
CRIOPRESERVAÇÃO PROLONGADA 
DA MICROFILARIA DE M A N S O N E L L A O Z Z A R D I 

EM CONCENTRADO DE SANGUE PERIFÉRICO HUMANO 

Resumo 

Microfilaria de Mansonella ozzardi, 
concentrada em sangue humano, conge­
lado com um crioprotetor químico, e es­
tocada a temperaturas de nitrogênio lí­
quido ou líquido na fase vapor eram mó­
veis quando descongeladas após 2 V 2 

anos de conservação. 

INTRODUÇÃO 

Houve uma considerável expan­
são na últ ima década sobre o co­
nhecimento das vantagens, aplica­
ções e métodos de usar-se nitro­
gênio líquido para conservar inde­
finidamente vários microorganis-
mos( ') . Criopreservação prolonga­
da de larvas contagiosas ou micro­
fi larias de várias espécies de ne-
matódeos parasitas, usando-se ni­
trogênio líquido têm sido registra­
das (2-6). Este trabalho apresenta 
informação sobre a viabilidade da 
microfi laria de Mansonella ozzardi 
2V2 anos após sua concentração 
em amostras de sangue humano 
periférico, contaminado. 

MÉTODOS 

Como parte de um estudo gené­
tico do antígeno leucócito huma-

Dale N. Lawrence O 

no (HLA) durante julho-agosto, 
1976, entre os moradores de três 
vilas de índios Ticuna brasileiros 
ao longo do Amazonas, uma única 
amostra de 20ml de sangue peri­
férico "heparinized" foi coletado, 
durante as horas do dia de cada 
dos 92 índios. Técnica estéril foi 
usada do começo ao f i m . Cada 
amostra de sangue foi diluída a 
1:4 com a solução salina balancea­
da de Hanks dentro do prazo de 
12 hs após a coleta. O sangue di­
luído era dividido em duas por­
ções iguais, e cada porção era es­
tendida sobre 10ml de uma mistu­
ra específica de 24 partes de Fi-
coll 9% (M. W. 400.000, Sigma 
Chemical Co., St. Louis Missouri) 
e 10 partes de Hypaque 34% (Win­
throp Laboratories, New York, New 
York), para servir como um gra­
diente de densidade (7). Centrifu­
gação a: 400 g por 30min resultou 
na separação de eritrócitos e leu­
cócitos polimorfonucleares dos 
mononucleares l infócitos e macró-
fagos. A camada mononuclear, de 
densidade 1.077 g /m l , também 
continha microfi lária nas amos­
tras de alguns dos índios. 

( ] ) Immunology Division, Bureau of Laboratories Center for Disease Control (CDC), 
Public Health Service, U.S. Department of Health, Education, and Welfare, 
Atlanta, Georgia 
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A carnada de células mononu-
clear rica em microfi lária foi remo­
vida de cada dois tubos indivi­
duais, combinadas, e levada duas 
vezes (200 g, 30 minutos) em so­
lução de Hanks, e ressuspendida 
em 2ml de solução de Hanks. A 
"mistura congeladora" crioprote-
tora foi preparada, misturando-se 4 
partes, por volume, de soro fetal 
de bezerro com uma parte de 
DMSO. Iguais porções de suspen­
são celular e mistura congeladora 
eram adicionadas juntas, e os re­
sultantes 4ml de suspensão divi­
didos e distribuidos igualmente 
em quatro frascos criogénicos de 
Wheaton de fundo espesso. Os 
frascos eram fechados com rolhas 
de borracha e tampas de aluminio 
dobradas. Aproximadamente 35 
frascos colocados em cada urna 
das várias caixas isoladas (Jiffy 
Shipping Bags, Jiffy Manufacturing 
Co., Salen, I l l inois). Cada caixa 
cheia foi colocada ainda dentro de 
outra caixa semelhante, e então co­
locada em um freezer a -50°C. Após 
períodos de 5-30 dias a -70°C, os 
frascos eram transferidos para ni­
trogênio líquido. Exceto por um 
intervalo de exposição de 5 dias 
ao C 0 2 sólido (aproximadamente 
-70°C) preciso pelo subseqüente 
transporte das amostras, todas 
elas permaneceram continuamen­
te em temperaturas de nitrogênio 
líquido (-196°C) ou na fase vapor 
(-125°C) por todo o período de es-
tocagem de 2.5 anos. 
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O descongelamento começou 
pela exposição de um frasco ao ar 
em uma sala. Após cerca de 
3-4min., a rolha de borracha esta­
va macia o suficiente para permi­
t i r a passagem de uma agulha ca­
libre 20; isto aconteceu quando a 
temperatura interna era aproxima­
damente -50°C. O descongelamen­
to foi então completado esguichan­
do o conteúdo do frasco com 8ml 
de um diluente consistindo de 
meio de cultura de tecido RPMI 
1640 (90% do volume total) , acres­
cido de 100 unidade de penici l ina, 
e 50 [xg de estreptomicina por ml 
de meio e 10% de soro fetal de 
bezerro (10% do volume total) . Es­
ta suspensão foi centrifugada a 
45 G por 7 min e resuspensa em 
150 u.l do meio di luente. A conta­
gem das microfi lárias e a determi­
nação do percentual móvel, foi 
efetuada com esta suspensão, ou 
uma diluição posterior dela, 3 h 
mais tarde. Doze amostras com 
microfi lária foram mantidas a 20°C 
durante à noite e o percentual mó­
vel determinado novamente 24 ho­
ras após o descongelamento. No 
período da coleta original, um es-
fregaço de sangue espesso corres­
pondente, como usado na detec­
ção de malária, foi fei to e proces­
sado de maneira convencional. 

RESULTADOS 

Vinte e sete das noventa e duas 
amostras de sangue examinadas 
da maneira descrita acima conti-
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nham microfi laria de M. ozzardi. 
Contagens de microfi laria foram 
feitas em 18 (67%) das 27 suspen­
sões que continham mais de 1.000 
microfi larias total nos 150 \x\ do 
diluente. Nenhuma informação é 
disponível de nossas amostras so­
bre o número de microfi larias no 
volume de sangue inicial (20ml), 
ou sobre que percentagem destes 
foi concentrada pelo gradiente de 
densidade. Uma estimativa gros­
seira do grau de melhoramento 
preciso, com respeito ao selecio-
namento de um gradiente de den­
sidade ideal para discriminar en­
tre a microfi laria e outros elemen­
tos formados, pode ser deduzida 
da observação de que proporção 
de pessoas determinadas para se­
rem microfi lária-positiva pelo mé­
todo descrito aqui foi somente 1,2 
vezes aquele obtido do exame dos 
esfregaços de sangue correspon­
dentes. Um estudo epidemiológi­
co da dinâmica de mansonelose 
nas três vilas Ticuna registradas 
aqui (Umariaçu, Vendaval, Campo 
Alegre), assim como também ou­
tras vilas Ticuna e não Ticuna de 
índios amazônicos, é o assunto de 
uma publicação separada (8). 

Viabilidade imediata e de 3 h, 

avaliada pela mobilidade, foi maior 

que 95% em todas. Avaliação da 

microfi laria na suspensão nova­

mente 24h após o descongelamen­

to mostrou que a percentagem de 

microfi larias que estavam móveis 

t inha permanecido acima de 80% 
em todas, menos em uma das 12 
amostras reexaminadas. 

DISCUSSÃO 

Dificuldades de introduzir Man-
sonella ozzardi em um animal de 
laboratório tem limitado as pesqui­
sas com fi lariasis de M. ozzardi. 
A M. ozzardi é altamente dominan­
te entre habitantes de certas áreas 
da América do Sul, mas a inaces­
sibilidade para pesquisas labora­
toriais tem impedido estudos que 
requerem microfi larias viáveis. Es­
te trabalho sugere um caminho al­
ternativo para obterem-se e con­
servarem-se quantidades de micro­
fi larias concentradas. Não é atual­
mente conhecido se as microfila­
rias de M. ozzardi móveis conser­
vadas da maneira descrita aqui se 
desenvolverão em vetores hospe­
deiros apropriados. 

O gradiente de densidade usado 
resultou, conforme se pretendia, 
na visível demarcação de uma fai­
xa contendo os l infócitos e tam­
bém a retenção de muitas micro­
f i lar ias. Os l infócitos podem ser 
usados para uma variedade de sub­
seqüentes testes imunológico-ce-
lular e genético, mas poderiam ser 
removidos, se assim se desejar. 
Uma vez que a maioria esmagado­
ra dos outros elementos formados 
da amostra original de sangue já 
foi retirado, tratamentos severos 
— para ret irar er i trocitos, por 
exemplo — são desnecessários. 



TABELA 1 — Distribuição de Hoplotipo HLA (N 81). amostra ao acaso dc índios Ticuna brasileiros não aparentados* 

Gene Standard 
A2 A3 Aw24 Aw31 Frequency Error 

B7 — .0123 
A = -0122 

— — .0123 .0122 

Bw52 .0247 
A = .0223 

— — — .0247 .0172 

B15.1 .0247 
A = .0101 

— .1111 
A = .0233 

.0123 
A=—-0257 

.1481 .0395 

Bw35 .0370 
A = .0224 

— .0617 
A = — . 0 2 6 1 

.0494 
A = 0114 

.1481 .0395 

Bw53 .0123 
A = .0099 

— — .0123 
A = .0050 

.0247 .0172 

Bw16 
(w39) 

— —' .1111 
A = — 0645 

. 1852 
A -- .0974 

.2963 .0507 

Bw44 — — .0247 
A = 0101 

— .0247 .0172 

B40 — — .2840 
A = 0937 

.0370 
A = — . 0 5 8 1 

.3210 .0519 

Freqüência 
de gene 

.0988 .0123 .5926 .2963 

Erro padrão .0331 .0122 .0546 .0507 

* Em nenhum caso, uma única entrada (1/81 = 0,0123) em uma célula desta matriz representa o único exemplo daquela combina­
ção haplotipo particular nas vilas; antes aquele haplotipo foi encontrado em outras pessoas mas somente uma vez na amos­

tra ao acaso. 



Figura 1 — Distribuição de antígenos de 
HLA em índios Ticuna do Brasil: Resul­
tados de tipificação de uma família com 

lepra (Nq prelo: Tissue Antigens) 

Estudo superior para aumentar a 
seleção de um gradiente de den­
sidade específico poderia resultar 
em isolamento mais puro de mi­
crofi laria para congelamento. 

Em retrospecto o autor também 
aconselha a substituição por crio-
tubos plástico estéri l de 1,2ml 
(Nunc Intermed N.° 1077-1, Van­
guard International, HIA Green 
Grove, Neptune, New York 07753), 
em vez dos frascos de vidro des­
cr i tos, de maneira a melhorar a se­
gurança do laboratório, faci l i tar a 

evacuação dos conteúdos, e traba­
lhar com uma forma e dimensão 
de frasco mais convencional. 

A técnica descrita aqui requer 
muitas vantagens de laboratório. 
Identificação prévia, por esfregaço 
de sangue, de pessoas altamente 
microfi larêmicas poderia permitir 
aos pesquisadores arranjar para 
que o sangue periférico fosse co­
letado de uns poucos indivíduos e 
transportado para um laboratório 
regional onde poderia ser centri­
fugado e a microf i lár ia congelada. 
A viabilidade a longo prazo do con­
centrado, microf i lár ia viável pode­
ria faci l i tar estudos de contagiosi-
dade e do ciclo de vida de M. 
ozzardi. 
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Distribuição de antigenos de HLA em índios Ticuna do Brasi l : Resultados de tipificação de uma família com lepra 
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Figura 2 — Distribuição de antigenos de HLA em índios Ticuna do Brasil: Resultados de tipificação de uma família com lepra 



S U M M A R Y 

Microfilariae of Mansonella ozzardi, 
concentrated from human blood, frozen 
with a cryoprotectant chemical, and 
stored at liquid or vaporphase liquid 
nitrogen temperatures were motile when 
thawed after 2 ' / 2 years of preservation. 
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