG) and sucrose (SUC), in

different concentrations, on Rabies virus cryopreservation.
MATERIALS AND METHODS

Experimental animals

Swiss albino mice (Mus musculus), three-four weeks old, weighting 10-16g were used. The
probability sampling was utilized in order to have a random selection method that assures that
the different units in the population have equal probabilities of being chosen®®.

All experiments were performed according to the Committee of Animal Handling and Ethical
Regulation from University of Ceara State, Fortaleza, CE, Brazil (protocol number:
08185881-7). The mice were anesthetized individually before every invasive procedure using
inhalation anesthetics (halothane or isoflurane, depending on availability). Inhalant
anesthetics were either used to euthanatize the mice in terminal state of the disease. The
animal was placed in a closed receptacle containing cotton or gauze soaked with an
appropriate amount of the anesthetic. Vapors were inhaled until respiration ceases and death

ensues, associated to a longer induction time.

Virus strain

The mice were infected with the murine-adapted Challenge Virus Standard (CVS) strain of
Rabies virus. This strain seems to be a good model for the study of Rabies virus because the
mortality curves following intracerebral inoculation are clear cut, with no survival when doses
are higher than 10 x 50% lethal doses™®. The CVS strain induced clinical signs which are
undoubtedly those of Rabies, resulting from predictable (fixed) properties in terms of
incubation period, pathological and clinical effects. In addition, it represents a more
homogeneous viral population. The work strain CVS-31 was ceded by Dr. Phyllis Catharina
Romijn (PESAGRO-RIO) in research collaboration.

Samples

A total of 50 samples of encephalic tissue from Rabies virus CVS-31 strain infected mice
were used. The brains of all mice that have died after the viral inoculation with CVS-31
strain, or that have been euthanized when prostrate (terminal clinical signs of Rabies), were
removed. After disinfection with 70% ethanol, the skin of the head and neck was cut away

with forceps and scissors, exposing the skull. The skull was grasped in the orbits with mouse-
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tooth forceps and the skullcap was detached with curved scissors, thereby exposing the
brain'’. The tissues (0.2-0.4g each) were removed with a curette and transferred to a sterile
universal collector. A composite sample was made in which material collected from several
individuals was combined and homogenized in a pooled sample, reducing the subject-to-
subject variability and thus increasing the power of statistical validity'®. Viral diluents
(Phosphate Buffered Saline — PBS pH7.2 with a penicillin-streptomycin antibiotic

combination) were used for inoculation of negative control that was either pooled.

Cryoprotectants agents

A selection of some of the most widely used cryprotector agents in microbiology was made.
In literature, dimethyl sulphoxide (DMSQ) concentrations varies from 1 to 32% (median
~10%), glycerol (GLY) (1,2,3-propanetriol) was applied at concentrations of 2-55% (median
10%), polyethylene glycol (PEG) has been used at concentrations 5-45% (median 10%) and
sucrose, at concentrations 1-68% (median 10%)°. The median and maximum concentrations
of the cryoprotectants agents cited on microbiology literature were used. The median of
cryoprotectants concentration were chosen because, in certain analysis, it may reflect more
accurately the measure of central tendency in the presence of outlier values than is the mean*®.
Cryoprotectants maximum concentrations were employed to verify if in higher concentrations

it causes decline of Rabies virus viability.

Experimental procedure

The encephalic tissues pooled sample containing Rabies virus particles was divided into 10
positive aliquots (0.5g each), in duplicate. Ten aliquots were used to analyze the viability of
Rabies virus samples immediately after cryoprotectants agents contact (To). The other aliquots
were taken randomly, submitted to freezing/thawing protocols and analyzed after a 30-days
period (T3p), as shown in Fig.1.

Titration, virus isolation by mouse inoculation test and direct fluorescent antibody test were
performed to evaluate Rabies virus viability after the exposure to DMSO, GLY, PEG or SUC,
before and after the cryopreservation experiments. The cryoprotectants were prepared in
double straight concentration using PBS pH 7.2 as diluent. Eight aliquots (0.5g each) of the
pooled sample were transferred to vials containing 2.0ml of cryoprotectant solution at 10%
and 32% DMSO, 10% and 55% GLY, 10% and 45% PEG or 10% and 68% SUC — each in
duplicate. Two aliquots were used as positive controls, one in pure state (sample control, PC-
CVS) and the other in PBS pH7.2 solution (cryoprotectants control, PC-PBS). One duplicate


http://pt.wikipedia.org/wiki/Tamp%C3%A3o_Fosfato-Salino
http://en.wikipedia.org/wiki/Outlier
http://en.wikipedia.org/wiki/Mean
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was destined for the viability tests and the other for the cryopreservation treatment. An extra
duplicated aliquot of normal mice brain was employed as negative control (NC-NMB).

Samples were equilibrated in the cryoprotectants (protocols 3-10) for 20 min at 20°C and in
PBS pH 7.2 (protocol 2). After equilibration, the specimens were washed to remove the
cryoprotectant as follows: suspensions containing the virus were diluted in 2.0 ml PBS,
equilibrated for another 5 min at room temperature, and then centrifuged at 150-200G for 5
min. This procedure was performed a second time. The samples were finally suspended in 2.0

ml viral diluents (modified from®) and the viability tests were made immediately.

Freezing and thawing process

For freezing, samples were equilibrated in 10% and 32% DMSO, 10% and 55% GLY, 10%
and 45% PEG or 10% and 68% SUC (protocols 11-18) and in PBS pH 7.2 (protocol 19) for
20 min at 20°C, as in the viability test. After the equilibration period, the vials were
transferred to a -20°C freezer and kept at this temperature for a 30-days period.

For thawing, the vials were taken from the freezer, warmed in air at room temperature for 1
min and immersed in a water-bath at 37°C until it thawed®. Thereafter, the cryoprotectants
were removed as described above and the samples were submitted to the viability tests as
follows.

Mouse inoculation test

Virus isolation was conducted by mouse inoculation test (MIT)*'. The encephalic tissues were
triturated in a mortar (pooled samples), diluted to 20% in phosphate buffered saline (PBS) pH
7.2, added 500Ul of penicillin and 2mg of streptomycin per ml of tissue suspension to prevent
animal death from possible bacterial contamination of the tissue suspension, and clarified by
centrifugation at 900G for five minutes. The supernatant was collected and 0.03ml was used
to inoculate each of 10 to 12 Swiss albino mice, three-four weeks old, through intracerebral

route. It was used the BD Ultra-fine 11™

U-100 insulin syringes - short needle - 31 gauge,
8mm (5/16") for 30 units or less. The inoculated animals were observed daily up to 21 days.
Mice receiving diluents only were used as negative controls. Animals dying within the first

four days after inoculation and without signs suggestive of Rabies were excluded.

Virus titration test
Controls and stock virus titrations were performed at designated intervals. A 10% suspension

of the pooled sample was prepared in PBS pH7.2 solution®’. Serial 10-fold dilutions (10" to
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10°%) were made of supernatant fluid, and 0.03 ml of each dilution was inoculated by
intracerebral route in either of six Swiss albino mice (Mus musculus), three weeks old,
weighting 10-12g and examined daily. Rabies virus LDs, titers were calculated®? and

expressed as Logip 50% lethal doses (Logip 50% LDsp).

Fluorescent antibody test

The viral antigens in infected samples were detected by the direct immunofluorescent
antibody staining technique (FAT)??. The impression smears were made on multi-well
immunofluorescence glass slides and fixed for 30 min in cold acetone at a -20°C
environment, and air dried. The samples were then incubated at 37°C with fluorescein
isothiocyanate-labeled rabbit polyclonal antinucleocapsid antibody absorbed with 10%
normal mouse brain (BIO-RAD Laboratories-France, Catalog Number 357-2112) for 60
minutes at 37°C in a humid chamber. Slides were washed with PBS pH 7.2 in two successive
5-minute wash periods. After rinsing with distilled water, the smears were air-dried and
examined using a standard incident light ultraviolet microscope (Carl Zeiss, Germany), with
x40 objective and x10 eyepiece lenses (total magnification x400).

Each smear was examined and graded by two readers independently and where disagreement
occurred the respective cases were re-examined and a consensus reached. All the smears were
graded from (-) to (++++) according to the amount of fluorescent antigen, as follows: (), no
antigen throughout whole smear; (+), antigen very scanty, one or more particles in fewer than
50% of microscope fields; (++), antigen scanty, one or more particles in fewer than 100% of
fields, but more than 50% of fields; (+++), antigen abundant, one or more particles in each
field, but the amount per field was ‘possible to count’; (++++), antigen very abundant in every
field and amount per field was ‘not possible to count’. For the slides read of Rabies samples
smears, scores 3 and 4 were considered ‘easy’, while specimens with scores 1 and 2 were

considered “difficult’ to diagnose®.

RESULTS

The Rabies virus samples titres are shown in Table 1. There was an increase of viral titres (by
1.8 logs) in CVS strain seed. On the other hand, in a 30-day period (T3) the titre of the pooled
sample was reduced from 5.40 to 4.69 compared to fresh sample (To), before freezing/thawing
procedure.

The results of viability tests in Rabies virus samples, after exposure to internal and external

cryoprotectants, are set out in Table 2. Before the freezing/thawing procedure, differences
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were observed in the immunofluorescent staining degree between the CVS strain positive
control (PC-CVS), positive control exposed to PBS pH 7.2 (PC-PBS) and cryoprotectants
treatments. While the PC-CVS (Ty) sample demonstrated the maximum fluorescence
classification, there was a decrease on fluorescent degree from PC-PBS, as identified in
samples exposed to DMSO (10%), GLY (10% and 55%) and PEG (10% and 45%). Decline in
fluorescence profile was more severe in DMSO (32%) treatment. However, the outcome of
sucrose cryoprotectant treatment (using either 10% or 68%) was equivalent to that observed in
the PC-CVS (control not treated) Fig. 2-A.

Table 3 shows the effects of freezing and storage temperature on Rabies virus viability tested
by mouse inoculation and direct fluorescent antibody test after a 30 days period. No
difference was observed in the immunofluorescent staining degree subsequently to
cryopreservation, irrespective of the cryoprotectants treatments or the concentration used.
Otherwise, the fluorescence intensity found in PC-CVS (Tsg) following the cryopreservation
was lower than in fresh samples and the mean survival time (MST) in the mouse inoculation
test increased one day. Only when the pooled samples were cryopreserved without
cryoprotectant (PCCVS) did the fluorescence degree differ in the viability tests. Assays on
negative control of normal mice brain (NC-NMB) were uniformly negative Fig.2-B.

DISCUSSION

The measurement of virus titres provides information about the viral viability after the
freezing/thawing protocol but also the replicative ability of CVS strain to increase titres in
mice-brain-passages. Three mice-passages of the CVS strain seed (lyophilized specimen)
were made in order to achieve the desired viral amplification. This process induced an
increase of viral titres (by 1.8 log). Otherwise, in a 30-day period, the pooled sample titre
decreases when compared to fresh sample. The data shown here indicates that the Rabies
virus samples had the viability compromised by the freezing/thawing protocol in the absence
of cryoprotectant agents.

The Rabies virion capsid is surrounded by the host cell-derived membrane®®, what can be
interpreted as a susceptibility feature of viral particle to mechanical damage caused by ice
crystals formation, similar to those inflicted on host cells. According to Howell and Miller*,
enveloped viruses demonstrate greater lability during storage than those lacking envelopes.
Since viruses acquire their envelopes by budding through cellular membranes, the dynamics
associated with deleterious changes which occur during freezing and thawing may affect both

viruses and cells in a similar manner. The mechanisms of membrane and viral envelope
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damage appear to be caused by the formation of external and internal ice, excessive changes
in pH and solute concentration, and ice recrystallization, during freezing and thawing. In fact,
decreases in viral titer correlate with demonstrable changes in areas of the viral envelope
presumed to be associated with viral infectivity.

In addition, it was also shown that cryopreserved samples are still viable after 30 days at low
temperature (-20°C), but a decrease of titer occur. The present study showed that almost all
treatments demonstrated a reduced quality of virus particles when compared to the control in
the fluorescent antibody test. This reduction is presumable due to virus losses caused by the
washings to remove the cryoprotectants. This is confirmed by the fact that in the treatment
where the samples were not exposed to cryoprotectants (PC-PBS/Ty), but were submitted to
washings and centrifugations®, the samples slide fluorescence degree was lower than in the
fresh control (PC-CVS/T,). However, when Rabies virus samples were frozen without
cryoprotectant (PC-CVS/Tj), the slides degree examined after thawing was lower than the
fresh control (PC-CVS/Ty). In this case, the reduced of slides degree may be due cells rupture
caused by the freezing and thawing procedures. Moreover, this inconsistency can be
explained by the labile nature of RNA and the high ribonuclease content of brain tissues, and
most importantly, degradation of RNA?’ in the pooled stores samples, promoting viral
degradation and loss of viability.

The increase of the mean survival time (MST) in the mouse inoculation test (MIT) might be
explained by lower viral virulence. This finding is similar to that observed by Lopes et al.?®
studying long-term stored samples, frozen under natural conditions without any preservation
substance, that encountered a higher MST (12-17 days). Considering that the average of
mouse incubation period is five days and death occurs between one and three days after
clinical signs initial manifestation, the mean survival time of mice inoculated with samples
from naturally infected animals is generally seven to ten days and five to seven days for
Challenge Virus Standard (CVS strain)*"%.

In the present study, the use of sucrose at 10% and 68% concentrations induced positive
effects on the viral particles viability after washing/centrifugation protocols (To) to remove
cryoprotectant agents and for a 30-days period of cryopreservation (T3p). Non-permeable or
external cryoprotectants protective action is very complex and attributable to a number of
properties, the most important of which is the beginning of the dehydration process. In
particular, sucrose does not enter the cell, but exerts its beneficial effects by causing cellular
dehydration through changes in osmotic pressure. It was suggested that the increase in the

sucrose concentration generates an osmotic gradient across the cell membrane, which draws
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water out of the cell, causing the cell to dehydrate sufficiently before and during the freezing
procedure®, also exerting a protective effect to the viral particles.

The results either demonstrate that after 30 days of freezing the viability of cryopreserved
samples (using DMSO, GLY or PEG) was lower than the viability of fresh samples, but was
similar to frozen controls. The viability of Rabies virus after cryopreservation without a
cryoprotectant was significantly lower than that observed in the other treatments with almost
all samples damaged following this procedure. As shown in this work, titration is an essential
step in the evaluation of cryopreserved virus samples.

In conclusion, this study shows that cryopreservation of Rabies samples in sucrose allows the
maintenance of Rabies virus immunofluorescent staining degree after a short-term
cryopreservation of 30 days. Such results could stimulate further researches in this area. More
experiments are needed to clarify the basic aspects of Rabies virus cryopreservation, mainly
to obtain knowledge of fundamental cryobiological properties, which would minimize the
injuries associated with the cryopreservation procedures. Other studies on the features of these
cryoprotectant agents would provide new strategies to minimize such injuries and

consequently reduce the inactivation of viral particles of Rabies virus stored samples.
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Figure 2. Photomicrograph with immunofluorescent staining of the samples impression smear shows bright apple-green viral
nucleocapsid antigen targeted by the virus-specific fluorescent-labeled antibodies and seen using fluorescein isothiocyanate
filter in a standard incident light ultraviolet microscope (Carl Zeiss, Germany), with x400 magnification. A, antigen very
abundant in every field and amount per field was ‘not possible to count’ (++++): Positive Control - Challenge Virus Standard
(PC-CVS); B, no antigen throughout whole impression (-): Negative Control - Normal Mice Brain (NC-NMB).
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Table 1. Rabies virus titration by means of mice intracerebral inoculation

Number of affected mice at indicated

Samples dilution/Number tested Logio LDsg
100 10° 10° 10" 10° 10°

CVS-31 Seed 6/6 6/6 6/6 1/6 0/6 0/6 3.60

PC-CVS (To) 6/6 6/6 6/6 6/6 5/6 0/6 5.40

PC-CVS (T3) 6/6 6/6 6/6 4/6 3/6 0/6 4.69

Table 2. Viability of Rabies virus infectious particles tested by mouse intracerebral
inoculation and direct fluorescent antibody test after exposure to internal and
external cryoprotectants

|\/||T12 FAT
Samples (I\él;;) N Al\l\/fg(;lr\lt?rlity % Results Degree*

NC-NMB 21 0/11 0 Negative -

PC-CVS 6.5 10/10 100 Positive ++++
PBS 7.0 10/10 100 Positive +++
DMSO (10%) 7.0 10/10 100 Positive +++
DMSO (32%) 7.0 10/10 100 Positive ++

GLY (10%) 7.0 11/11 100 Positive +++
GLY (55%) 7.0 11/11 100 Positive +++
PEG (10%) 7.0 10/10 100 Positive +++
PEG (45%) 7.0 12/12 100 Positive +++
SUC (10%) 6.8 10/10 100 Positive ++++
SUC (68%b) 6.8 11/11 100 Positive ++++

IMouse Inoculation Test; “Mean Survival Time; Number of Affected Mice;
*Number Tested:
*Evaluation of positivity degree: —, +, ++, +++, ++++.

Table 3. Effects of freezing and storage temperature on Rabies virus viability
tested by mouse intracerebral inoculation and direct fluorescent antibody test after
a 30 days period

MIT! FAT
Samples MST? Mortality

(days) NAMPINT® % Results Degree*

NC-NMB 21 0/10 0 Negative -

PC-CVS 7.8 10/10 100 Positive 4+
PBS 7.0 10/10 100 Positive +++
DMSO (10%o) 6.9 10/10 100 Positive 4+
DMSO (32%) 7.0 10/10 100 Positive ++

GLY (10%) 7.0 10/10 100 Positive 4+
GLY (55%) 6.9 10/10 100 Positive 4+
PEG (10%0) 6.7 10/10 100 Positive o+
PEG (45%) 7.0 10/10 100 Positive 4+
SUC (10%) 7.0 10/10 100 Positive ++++
SUC (68%) 7.0 10/10 100 Positive ++++

'Mouse Inoculation Test; “Mean Survival Time; >Number of Affected Mice;
*Number Tested;
*Evaluation of positivity degree: —, +, ++, +++, ++++.
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CONCLUSOES GERAIS

M Apds 30 dias de congelagdo, a intensidade da fluorescéncia (IFD) das amostras
criopreservadas (controles e amostras associadas a DMSO, GLI e PEG) foi inferior
(+++) a observada em amostras frescas (+++), denunciando o comprometimento da
viabilidade viral, provavelmente por inativacdo de particulas virais nas amostras de

virus da Raiva em tecido nervoso estocadas a temperatura de -20°C;

M A criopreservagdo a -20°C demonstrou ser uma técnica limitada no que diz respeito a
conservagdo de amostras de virus da Raiva em tecido nervoso, em funcdo do
comprometimento da viabilidade viral das amostras mesmo em protocolos de 30 dias
de estocagem (conservagdo de curto-prazo). Contudo, esses achados ndo inviabilizam
sua aplicabilidade, devendo-se ponderar sobre seu uso mediante uma avaliacdo prévia
dos objetivos estabelecidos para a estocagem do espécime, bem como do seu custo-
beneficio, por se tratar de uma tecnologia de criopreservagdo de baixo custo, simples e

acessivel:

M O uso da sacarose nas concentracdes de 10% ou 68% produziu um efeito conservante
nas amostras criopreservadas a -20°C, possibilitando a manutencdo da fluorescéncia
(++++) apds a criopreservacdo das amostras por 30 dias.
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PERSPECTIVAS DA TESE

Faz-se necessario a execucdo de um maior numero de estudos sobre os aspectos
bésicos da criopreservacdo de amostras do virus da Raiva, principalmente no que tange a
ampliacdo dos periodos de criopreservacgdo, diversificacdo dos tipos de temperatura e de
crioprotetores utilizados, bem como, dos testes de viabilidade pela inclusdo de técnicas
moleculares. Sugere-se, ainda, a transposicdo dos testes in vivo (isolamento viral em
camundongos) para seus equivalentes in vitro (isolamento viral em cultivo celular), além da

instituicdo da titulacdo viral em todos os protocolos de avaliacéo da viabilidade viral.
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O projeto tem como objetivo avaliar diferentes protocolos de criopreservagio a — 20 °C em
amostras de virus da raiva em servigos de diagndstico e pesquisa de raiva. Os sujeitos da pesquisa
seridio profissionais responsiveis pelo setor de diagnéstico destas instituighes, estabelecendo-se uma
amostra ndo probabilistica do tipo intencional. Os critérios de inclusio serfio a atuagio no setor e a
concordéncia em participar da pesquisa. O instrumento de coleta de dados serd um questiondrio semi-
estruturado (apresentado em anexo). Este questiondrio passard por um pré-teste, aplicado em cinco
profissionais de saide publica veterindria (informantes-chave), para a identificagio de falhas
metodologicas possiveis de existir neste tipo de instrumento. Os resultados definitivos serfio
apresentados na forma de gréficos e tabelas. A parte do projeto cuja avaliagiio € da competéncia do
CEP-UECFE. nfio apresenta riscos. O protocolo atende a todas as exigéneias, e anexa todos os
documentos necessdrios & aprovagio desta parte do projeto (folha de rosto, Termo de Consentimento
Livre ¢ Esclarecido, cronograma de atividades. orcamento detalhado ¢ curriculos disponiveis na
plataforma Lattes). A planilha de custos apresenta informa que o mesmo serd financiado pela
doutoranda e pelo Consetho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolagico (CNPq) através
de recursos de Taxa de Bancada. O corrente processo apresenta adequadamente a identificagiio do
responsdvel pela pesquisa e a anuéneia da instituigio promotora.

O projeto estia bem estruturado ¢ ¢é relevante havendo retorno para comunidade. O projeto no
que se refere & pesquisa envolvendo seres humanos atende aos ditames da resoluciio 196/96 do
Consetho Nacional de Satide-CNS e, ponanu) estd aprovado pelo Comité de Ftica em Pesquisa da
Universidade Estadual do Ceard — CEP-UECE
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Presidente do Comité de Etica em Puqmsa- UECE
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ANEXO 11

(Parecer do Comité de Etica para o Uso de Animais)

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO CEARA Y B

Comité de Etica para o Uso de Animais

. Av. Paranjana, 1700 - Itaperi

' CEP 60740-903 - fone: 3101-9890 -

_Email: ceua_uece@yahoo.com.br e
PARECER

PROCESSO N°: 08185881-7

TITULO: “Conservagio de amostras do virus da raiva mediante diferentes protocolos de
criopreservagio”.

PRINCIPAL PESQUISADOR: Maria Fatima da Silva Teixeira (FAVET - UECE)

FORMACAO: Médica-Veterindria

DOCUMENTOS: Oficio de encaminhamento; Termo de compromisso; Cronograma de execug@o;

Orgamento; Curriculo Lattes do pesquisador principal.

O projeto estd bem relatado e apresentado, contendo informagdes técnicas de

acordo com o estado atual da matéria que fazem parte do capitulo de introdugdo.
O capitulo "material e métodos” encontra-se com detalhamento.

A proposta contempla os requisitos necessérios de acordo com o Comité de Etica

para o Uso Animal e do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal.

Consideramos que apesar da possibilidade de utilizagao de linhagens celulares, a

situacdo esta distante da realidade brasileira,

Os aspectos relacionados com a Biosseguranga devem ser avaliados por Comité

competente e legalmente constituido.

Os objetivos propostos estdo claros e coerentes, 0 que nos permite enquadra-lo, no

que diz respeito aos aspectos éticos e legais para o uso de animais na categoria de Aprovado.

Fortaleza, 23 de janeiro de 2009.

/ "
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Presidente CEUA-UECE
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ANEXO I11

(Comprovante de Aceite do Capitulo I)

(LENCIA ANIMAL

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO CEARA
FACULDADE DE VETERINARIA
Av. Paranjana, 1700 — Campus do Itaperi
CEP: 60740-000 Fortaleza-Ceara
Fone: (0xx85) 31019850  Fax: (0xx85) 31019855

COMUNICACAO DE ACEITE

O corpo editorial da Revista Ciéncia Animal (ISSN 0104-3773) comunica que o artigo
intitulado: “PRINCIPIOS DA ESTOCAGEM E PRESERVACAO DE AMOSTRAS
MICROBIOLOGICAS”. tendo como autores: EDMARA CHAVES COSTA, MARIA
FATIMA DA SILVA TEIXEIRA. TANIA VALESKA MEDEIROS DANTAS, VALESKA
SHELDA PESSOA DE MELO, SUZANA APARECIDA COSTA ARAUJO, BENEDITO
NEILSON ROLIM foi aceito para publicagdo em 2009.

Atenciosamente,

Fortaleza, 30 de agosto de 2010

FAnaL r;‘zﬁw_ul\ 9 Fm\fg'@".\j, ne &t;
érofessor anama%lgrr% Kz/ul Mo 1(1:0 Evg;ge,hsl«a:

Editora Chefe
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APENDICE |

(Métodos e Técnicas)

FASE EXPLORATORIA

Realizou-se uma pesquisa do tipo exploratdrio-descritiva e transversal. Foram
identificadas instituicGes nacionais especializadas no diagnostico, pesquisa, controle e
prevencdo da Raiva, de carater publico, tomando-se por base os dados fornecidos pelo
Ministério da Agricultura (2008). O contato com os estabelecimentos identificados ocorreu
por meio de visitas, comunicacdo via fax, endereco eletrdnico e/ou correio (carta registrada).

Os participantes da pesquisa foram profissionais responsaveis (informantes-
chave) pelo setor de diagnostico, pesquisa e/ou controle e prevencao da Raiva nas instituicdes
selecionadas, estabelecendo-se uma amostra ndo probabilistica do tipo intencional. Os
critérios de inclusdo dos participantes compreenderam a atuacdo no setor de interesse e a
concordancia em tomar parte da pesquisa, enquanto o critério de exclusdo baseou-se na
discordancia a participacao.

O instrumento de investigacdo foi 0 questionario semi-estruturado constituido por
perguntas sobre os protocolos e rotinas empregadas na preservacdo das amostras de virus da
Raiva, tempo e objetivo da estocagem, tipos de amostras preservadas, equipamentos
utilizados etc. Durante 0 més de junho de 2008, o questionario passou pelo pré-teste, visando-
se identificar falhas metodoldgicas passiveis de existir nesse tipo de instrumento.

O pre-teste foi executado com cinco profissionais da area de salde publica
veterinaria. Apds a tabulacdo, o questiondrio foi reformulado, “tendo em vista o seu
aprimoramento e 0 aumento de sua validez” (MARCONI e LAKATOS, 2006, p.100). As
informacdes obtidas foram compiladas em um banco de dados e processadas no programa
estatistico SPSS versdo 17.0 (SPSS Inc., Chicago, Estados Unidos), sendo os resultados
agrupados na forma de gréficos e tabelas para a realizacdo de andlise descritiva e inferencial
dos elementos sobre investigacao.

Cumpre evidenciar que o presente estudo incorporou os referenciais basicos da
bioética, a qual configura os pressupostos da autonomia, nao-malificéncia, beneficéncia e
justica, de observancia obrigatoria, nos casos de investigagdes de cunho cientifico cujos
participantes sejam componentes humanos. Foi apresentado aos participes o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido, cujo teor abrangeu esclarecimentos a cerca da natureza da
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pesquisa, voluntariedade da participacdo e garantia do sigilo concernente as informacdes
coletadas.

Esse projeto de pesquisa passou pela apreciacio e aprovacdo do Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Estadual do Ceara (CEP/UECE), estando de acordo com as
disposicdes da resolugdo n° 196/96 do Conselho Nacional de Saide - CNS (BRASIL, 1996),
responsavel pela deliberacdo de diretrizes e normas aplicadas a pesquisa com seres humanos
(protocolo n° 08352394-4).

FASE EXPERIMENTAL
1 Animais Experimentais

Os animais de escolha para a execucgédo dos experimentos foram os camundongos
albinos suigos (Mus musculus) com idade aproximada de trés a quatro semanas (10-169)

(Fig.1). Os animais foram empregados na producdo de amostras destinadas a criopreservacao

e testes de viabilidade de virus da Raiva.

( Fonte: LABOVIR/UECE, 2010)

Figura 1. Camundongos albinos sui¢os (Mus musculus)
com 21 dias de idade.

A separacdo dos grupos seguiu 0 padrdo de amostragem probabilistica do tipo
aleatoria simples, segundo o qual a escolha de um individuo, mediante uma populagdo, é tida
como ao acaso (aleatdria) ao se partir do pressuposto de que cada componente da populacéo
sera submetido a mesma probabilidade de ser escolhido (MARCONI e LAKATQOS, 2006).
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2 Manejo dos Animais

Os camundongos destinados aos experimentos foram confinados em gaiolas de
polietileno na conformacdo quadrada grande (41cm x 34 cm x 16 cm) com capacidade para
até 20 camundongos e/ou gaiolas pequenas (30cm x 20cm X 13cm) indicadas para até cinco
camundongos adultos. Essas gaiolas apresentam tampas de ferro galvanizado, dotadas de
comedouros (depressdo para racdo) e bebedouros apropriados (inclinacdo de 45°), sendo
forradas com serragem de madeira de pinus esterilizada por irradiacdo (maravalha).

As gaiolas eram acomodadas nas prateleiras dispostas na sala do Biotério de
Experimentacdo do Laboratorio de Virologia do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias
Veterinarias da Universidade Estadual do Ceard — LABOVIR/PPGCV/UECE (Fig.2). A
mesma permanecia ambientada a temperatura média de 22°C (+ 2°C), com fotoperiodo de 12
horas de claro e 12 horas de escuriddo controlado por ‘timer’ digital, sendo oferecido, aos
animais, agua tratada e racdo comercial para roedores em sistema ad libitum conforme
indicacdes de Paiva, Maffili e Santos (2005).

( Fonte: LABOVIR/UECE, 2010)

Figura 2. Gaiolas dispostas nas prateleiras do Biotério de
Experimentagéo do Laboratorio de Virologia.

Em todas as etapas da pesquisa envolvendo animais, foram respeitados os critérios
de bioética no uso de animais de experimentacdo com énfase no tratamento humanitario,
minimizando a possibilidade da ocorréncia de dor e desconforto, evitando-se o estresse
excessivo, bem como, a utilizagdo desnecesséaria desses animais (ANDERSEN et al., 2004;
COLEGIO BRASILEIRO DE EXPERIMENTAQAO ANIMAL, 2004).
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Por ocasido dos procedimentos de inoculacdo intracerebral das suspensfes de
virus da Raiva, cada animal foi anestesiado com cetamina (dose de 100 a 150mg/kg, Ketalar®
Parke-Davis — 50mg/mL) associado & xilazina (dose de 10 a 15mg/kg, Rompum® Bayer —
20mg/mL) por via intraperitoneal® (IP), com periodo de laténcia de cinco minutos e intervalo
habil de 60 a 100 minutos como descrito por Paiva, Maffili e Santos (2005).

Subsequientemente, foram instituidos protocolos para 0 uso de anestésicos
inalatérios. Os mesmos foram preferidos por permitirem excelente controle da profundidade
da anestesia. Fez-se a selecdo dos agentes halotano ou isoflurano para a realizacdo dos
procedimentos de inoculacéo. Inicialmente, o animal era colocado em uma cadmera anestésica
(adaptada) (Fig.3) e depois, durante 0 processo, 0 estado anestésico era mantido pelo
emprego de uma mascara inalatoria (que pode ser confeccionada a partir de uma seringa de
10mL cortada e enfaixada com esparadrapo). Os anestésicos inalatérios tém sido vastamente
empregados em procedimentos de curta duragdo devido a sua rapida inducéo e curto tempo de
recuperacdo (CARVALHO e LOPES, 2006; VIVAS et al., 2007).

T A

IANOHALO

( Fonte: LABOVIR/UECE, 2010)

Figura 3. Halotano e cAmara anestésica (adaptada).

Segundo Paiva, Maffili e Santos (2005) esses agentes anestésicos atuam

deprimindo os sistemas respiratério e cardiovascular. Induzem a anestesia e subsequente

2 A via intraperitoneal é normalmente a mais utilizada na experimentacdo com roedores. A substancia é injetada
na cavidade peritoneal entre os 6rgaos abdominais. Em geral, injeta-se na metade posterior do abdémen, estando
o0 animal contido pelo dorso. As agulhas destinadas a esse tipo de procedimento sdo as 25x5 ou 25x7mm. Vale
salientar que a imobilizacdo adequada é pré-requisito fundamental para o sucesso desse tipo de procedimento
Paiva, Maffili e Santos (2005).
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morte. S&o todos agentes aceitaveis quando utilizados com o equipamento apropriado, para
evitar o desperdicio e a contaminacéo do ambiente, a pesar de serem onerosos (Fig.4).

( Fonte: LABOVIR/UECE, 2010)

Figura 4. Eutanésia por anestesia inalatoria de camundongos em
prostracdo apos isolamento viral in vivo.

A desinfeccdo e o descarte dos restos mortais dos animais mortos com sinais
nervosos sugestivos de Raiva, bem como, daqueles eutanasiados se deu conforme indicacéo
do manual de Procedimentos para Manipulacdo de Microorganismos Patogénicos e/ou
Recombinantes (CTBio — FIOCRUZ, 2005 — p.45), segundo o qual animais infectados devem
ser submetidos a autoclavacdo sendo, posteriormente, destinados ao recolhimento junto com o
material de descarte do Laboratdrio de Virologia (LABOVIR/PPGCV/UECE).

Vale salientar que esse projeto de pesquisa foi encaminhado para apreciacao pelo
Comité de Etica para 0 Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceara (CEUA/UECE),
sendo o inicio da sua execucdo condicionado ao parecer positivo por parte do mesmo
(Processo n° 08185881-7).
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3 Amostras Virais

A amostra viral utilizada no desenvolvimento do estudo foi a do virus fixo
Challenge Standard Virus (CVS-31) mantida por passagens em cerebros de camundongos e
armazenada em estado liofilizado. Gentilmente cedida pela Dra. Phyllis Catharina Romijn da
Empresa de Pesquisa Agropecuéria do Estado do Rio de Janeiro (PESAGRO-RIO).

Segundo Coulon (1989), essa cepa viral pode ser considerada um bom modelo
para a realizacdo de estudos com virus da Raiva em funcdo da homogeneidade das curvas de
mortalidade ap6s inoculacdo intracerebral, com a auséncia de sobreviventes quando as doses
administradas séo superiores a 10 x DLsg. Adicionalmente, a cepa CVS produz o curso
sintomatologico caracteristico da Raiva, resultante das propriedades tipicas das cepas fixas em
termos de periodo de incubacao, efeitos patologicos e quadro clinico.

O virus semente (amostra liofilizada) foi submetido ao protocolo de amplificacdo
viral, mediante a realizagdo de trés passagens sucessivas in vivo pela inoculagdo intracerebral

de camundongos albino suicos de aproximadamente trés semanas de idade.

4 Teste Piloto

Dada a variedade de fatores capazes de afetar a qualidade da amostra, a realizacéo
preliminar de testes piloto caracteriza-se como um passo essencial no intento de se
proporcionar melhores condi¢cdes a coleta dos espécimes, evitando o comprometimento das
amostras definitivas e propiciando a confeccdo de estudos com delineamento de melhor
qualidade (HOLLAND et al., 2003).

Segundo Marconi e Lakatos (2006), o teste piloto consiste na avaliagdo dos
instrumentos da pesquisa sobre uma pequena parte do “universo” ou da amostra, antes da
aplicacdo definitiva dos protocolos experimentais, com o objetivo de averiguar até que ponto
esses tém, realmente, condicdes de garantir resultados isentos de erros. Em geral, é suficiente
a mensuracdo em 5% a 10% do tamanho da amostra, dependendo do nimero absoluto dos
processos mensurados.

No presente trabalho, o teste piloto foi instituido entre os meses de janeiro e
fevereiro de 2009. Um quantitativo de 15 camundongos albinos suicos, de trés semanas de
idade, foi requisitado nessa etapa, perfazendo uma taxa aproximada de 5% da amostra inicial
de animais demandada pelo projeto. Nessa fase foi avaliada a execucdo dos procedimentos

anestésicos, da tecnica de inoculagéo intracerebral (IC), dos protocolos de coleta de amostras
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do Sistema Nervoso Central (tecido cerebral), a preparacdo das suspensdes virais a 20%, a
10% e das dilui¢bes decimais destinadas a titulacdo viral, bem como, do método de eutanasia.
Ademais, a efetivacdo do teste piloto propiciou a adequacdo dos protocolos de
criopreservacao, aquisicdo de experiéncia na preparacdo dos crioprotetores, avaliacdo dos
recipientes destinados a alocacdo das amostras, identificacdo de problemas ou dificuldades
metodoldgicas, adaptagdo as normas de bioseguranca e treinamento da equipe executora.

5 Agentes Crioprotetores

Foram selecionados alguns dos agentes crioprotetores mais utilizados em
protocolos de congelacdo de microrganismos (HOWELL et al., 1983; HUBALEK, 2003). Na
literatura, as concentracGes de dimetilsulfoxido (DMSQO) utilizadas variam entre 1 e 32%
(mediana ~ 10%), o glicerol (GLY) é aplicado em concentracfes de 2-55% (mediana 10%), o
polietilenoglicol 6000 (PEG) tem sido usado nas concentragdes de 5-45% (mediana 10%) e a
sacarose (SUC), a concentragdes de 1-68% (mediana 10%) (HUBALEK, 2003).

Elegeram-se as concentra¢fes medianas e maximas dos agentes crioprotetores. As
medianas foram escolhidas em funcdo da presenga dos valores extremos entre as
concentracdes, visto que nesses casos a média aritmética dos valores ndo refletiria a medida
da tendéncia central (MARCONI e LAKATOS, 2006). Por outro lado, as concentracdes
méaximas foram utilizadas para verificar se concentracdes mais elevadas promoveriam
declinio da viabilidade viral.

Os crioprotetores foram diluidos em tampdo salina-fosfato (PBS pH 7,2 —
Laborclin®) e todos foram esterilizados por filtracdo (filtro para seringa de membrana

poliestersulfénica com tamanho de poro de 0,22 um de diametro — Millipore®).

6 Amostras de Tecido

Foi realizada, inicialmente, a inoculacdo de camundongos albinos suigos, de trés a
quatro semanas de idade, inoculados com 0,03mL da cepa viral CVS-31 em suspenséo a 20%
pela via intracerebral (IC). Todos os animais que manifestarem sinais caracteristicos da Raiva
foram submetidos a eutandsia, em estado agbnico, a partir do 5° dia poés-inoculacéo
(VALENTINI, 1991). Apo0s a eutanésia, realizou-se a coleta do Sistema Nervoso Central
(SNC) (KOPROWSKI, 1996), sendo os tecidos destinados & execugdo dos protocolos
experimentais e testes de viabilidade viral (Fig.5).
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( Fonte: LABOVIR/UECE, 2010)

Figura 5. Processo de composicdo das amostras destinadas a
criopreservacao pela inoculagéo intracerebral de camundongos.

Um total de 350 encéfalos provenientes de camundongos infectados pela cepa
CVS-31 de virus da Raiva foi utilizado. Cada uma das amostras de tecido nervoso pesava
aproximadamente 0,2g. Esse material destinou-se & constituicdo de uma amostra composta
(“pool”), na qual o material coletado foi combinado e homogeneizado, visando restringir a
variabilidade caracteristica das amostras individuais e possibilitando, assim, a execucdo de
comparagOes entre os protocolos de criopreservacdo, sem comprometimento da validade das
inferéncias elaboradas (Fig.6).

Obteve-se um volume final de cerca de 70g, ditribuido uniformemente em 140
aliquotas de 0,5g cada, destinadas a composicdo das amostras de tecido cerebral infectado
que, por sua vez, deram subsidio a execucdo dos oito protocolos experimentais (duas
concentragfes de cada um dos quatro crioprotetores) e a instituicdo dos controles positivos.
Os controles negativos foram constituidos pelo “pool” de amostras provenientes de

camundongos de trés a quatro semanas de idade, inoculados com 0,03mL de solucédo salina
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tamponada (PBS) pH 7,2 pela via intracerebral. Os animais eram observados por no minimo

10 dias e submetidos a eutanasia, procedendo-se, em seguida, a coleta do SNC.

(Fonte: LABOVIR/UECE, 2010)

Figura 6. Processo de elaboragdo de amostras compostas (“pool”)
destinadas a criopreservacao.

7 Protocolos de Criopreservagao

Os protocolos de criopreservacdo do virus da Raiva a temperatura de -20°C
dividiram-se em funcdo das varidveis de tempo e do tipo de crioprotetor aplicado. Foram
estabelecidos intervalos temporais regulares para a execucdo dos testes laboratoriais
(isolamento viral, titulagdo viral e imunofluorescéncia direta), no sentido de avaliar a
viabilidade das amostras virais mediante as distintas técnicas de conservacao instituidas.

Nos procedimentos de criopreservacdo, foram utilizados dois crioprotetores
penetrantes ou intracelulares (dimetilsulfoxido e glicerol) e dois crioprotetores nao
penetrantes ou extracelulares (sacarose e polietilenoglicol) nas concentragfes, como descrito
anteriormente. Ademais, foram elaborados dois grupos controle positivo, um ndo exposto a
crioprotetores e o outro submetido & congelacdo com PBS pH 7,2 — 0 que possibilitou o
acompanhamento das amostras segundo a hipotese da congelacéo do tecido cerebral a -20°C
ser a forma usualmente empregada para a preservacao do virus da Raiva.

Para serem submetidas ao processo de congelacao, as aliquotas eram equilibradas
em 10% e 32% de DMSO, 10% e 55% de GLI, 10% e 45% de PEG, 10% e 68% de SAC e em
PBS por 20 minutos a 20°C. Apo6s o periodo de equilibracdo, as amostras eram transferidas

para um freezer -20°C e mantidas de acordo com o cronograma de execucao.
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Ao serem requeridas, as amostras passaram pelo processo de descongelagao,
executando-se a exposi¢do das aliquotas a temperatura ambiente por 1 minuto, em seguida
sendo colocadas em banho-maria a 37°C até a completa descongelacdo e sendo,
imediatamente, removidas apds o processo. A utilizacdo das aliquotas acontecia tdo logo se
procedesse ao degelo, com a manutengdo das amostras a 4°C por um curto periodo de tempo
até a manipulacdo (GOULD, 1995).

Contudo, vale destacar que, concluida a descongelacdo do material, é necessaria a
imediata remocdo do crioprotetor. Assim, as aliquotas estocadas com agentes crioprotetores
eram submetidas a duas lavagens consecutivas, com duracdo média de cinco minutos, sendo
essas realizadas com PBS pH 7,2 a temperatura ambiente (RODRIGUES et al., 2005). As
suspensdes contendo as amostras virais eram diluidas em 2 mL de PBS, equilibradas por
cinco minutos a temperatura ambiente e centrifugadas a 150-200G por cinco minutos, tendo
seu sobrenadante eliminado. Repetia-se 0 mesmo processo por uma segunda vez e,
finalmente, o pellet eram suspendido no diluente viral para execugéo dos testes de viabilidade.

Os controles positivos - submetidos a congelacdo em PBS pH 7,2 - também
passaram pelos processos de lavagens sucessivas, funcionando como testemunhas dos efeitos

desse protocolo sobre a viabilidade das amostras.

8 Suspensdes Virais

A composicdo das suspensdes virais foi realizada de acordo com a descri¢do de
Koprowski (1996), segundo o qual o peso da amostra em gramas deve ser multiplicado por
quatro para fornecer o volume do diluente requerido em mililitros na elaboracdo das
suspensdes a 20%. Um grama do tecido cerebral era depositado no gral e macerado,
adicionando-se quatro mililitros (4mL) do diluente viral (para suspensdes a 20%) e utilizando-
se meio grama do tecido (0,59) para quatro e meio mililitros (4,5mL) do diluente na
elaboracdo de suspensdes a 10%.

As amostras maceradas e diluidas eram transferidas para tubos tipo Falcon de
12mL com tampa de rosca externa para impedir a dispersdo de aerossois durante sua
manipulacdo. Os tubos eram agitados para garantir uma homogeneizagédo regular da mistura.
Em seguida, procedia-se a centrifugacdo do material por cinco minutos a 150-200G no intuito
de remover particulas grosseiras presentes nas suspensoes (clarificacdo). O sobrenadante era
transferido para eppendorfs, sendo o restante desprezando em hipoclorito de sédio a 20%.
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O diluente empregado na elaboracdo das suspensdes virais era constituido por
PBS pH 7,2, esterilizado mediante filtragcdo (filtro Millipore 0,22 um), e adicionado de
penicilina e estreptomicina (Sigma®) numa concentracdo final de 500UI de penicilina e 2mg
(1560 Ul) de estreptomicina por mililitro de tecido em suspensdo. A adicdo de antibioticos
foi um critério adotado em todas as suspensdes, incluindo os controles negativos, como
medida preventiva a ocorréncia de mortes por uma possivel contaminacao bacteriana durante

a manipulacdo dos espécimes, elaboragédo das suspensdes ou conducao das inoculacdes.
9 Isolamento Viral

Amostras de Sistema Nervoso Central (SNC) eram pesadas, trituradas e
maceradas em gral, com subseqliente diluicdo a 20% como descrito anteriormente no
protocolo da Organizacdo Mundial de Saude (KOPROWSKI, 1996). Eram destinados a prova
bioldgica grupos de dez a doze camundongos albinos sui¢cos desmamados (entre trés e quatro
semanas) por amostra a ser testada.

A suspensdo teste era inoculada por via intracerebral num volume de 0,03mL
(30ul), utilizando-se seringas de insulina BD Ultra-fine 11™, agulha curta, calibre 31, 8mm
(5/16”) para 30 unidades ou menos (Fig.5). Esse modelo de seringa foi escolhido durante o
teste piloto por possibilitar um maior refinamento da técnica de inoculagcdo, mediante reducéo
do trauma mecanico e, consequentemente, do declinio das taxas de mortalidade, bem como,
propiciar uma recuperacao mais rapida dos animais e oferecer maior conforto ergonémico ao
profissional quando comparada aos demais modelos.

Efetuados os procedimentos de inoculagdo, procedeu-se 0 acompanhamento dos
animais por até 21 dias, visto que é infrequente a deteccdo do virus da Raiva em
camundongos apds esse periodo. Apesar do virus da Raiva raramente causar sinais clinicos
em camundongos antes do quinto dia pds-inoculagdo, os animais eram checados desde o
primeiro dia. O nimero de animais encontrados normais, doentes ou mortos era registrado
sistematicamente em fichas de acompanhamento vinculadas a cada uma das caixas, na qual
constava, também, a identificacdo completa dos animais e detalhamento dos protocolos
experimentais aos quais 0s mesmos foram submetidos (KOPROWSKI, 1996; XAVIER,
2005). Os controles negativos foram inoculados com PBS pH 7,2 acrescido de antibioticos
(diluente viral).

Ademais, os sinais clinicos eram identificados e relatados nas fichas utilizando um

sistema de codigos numericos: 1 — redu¢do do consumo de agua e ragédo; 2 — apatia e pelos
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arrepiados; 3 — descoordenacdo; 4 — tremores e/ou episédios de tetania; 5 — paralisia e 6 —

prostracdo (estado agdnico que precede a morte dos animais) (adaptado de KOPROWSKI,
1996) (Fig.7).

(Fonte: LABOVIR/UECE, 2010)

Figura 7. Evolugdo dos sinais clinicos da infecgdo pelo virus da Raiva
(cepa CVS-31) em camundongos.
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Os camundongos inoculados eram mantidos em gaiolas apropriadas, no infectério
do Laboratdrio de Virologia (LABOVIR) da Universidade Estadual do Cearé durante todo o
periodo de observagdo, a uma temperatura média de 22°C, com ciclo de 12 horas de claro e
escuro, sendo oferecido agua e ragdo em sistema ad libitum.

O processo de isolamento viral foi efetuado em todas as amostras de tecido cerebral
submetidas aos protocolos de criopreservagdo (dimetilsulfoxido, glicerol, sacarose, polietilenoglicol)
fazendo-se uso dos controles positivo e negativo e levando-se em conta os intervalos cronoldgicos pré-

determinados.

10 Titulacéo Viral

A titulacdo viral foi realizada com base na execucdo de dilui¢cbes decimais
seriadas, ou seja, em progressdo geométrica de razdo 10 com o diluente viral, tomando-se
como partida uma suspensdo inicial de cérebro de camundongos a 10% (p/v) (KOPROWSKI,
1996). Cada uma das diluigdes virais foi inoculada por via intracerebral (IC) em grupos de
seis camundongos desmamados (trés semanas de idade), num volume de 0,03mL e em
diluicBes que variem entre 107 e 10°. O processo de titulagdo viral foi efetuado nas amostras
de tecido cerebral instituidas como controle positivo aos protocolos de criopreservacao.

Os camundongos inoculados foram observados diariamente por 21 dias, no
sentido de se detectar manifestacdes da doenca e se avaliar a taxa de mortalidade. Os animais
mortos a partir do quinto dia pos-inoculacdo, com manifestacbes de sinais neuroldgicos
patognomonicos da doenca, foram considerados positivos. Ao final do periodo de observacéo,
os titulos virais tiveram seus calculos embasados no método descrito por Reed e Miiench
(1938), associado a técnica desenvolvida por Kuehne (1983), sendo expressos em Logo da
DLs50/0,03mL/IC (dose letal 50% por 0,03mL via IC em camundongos).

Segundo Kuehne (1983), a tabela apresentada a seguir (Tabela 1) pode ser
utilizada como recurso capaz de minimizar a incidéncia de erros, evitando o desperdicio de
tempo com célculos manuais complexos e permitindo a obtencdo dos valores da DLsy com
referéncia nos resultados da titulagdo. Os valores determinados sdo compativeis com
protocolos de titulacdo que fazem uso de seis animais por dilui¢do, quantitativo comumente

empregado em titulacGes virais e de anticorpos no soro.



Tabela 1. Valores Logio DLso com seis animais por diluig&o.
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No. afetado a diluicdo indicada

No. afetado a dilui¢do indicada

10* 10  10¢ 10 10F DLso 10 10® 10° 10P 10F DLso
6 5 5 5 0 D.20 6 4 3 1 0 B.84
6 5 5 4 0 D.00 6 4 3 0 0 B.69
6 5 5 3 0 C.71 6 4 2 2 0 B.75
6 5 5 2 0 C.53 6 4 2 1 0 B.63
6 5 5 1 0 C.40 6 4 2 0 0 B.50
6 5 5 0 0 C.30 6 4 1 1 0 B.47
6 5 4 4 0 C.80 6 4 1 0 0 B.36
6 5 4 3 0 C.55 6 4 0 0 0 B.25
6 5 4 2 0 C.38 6 3 3 3 0 C.00
6 5 4 1 0 C.24 6 3 3 2 0 B.83
6 5 4 0 0 C.13 6 3 3 1 0 B.67
6 5 3 3 0 C.33 6 3 3 0 0 B.50
6 5 3 2 0 C.16 6 3 2 2 0 B.59
6 5 3 1 0 C.00 6 3 2 1 0 B.45
6 5 3 0 0 B.84 6 3 2 0 0 B.31
6 5 2 2 0 B.88 6 3 1 1 0 B.29
6 5 2 1 0 B.76 6 3 1 0 0 B.16
6 5 2 0 0 B.64 6 3 0 0 0 B.00
6 5 1 1 0 B.60 6 2 2 2 0 B.37
6 5 1 0 0 B.50 6 2 2 1 0 B.20
6 5 0 0 0 B.40 6 2 2 0 0 B.00
6 4 4 4 0 C.63 6 2 1 1 0 B.00
6 4 4 3 0 C.41 6 2 1 0 0 A.88
6 4 4 2 0 C.25 6 2 0 0 0 A.75
6 4 4 1 0 C.12 6 1 1 1 0 A.80
6 4 4 0 0 C.00 6 1 1 0 0 A.70
6 4 3 3 0 C.17 6 1 0 0 0 A.60
6 4 3 2 0 C.00 6 0 0 0 0 A.50

Para 0 uso da tabela, considera-se a letra A como logl0 da diluicdo mais alta

capaz de desencadear o efeito esperado (mortalidade, infectividade, imunidade, sobrevivéncia

etc.) em todos os seis animais testados e as letras B até E os valores de logl0 das quatro

dilui¢bes decimais consecutivas.

Tabela 2. Exemplos dos resultados de uma titulacao tipica com dilui¢Ges na razéo 10.

No. afetado a diluicdo indicada/No. testado Valor DL,
Bxemplo BT 07 1107 [ 107 | 10° | 10° | 107 | 107 | VA% A | (Tabela1) | -9 Pleo
1 6/6 | 6/6™ | 5/6% | 4/6° | 2/6° | 0/6% | 0/6 2 C.38 4.38
2 6/6 | 6/6" | 4/68 | 2/6° | 2/6° | 0/6F 3 B.75 4.75
3 6/6 |6/6 |66 |46 |3/6° | 1/6° | 0/6F 4 B.84 5.84

Um exemplo tipico de titulacdo é dado na Tabela 2. No exemplo 2, A =3, B = 4,

C = 5 etc. Recorrendo aos valores expressos na Tabela 1, é possivel identificar a DLsg
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associada a linha 6,4,2,2,0 representada como B.75. Com B = 4 nesse exemplo, 0 l0ogio DLsg
serd 4,75. A tabela comprova ndo ser necessario mais do que cinco dilui¢cBes para se alcancar

entre 100 e 0% de resposta, existindo uma relacdo dose-resposta ordenada.

11 Imunofluorescéncia Direta

Os procedimentos empregados no preparo e leitura das laminas submetidas ao
teste de Imunofluorescéncia Direta (IFD) seguiram, basicamente, as diretrizes preconizadas
por Dean, Abelseth e Atanasiu (1996) com as alteracBes no periodo de incubacdo do
conjugado propostas por Roehe, Schaefer e Pereira (2002). O intuito é o de se obter uma
fluorescéncia de intensidade sensivelmente maior, segundo o0s autores, em relacdo a
metodologia padrdo recomendada.

As impressfes das amostras de tecido encefalico provenientes de camundongos
infectados foram dispostas por pressdo em laminas apropriadas para imunofluorescéncia
(fig.8), dispondo-se do auxilio de ‘swabs’ devido a submissdo dos espécimes ao processo de
formagado do “pool”. Apos a confecgdo da impressdao do antigeno, as ldminas eram fixadas em
acetona gelada (-20°C) por 30 minutos. A secagem era feita a temperatura ambiente,
procedendo-se a estocagem em freezer, com vistas a posterior efetivacdo da leitura.

(Fonte: LABOVIR/UECE, 2010)

Figura 8. Confeccdo da lamina para imunofluorescéncia.

Para a execucdo da técnica de imunofluorescéncia direta, as laminas eram
colocadas a temperatura ambiente por 5 minutos, sendo cobertas com 100ul de conjugado
anti-rbico marcado com isotiocianato de fluoresceina (BioRad®) e submetidas a um periodo

de incubacéo de 1 hora, a 37°C em camara Umida. Em seguida, as mesmas eram lavadas duas
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vezes com solucdo salina tamponada (PBS pH 7,2) por cinco minutos, procedendo-se um
enxague final com agua destilada.

Executou-se leitura da reacdo no microscépio binocular de imunofluorescéncia da
marca Carl Zeiss, equipado com uma lampada de vapor de mercdrio HBO 50, filtro excitador
VGI e filtro barreira Zeiss 43, no aumento de 400X em campo escuro. A intensidade de
fluorescéncia observada na impressdo foi submetida a avaliagdo, tomando-se por base uma
escala subjetiva de intensidade, variando de zero a quatro como descrito por Bingham e
Merwe (2002) e adaptado aos seguintes componentes simboélicos: (—), auséncia de antigenos
em toda a impressdo; (+), antigenos muito escassos, uma ou mais particulas em menos de
50% dos campos microscdpicos; (++), antigenos escassos, uma ou mais particulas em menos
de 100% dos campos, porém em mais de 50% dos campos microscopicos; (+++), antigenos
abundantes, uma ou mais particulas em cada campo, mas a quantidade por campo
microscopico ¢ “possivel de ser contada”; (++++), antigenos muito abundantes em todos os
campos ¢ a quantidade por campo “impossivel de ser contada”.

Cada impressdo foi examinada e classificada de modo independente por dois
observadores sob sistema duplo-cego, considerando-se a modalidade de controle de “bias” de
mensuracdo, com o incremento da confiabilidade na classificacdo das laminas pelo controle
da subjetividade avaliativa atribuida ao teste (ROUQUAROL e FILHO, 2003). Na ocorréncia
de desacordo frente aos critérios de classificagdo, os respectivos casos eram reexaminados no
intuito de se estabelecer um consenso entre 0s examinadores.

Adicionalmente, foi considerado o grau de dificuldade do diagndstico por
imunofluorescéncia direta descrito por Bingham e Merwe (2002), segundo o qual laminas
com escores (+++) e (++++) sdo consideradas de “facil” diagndstico, enquanto escores (+) €

(++) séo descritos como de “dificil” diagnostico.

12 Medidas de Bioseguranca

O estabelecimento de um Programa de Bioseguranga visa disciplinar o
desenvolvimento de trabalhos que envolvam a manipulacdo de microrganismos patogénicos
de acordo com sua classificacdo de risco, visando prevenir a incidéncia de acidentes. De
acordo com a Instrucdo Normativa n° 7 da CTNBIio — D.O.U. de 10 de junho de 1997, virus
da Raiva, incluindo todas as suas cepas, estdo classificados como patégenos com classe de
risco 2 (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).
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A classe de risco 2 é definida pelo moderado risco individual e limitado risco a

comunidade. Essa categoria inclui os agentes capazes de causar doenga no homem ou nos

animais, mas que, contudo, ndo apresentam riscos sérios para os profissionais de laboratorio, a

comunidade, aos animais e/ou ao meio ambiente, sendo requerido o Nivel de Bioseguranca 2
(NB-2) para o trabalho com esses microorganismos (CTBio — FIOCRUZ, 2005).

Com base nos critérios anteriormente descritos, fez-se necessaria a énfase de

algumas condutas direcionadas a manipulacdo de agentes com Classe de Risco 2 e Nivel de
Bioseguranca 2 (MINISTERIO DA SAUDE, 2006):

nunca pipetar com a boca qualquer substancia, devendo-se fazer uso de dispositivos
mecanicos;

n&o comer, beber ou fumar na &rea de trabalho do laboratério;

n&o armazenar alimentos nem bebidas nas areas de trabalho;

ndo aplicar maquiagem ou usar aderecos;

usar 0 equipamento de protecdo individual como aventais ou jalecos, protetor facial,
mascaras, oculos de protecdo, luvas, sapatilhas descartaveis etc;

limitar ou restringir o acesso ao laboratorio;

proibir a entrada de criancas na area de trabalho do laboratorio;

impedir 0 acesso de animais que ndo tenham relagcdo com os trabalhos;

realizar todos os procedimentos cuidadosamente, a fim de minimizar a criagdo de borrifos
OU aerossois;

descontaminar as superficies de trabalho com agentes desinfetantes adequados ao final dos
procedimentos e apds qualquer vazamento ou borrifo de material viavel,

lavar as méos ap6s a manipulagdo de materiais vidveis, depois da remog&o das luvas e antes

de sair do laboratério;

#@ colocar, na entrada do laboratorio, o simbolo de Risco Bioldgico;

descontaminar os residuos produzidos, antes de serem descartados. Os materiais passivos
de descontaminacdo, fora do proprio laboratério, deverdo ser colocados em recipientes a
prova de vazamentos e hermeticamente fechados para serem transportados;

utilizar cabines de seguranca bioldgica, mantidas de forma adequada, sempre que sejam
realizados procedimentos com elevado potencial de criagdo de aerossois e quando altas
concentragdes ou grandes volumes do agente infeccioso sejam manipulados;

descartar os materiais perfuro-cortantes, tais como agulhas, laminulas, tubos de vidro e
outros materiais de uso corrente, em recipientes de paredes rigidas, devidamente

identificados;
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#@ assegurar-se que as saidas de emergéncia se encontrem livres de obstaculos;

H manter extintores para diferentes tipos de fogo, com seu correspondente controle periddico,
assim com ter o numero de telefone dos bombeiros em lugar visivel;

M manter a obrigatoriedade da vacinacdo anti-rdbica preventiva para todo o pessoal de

laboratério e controlar, periodicamente, o titulo de anticorpos neutralizantes.

Adicionalmente, o uso de animais de laboratorio remete a procedimentos padroes
de bioseguranca (CTBio — FIOCRUZ, 2005):

M os procedimentos, equipamentos de protecdo e as instalacGes deverdo ser a cuidadosamente
escolhidos, sempre de acordo com o agente patogénico, a espécie animal envolvida e o tipo
de ensaio a ser desenvolvido, demandando medidas de contengdo compativeis;

M sequir as diretrizes, padrdes, regulamentos e leis relativas aos cuidados e manutencdo dos
animais em experimentacao;

M assegurar que todos os profissionais que tenham contato com estes animais e/ou com 0s
descartes oriundos de atividades a eles relacionadas, estejam familiarizados com o0s
procedimentos, os cuidados necessarios e riscos envolvidos. Providenciar, quando
necessario, imunizacdes e a avaliagdo sorologica destes profissionais;

M os animais devem ser mantidos em gaiolas que evitem fuga, nos casos de roedores deve se
dar especial atengéo as tampas das gaiolas;

M todas as gaiolas devem possuir ficha de identificacdo que contenha as seguintes
informacdes: numero de animais, linhagem, sexo, idade, peso, data da infeccdo,
identificagdo do microorganismo inoculado, cepa, via e dose de inoculagdo, bem como o
nome do pesquisador responsavel e telefone;

M relatar e notificar todo e qualquer acidente, provenientes do manuseio dos animais ou
gaiolas;

@ quaisquer animais encontrados fora das gaiolas e que ndo possam ser identificados devem
ser sacrificados e suas carcacas autoclavadas. Na eventualidade do animal escapar das
imediagdes do laboratdrio, as autoridades competentes deverdo ser prontamente
notificadas;

M apos o término do ensaio com 0s animais, todos 0s materiais que tiveram contato com o0s
animais infectados deverdo ser descontaminados preferencialmente por autoclavagéo,
porém pode-se utilizar outros procedimentos de descontaminacdo adequados aos

microorganismo em quest&o.



119

APENDICE I1

(Questionario Semi-Estruturado)

coD.
Universidade Estadual do Ceara S\
& Faculdade de Veterinaria S
Programa de Pos-Graduagio em Ciéncias Veterinarias KA

Av. Paranjana, 1700 — CEP; 60.740-000 — Fortaleza - CE
Fone: (085) 3101,9860 — Fax; (085) 3101.9840 - E-mail: pgvet@ucce.br

Identificag@o du Institnigio

Nome da Instituigio:

Tipo de Instituigdo; O piblica O privada O filantropica

O outra. Especificar:

Ha quanto tempo a Instituigdo trabalha com vims da Raiva?
Atividades executadas: O diagnéstico O controle e prevengdo O pesquisa O produgio de vacinas

O outras Especificar:

Espécics animais com as quais trabatha:

Obovina Ocaprina Oovina Ocqiiina Ocanina Ofelina Qoutra. Especificar

Qanimais sifvestres. Especificar:

A instituicio realizs estocagenveonservigdo de amostras de virus da Raiva? O sim O nio
(Caso n resposta seja @ sm, prosseguir pam o proximo bloco de pergumniis),

Estocagem/Conservacio de Amostras

—1

1 Tipos de amostras esfocadas:
O Tecido Nervoso - Especificar.
O Suspensdo Viral

O Soro

O Orgio (s) - Especificar:
© Outros - Especificar:

2 Téenica(s) empregadas no processo de estocagem:
O Resfriamento (4'C)

O Congelaghio (-20°C)

O Congelagio (-80°C)

O Nitrogénio

O Glicerol

Q Outros. Especificar;

4 Tipo de recipiente utilizado para o acondicionamento das
WINOSIYas;

O Coletor universal

O Ependorff: ( ) nio estéril ( ) esténl ( ) livre de RNAse
O Criotubo

O Outros - Especificar:

5 Tempo médio de estocagem das amostras:

6 Obgetivos da estocagem/oonseryagio;

3 Equipamentos utilizados para a estocagem / conservi-
¢lo das amostras: {especificar a0 lado de cods item: & quastidade
de equipamentos & & nxrca).
O Refrigerador (1 = )

Marcas:

O Freceer vertical (n = )
Marcas;

O Freezer horizontal (n = J
Marcas:

O Freezer (30°C)(n= }
Marcas;

7 Nivel de Biosseguranga do laboyatério:
O NB-1 (Nivel de Biosscguranga 1)
O NB-2 (Nivel de Biosseguranga 2)
O NB-3 (Nivel de Biosseguranga 3)
O NB+4 (Nivel de Biosseguranga 4)

8 Observagoes:
(No caso de huver mfonmagles extra sobee 0 assunto).

O Outros. Especificar:
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(Termo de Consentimento)
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& Universidade Estadual do Ceara - UECE A
Faculdade de Veterinaria - FAVET A

Programa de Pos-Graduagio em Ciéncias Veterinarias - PPGCV
Av. Paranjara, 1700 — CEP; 60,740-000 — Fortaleza — CE
Fone: (085) 3101.9860 ~ Fax: (085) 31019840 — E-mail; pgvet@uece br

TERMO DE CONSENTIMENTO

O senhor(a) estd sendo convidado(a) a participar. como voluntdrio(a), de wma pesquisa. Apés ser esclarecido(a)
sobre as informagdes a seguir. no caso de aceitar fazer partc do estudo, assine a0 final deste documento, Em caso de
recusa vook nifo serd penalizado(a) de forma alguma.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: Avaliagito dos protocolos de criopreservagiio de amostras do virus da Raiva dos principais
servigos de diagndsticn e pesquisa,

Pesquisadores responsaveis: Ms. Benedito Neilson Rolim ¢ Dra. Mana Fétima da Silva Teixeira (orientadora)
Telefone para contato (inclusive ligagdes a cobrar). Celular: (085) 8836.1060

Laboratério de Virologia(LABOVIR/FAVET/UECE) - Fone/Fax: (085) 31019849

E-mail: labovirfavetuece@yahoo.com br

Pesquisadores participanies: Ms. Edmara Chaves Costa ¢ Dra. Valeska Shelda Pessoa de Melo

Telefones para contato: (083) 31019860 (Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Veterindrias ~ PPGCV) e

Fax: (085) 3101.9840.

= Objetivo da Pesquisa: Averiguar os métodos de conservagdio das amosiras do virus da Raiva empregados nos
principais servigos de diagnostico ¢ pesquisa da Raiva a nivel nacional.

= Coleta dos dados: O instrumento de investigagio consiste no questionano semi-estruturado composto por
pergunias sobre os protocolos ¢ rotinas cmpregadas na Conservagao de amostras virais,

= O presente estudo ndo implica riscos ou prejuizos A0s participanies.

= Os beneficios advindos da pesquisa sbrungem a contribuigio purs o estabelecimento de protocolos universais de
criopreservagdo das amostras o virus da Raiva em ambito nacional.

= Aos participantes serd garantido o anonimato ¢ o sigilo sobre as informagties prestadas, tendo os mesmos o direito
de retirar seu consentimento a qualquer momento.

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO

Fu, , abaixo assinado, concordo em participar do estudo Avaliagio
dos protocolos de criopreservacio de amosiras do virus da Raiva dos principais servigos de diagndstico ¢
pesquisa. Fui devidamente informado e esclarecido pelo sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim
como 08 possiveis riscos ¢ beneficios decorrentes de minha panticipagfio. Foi-me garantido que posso retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a alguma penalidade.

Local e data
Nome e Assinatura do participanic:




