Desafios na Criopreservacao de Leveduras

reconhecimento  da  relevancia

da biodiversidade fungica para o

desenvolvimento da biotecnologia e
outras areas da microbiologia tem conduzido estudos
sobre técnicas de conservacao dos mais diversos
micro-organismos. Contudo, ainda nao existe uma
férmula ideal que garanta a eficiéncia da estocagem e
preservacao, a longo prazo, de leveduras de interesse
médico. Este fato é observado com diversas espécies
de fungos que ainda esperam por metodologia
padronizada e adequada a sua conservagio, fazendo
da manuten¢do um campo de vasto potencial para
desenvolvimento de pesquisas tecno-cientificas'.

Estudos com micro-organismos estocados
representam importantes fontes de recursos genéticos
para avango biotecnologico e desenvolvimento
econdmico sustentavel, podendo contribuir com a
descoberta de novos farmacos e aplicagdes paraa satide
e meio ambiente, através de estratégias de isolamento
e selecao’. Devido a emergente importancia atribuida
a estocagem de amostras bioldgicas que muitas
instituicoes tém investido na construcao de cole¢des
de micro-organismos. A escolha da técnica depende
das caracteristicas dos agentes, das caracteristicas dos
métodos, dos custos de manutengdo, da importancia
do acervo e, principalmente, da disponibilidade de
equipamentos’.

Apbés a caracterizagdo fenotipica e/ou
genotipica da amostra, recomenda-se a utilizagdo de
métodos que garantam a qualidade da mesma a médio
e longo prazo, pois apds algum tempo o método de
preservagao pode levar a alteragoes significativas para
como, por exemplo, o pleomorfismo e surgimento de
contamina¢ao que sdo bastante comuns'.

A criopreservagao, seguida pela liofilizagao,
parece ser o método mais recomendado e viavel
em laboratério para a manutencdo de cepas de
leveduras. Outros métodos também podem ser
utilizados para este grupo, porém apds a recuperagao
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da cepa esta pode ndo apresentar as caracteristicas
originais, tais como capacidade de esporulagio e
patogenicidade’. Um dos maiores desafios é realizar
o congelamento da amostra sem formacao de cristais
de gelo no interior das células. A formacdo de gelo
no meio intracelular causa ruptura do sistema de
membranas, resultando em perda da permeabilidade
e conseqiiente morte celular. Para congelar um micro-
organismo é necessaria uma solu¢do para suspensio e
um composto crioprotetor. Os crioprotetores podem
penetrar, ou ndo, no material celular e sdo capazes de
induzir o aumento da osmolaridade do meio externo,
prevenindo a formagdo de cristais de gelo durante o
congelamento®. O glicerol, além de facil aquisigdo e
simples manuseio ¢ o criopreservante mais utilizado
em banco de cepas mantidas na criopreservacao a
-20°C. Podem ser utilizados parasolu¢ao de suspensao,
ainda, leite desnatado, dimetilsulféxido (DMSO) ou
agua destilada. O leite desnatado apresenta baixo
custo e boa recuperagdo dos micro-organismos. O
DMSO também ¢ utilizado para congelamento de
células, porém, é toxico para algumas moléculas. A
concentragdo do crioprotetor pode ser influenciada
por outros componentes do diluente, pelo padrio
de resfriamento, pelos métodos de congelamento e
descongelamento’. Existeumaperdaprevisiveldecepas
mantidas sob criopreservaciao a —-20°C, relacionada
com a utilizagdo de glicerol, ou DMSO, em altas
concentragdes, devido a efeitos tdoxicos e, portanto,
deletérios aos micro-organismos, constituindo-se
um obstaculo na sobrevivéncia das estirpes durante
o congelamento. A concentragdo ideal de glicerol
deve ser aquela em que hd predominéancia de efeitos
protetores sobre efeitos toxicos®.

Para proteger o material celular existem
compostos  protetores extracelulares, como a
lactose e outros carboidratos, que promovem a
vitrificagdo da célula durante o congelamento,
tornando a membrana mais plastica, causando menos
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desidrata¢do, diminuindo a toxicidade por sais e
evitando a formacdo de cristais. A nivel molecular,
os carboidratos substituem as moléculas de agua na
estrutura das proteinas impedindo o colapso celular®.
Os carboidratos sdo bastante utilizados e adicionados
em meio de cultura com resultados variaveis. O soro e
sangue sao especificos para algumas moléculas®.

No protocolo de liofiliza¢ao, solugdo de
lactose e aminoacido, glutamato de sodio, tem sido
utilizado para suspensao de micro-organismos com
resultados de grande viabilidade; essa estratégia
tem sido, recentemente, utilizada também para
criopreservacdo de alguns micro-organismos. A
utilizacdo de aminoadcidos melhora a viabilidade,
pois neutraliza as reagdes entre os grupos amino e
carboxila funcionando como um tampao da umidade
residual®.

Em 2008, Silva et al* preconizaram como
protocolo de criopreservacao para a manutencgio de
leveduras o caldo BHI como umasolugao paranutricao
durante as 24 h antes do congelamento, obtendo
boa viabilidade das culturas. Em 2012, o Nucleo de
Micologia do IAL, criou um novo protocolo em que a
levedura nao aguardava o tempo de 24 h no flaconete
antes de ser congelada, sendo apenas o glicerol a 15%
utilizado como solugéo crioprotetora.

A criopreservagdo continua sendo a
metodologia de escolha para o banco de leveduras
deste Nucleo, pois conduz a situagao de dorméncia
metabdlica e, em conseqiiéncia, as culturas se mantém
estaveis. Considerando o exposto, em 2014 foi iniciado
um protocolo utilizando apenas o leite desnatado com
glutamato de sodio para congelamento de leveduras,
e avaliaremos futuramente se este procedimento
¢ satisfatorio para a manuten¢do de biobanco de
leveduras.
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