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RESUMO: Foi investigada a viabilidade do isolamento de Leishmania (V.) braziliensis e L.
(L.} amazonensis & partir da criopreservagio, a ~20°C, -70°C e ~196°C, de amosiras de biépsias de
iesGes catiness de hamsters (Mesocricetus auratusy experimentalmente infectados. Bipsias de
2 de didimetre foram obtidas de lesbes de patas de hamsters. Metade das bidpsias foi
acondicionada em tubos de poliestireno parz congelamento, contendo 1,0ml de sclugio salina
estéril e {,1ml de glicerol. As amostras restantes foram, individualmente, maceradas em sohugio
salina estéril e acondicionadas em aliquotas de 1,0ml em tubos de poliestirero para congelameato,
com §,1ml de glicerol. Foram constitafdos #:8s grapos de tubos, que foram mantidos, inicialmente,
por uma noite 2 4°C, sendo transferidos sucessivamente para -28°C, -76°C e —196°C, que foram as
temperaturas de manutengdo, respectivamente, para os grupos 1, 2 ¢ 3, que assim permancceram
por um perfodo de 60 dias. Apés este perfodo as amostzas foram descongeladas e examinadas em
esfregacos, culturas ¢ inoculaghes desses materials. Ambas as espécies de Leishmania
sobreviveram na condigio de manutengio estabelecida para o grupe 1, ou seja ~20°C, tanto em
bibpsia como em homogenizado de macerado de bidpsia. L. (L.} amazonensis sobrevivey,
também, na condigio de manutengio do grupe 3, a -196°C.

DESCRITORES: Leishmania, isolamento; L (V} braziliensis; L. (L) amazonensis,
Leiskmaniose Tegumentar experimental; criopreservagao, bidpsias.

INTRODUGCAD destes casos ¢ autdeone do proprio estado, porém, de

diferentes regites geograficas'’.

Estudos recentes apontam, em todo o mundo, um
total de 350 mithdes de pessoas expostas ao risco de
aquisigio de Leishmaniose, sendo estimado que 12
milhdes estariam infectados por flagelados do género
Leishmania ©.

No Brasil, sdo registrados anuaimente cerca de
26.000 novos casos de Leishmaniose, consideradas
todas as formas clinicas'®.

No estado de Séo Paulo, sfo notificados, a cada
ano, cerca de 400 noveos casos de [eishmaniose
Tegumentar Americana (LTA). A grande maioria

* Do Instituto Adolfo Lutz

No estudo das leishmanioses grande destaque €
dado & padronizago dos procedimentos relacionados
a0 isolamento, & proliferacio ¢ A preservagho de
Leishmania,

O isolamentc de Leishmania, de humancs, de
reservatdrios naturais ou fontes de infecciio e de
vetores, com a finalidade de identificagio e
classificagio ¢ sempre wma etapa Wpportante para
esclarecimento Ge aspectos refatives 3 epidemiotogia

da parasitose ou, resmo, para a avaliagio e prognds-
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tico clinico ou, ainda, para a definigho de medidas de
controle.

Alnda que virios pesquisadores tenham
investigado e relatado diferentes metodologias para o
isolamento ¢ proliferagio de Leishmania® > " " %,
algumas efapas relacionadss a estas atividades
permanecem a demandar definiciio de conduta.

Assim sendo, para a obtenglio de crescimento
primério de Leishmania fazem-se necessirios a
coleta, o acondicionamento, © transpore e ©
processamento do material bioldgico obtido de
individuo suspeito de estar infectado pelo
protozodrio.

No estado de S8c Paulo, a busca pelo
conhecimento dos flagelados do género Leishmania
exige superacio de um primeiro ¢ grande obsticulo
para isolamento desses agentes causais, obsticulo
esse relativo &s condigbes de acondicionamento para
transporte  de material bioldgico proveniente de
pacientes das mais diferentes ¢ distantes regides,
podendo decorrer, algumas vezes, virios dias desde a
coleta da bidpsia, na regifio endémica, até o
processamento [aboratorial.

No presente trabatho procurow-se investigar, de
maneira simpies, uma soluglo para essa guestdo,
estudando as condigbes mals propicias para ©
scondicionamento e a temperatura de manutencio,
por longos perfodos de tempo, de bidpsias de lestes
de patas de hamsters (Mesocricetus auraius)
experimentalmente infectados por Leishmania.

MATERIAL E METODOS

Para avaliagho da condi¢ho mais adequada para o
acondicionamento ¢ a manutenggio, por longo periodo
de tempo, de material biolégico destinado ao
processamento visando o isclamento de Leishmania,
foi definido um protocolo de pesquisa em que

bidpsias, colhidas de lesGes cutfneas de hamsters
experimentalmente  infectados  com  diferentes
espéeies do parasita ficaram maniidas e distintas
iem;)eramms.

Bidpsias de 2mm foram colhidas de lesDes
cutineas de patas de hamsters (M. auratus),
experimentalmente infectados com flagelados do
género  Leishmania, sendo L. amazonensis
representantc  do  subgénero  Leishmania, ¢ L.
brasiliensis pertencente ao subgénero Viannia.

Metade das bidpsias cothidas foi acoadicionada,
separadamente, em flaconetes de poliestireno
contendo 1,0m! de solugiio 0,85% NaCL estéril e
0,Im! de glicerol. O restante das bidpsias foi
macerado, individualmente, em sojugio 0,85% NaCL
estéril ¢ o homogenizado foi acondicionado em
aifquotas de 1,0m! em flaconentes contendo 0,1mi de
glicerol.

Foram constitaidos, entdo, trés grupos com quatro
flaconetes cada um, de forma que cada grupo conteve
uma amosira de bidpsia ¢ uma amostra do
homogeneizado de macerado de lesfo cuifinea para
cada uma das espécies de Leishmania atilizadas no
estudo.

Todos os grupos de flaconetes foram resfriados a
4°C por uma noite, sendo ap6s transferidos para
-20°C. O grupo 1 permanecen por 60 dias nesta
terpperatura, enquanto que os prupes 2 e 3, apis 24
horas, foram transferidos para -70°C.

O pgrupo 2 permanecen por 60 dias nesta
temperatura e 0 grupo 3, apds 24 horas foi transferido
para -196°C onde, também, permaneceu por 60 dias.

Apbs esse periodo, todas as amostras foram
degeladas em banho-maria a 37°C e exarninadas pela
confecgio de esfregagos, por semeadura em meio de
NNN e por inocuiaghes de parte destas amostras e
hamsters.

TABELA 1

Viabilidade, cultivabilidade e infectividade de amostias de leishrignia mantidas, por 68 dias, em diferentes temperaturas de
congelamento, em bidpsias ou em homogenizados de macerado de lesGes cutineas de hamsters experimentalmente

infectados com I (L.) amazonensis ou L. (V.) braziliensis.

Leishmania:  1.{LJ) amazonensis  L.(V.} braziliensis
Grupo experimenial Bidpsia Homogeneizado Bidpsia Homogeneizado
de macerado de macerado
1H-20°00) EiC E/C Cff c
2(-10°C) B E - -
3(-196"C) EBiCn EIC - -

E - Presenga de formas amastigotas de Leisfunania em esfregagos realizados de amostras descongeladas.
C ~ Desenvolvimento e proliferagic de formas promastigota de Leishmania em cultivos realizados a partir da semeadura de

amosiras descongeladas.

I - Inocuiagio positiva para Leishmania em hamsiers, s paritr de amosiras descoageladas,
-~ Auséncia de Leishmania para qualquer um dos critérios utilizados.
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RESULTADOS E COMENTARIOS

O crescimento primdrio de Leishmania, "in viva"
ou "in vitro", a partir de material bioldgico colhido
de pacientes com LTA, se constitui em importante
etapa para o conhecimento de aspectes relacionados
4 epidemiologia da i)grasitose ou mesmo A avaliagho
clinica, enire outr .

No estado de Siio Paulo, onde anualmente sio
notificados cerca de 400 casos de LTA, o pefil
epidemioldgico & representado por focos restritos e
casos esporadicos, porém, espalhados por todas as
regides geograficas®,

A tentativa de isolamento de Leishmania dos casos
autoctones pelo Laboratdric de Satde Piblica,
situado na capital do Estado, esbarra em dificuldades
relacionadas s distincias e A pulverizagio das dreas
endémicas.

A execughio de procedimentos para o isolamento
de Leishmania em condighes de campo, em &reas
endémicas, sofre Hmutaches decisivas  que
determinam muitas vezes seu insucesso. No caso de
culturas de material de bidpsia de lesio cutlnea esta
limitagdo & devida a altas taxas de contaminacio
bacteriana efou fingica; no que se refere as
inoculaghes em animais de laboratbrio, o custo € &
necessidade de uma estrutura minima jropossibilitarm
a descentralizagio deste procedimentc”.

De outra parte, a criopreservagdo &, hoje, uma
metodologia indispensdvel no gstudo de protozofrios
parasitas’. No presente estudo Procutou-se aproveitar
as vantagens da criopreservagho na tentativa de
otimizar recuperagio, o isolamento e a proliferacio
de Leishmania de materiais bioldgicos colhidos de
animais infectados com o flagelado.

Os resultados obtidos indicaram a viabilidade de
Leishmania, pertencentes aos subgéneros Leishmania
¢ Viannia, em bidpsias ou homogeneizados de
macerado  de  lesdo cuffnea de  hamsters
experimentalmente infectados, mwesmo apds um
petiodo de 60 dias, mantidos em condigfes de
congelamento. (tabela).

No estado de Sio Paulo, assita como no resfanie
da regifio sudeste do Brasil, acredita-se gque a grande
maioria dos casos de LTA & devida a L (V)
brasiliensis.

Neste trabatho, wverificou-se, claramente, a
possibilidade de isolamento deste parasita a partir do
congelamento de bidpsias de lesBes cutfineas, ao
menos & femperatura de -20°C; o que significa dizer,
a utilizagdo de wm freezer domésticc para 3
manutengio de amnostras de material bioldgico para
postetior encaminharmenio  ao  laboratétio  que
procederé o isolamento de Leishmania.

Esses resultados remetem, também, & necessidade
de novos estudos, para oufras avaliagbes sobre
condigbes de acondicionamento prolongade e
transporte  de material bioldgico destinado ao
isolamento de Leishmania. Sobre as condigbes de
coleta e transporte, Marzochi et alz'iz, desenvolveram
um sistema por pun¢iio aspirativa a vicuo para
isolamento e cultivo Leishmania, que parece ser uma
outra alternativa adequada para condigbes de
trabalho de campo era dreas enciémicas.

Os autores acreditam, finalmenie, ser importante a
avaliagio dos procedimentos aqui 'descritos em
situaches de manulencio e transporte de material
biolégico cothido de pacientes com LTA, em dreas
endérmicas, para o isolamento de Leishmania,
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ABSTRACT: We investigated the viability of isclation of Leishmania (V.) braziliensis and L.

(L.} amazonensis from cryopreservated, at -20°C, -70°C and -196°C, samples of biopsies of
hamsters (Mesocricetus auratus) experimentaly infected. Biopsies with 2mm of diameter were
obtained from feet lesions of hamsters. Haif of the biopsies was conditicned in plastic freezing
tubes containing 1.0ml of sterile salt solution and 6,Iml of glycerol. The rest was macerated in
sterile salt solution and conditioned in aliquot of 1,0ml into plastic freezing tubes containing 0.1ml
of glycerol. It was constituted, then, 3 groups, so that cach group contained 2 biopsic or macerated
sample belonging to the different Leishmania at the temperatures above mentionated. Every group
were cooled at 4°C for overnight, ther placed at -20°C for 24 hours, where stayed the group I for 60
days. The other plastic freezing groups were placed a1 -70°C for 24 hours where stayed the group 2
for 60 days, being the group 3 placed at -196°C where continned for 60 days too. After this period,
the samples were thawed and eXamined from the smears, culmres and inoculation of these
materials. The resulis obtained up to the present indicated the survivipg and the culiivability of L.
(L.} amazonensis ai -20°C and -196°C and L. (V) braziliensis at -20°C, both stzains in macerated
and fragment.

DESCRIPTORS: Leishmania, isolation, L. (V) brazliensis; L. (L} amazonensis,
Experimental Cutaneous leishmaniasis; Cryopreservation, biopsies.
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