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RESUMO 

 

Formas promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis podem ser mantidas in vitro 

para utilização em diversos estudos. O soro bovino fetal (SBF) é um componente 

importante em vários meios de cultura, no entanto, a sua constituição varia em 

diferentes lotes. Este trabalho teve como objetivo avaliar o desempenho de 

diferentes lotes de SBF no preparo de meio para cultura de Leishmania (V.) 

braziliensis, comparando as informações fornecidas por diferentes técnicas 

conhecidas. Foram utilizadas as cepas PPS6m e CSA7c de leishmânias obtidas de 

pacientes com leishmaniose tegumentar americana e foram testados cinco 

diferentes lotes de SBF em meio de Grace. A curva de crescimento dos parasitos no 

meio foi avaliada por contagem diária em hematocitômetro, o metabolismo avaliado 

pela capacidade do parasito em metabolizar o 3-(4,5-dimetilazol-2i)-2,5-difenil 

brometo de tetrazólio (MTT), a porcentagem de formas promastigotas metacíclicas 

quantificada pelo ensaio de aglutinação com lectina de Bauhinia purpurea (BPL) e a 

capacidade de produzir lesão em camundongos avaliada pelo acompanhamento 

semanal das lesões. Foi também realizada a dosagem dos constituintes bioquímicos 

dos diferentes lotes de SBF. Observou-se que são necessárias duas ou mais 

passagens dos parasitos em cultura para que sejam discriminados lotes de SBF 

ruins pelo acompanhamento da curva de crescimento enquanto a análise do 

metabolismo mostrou que um lote de SBF inadequado para cultura proporcionou um 

metabolismo maior ou igual que o melhor lote de SBF. Observou-se uma menor 

porcentagem de formas promastigotas metacíclicas geradas durante o cultivo da 

cepa PPS6m em um dos meios, porém, a porcentagem de metacíclicas foi 

semelhante para todos os meios de cultura de CSA7c, independente do número de 

parasitos obtido ao final da cultura. Além disto, a capacidade de parasitos em fase 

estacionária de cultura causarem lesões em camundongos BALB/c não dependeu 

do lote de soro presentes nas culturas. Os dados revelam que o melhor método para 

selecionar um bom soro para cultura é o acompanhamento da curva de crescimento 

por dois ou mais repiques, além disto, lotes ruins para a manutenção de leishmânia 

são capazes de gerar parasitos com a mesma capacidade de infectar camundongos. 
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ABSTRACT 

Promastigote forms of Leishmania (V.) braziliensis can be mantained in vitro for use 

in research. The bovine fetal serum (BFS) is an important component in several 

culture medium, however, its composition varies from batch to batch. This work aims 

to evaluate the performance of different BFS batches for preparation of Leishmania 

(V.) braziliensis culture media, comparing information supplied by different known 

techniques. PPS6m and CSA7c leishmanias strains were from samples obtained 

from American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) patients and five different batches 

of BFS were tested in Grace’s medium. The parasite growth curve was evaluated by 

a daily hemocitometer counting, the metabolism was evaluated by the parasite’s 

ability to metabolize 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide 

(MTT), the percentage of promastigote metacyclic forms was quantified by an 

agglutination test using Bauhinia purpuera (BPL) lectin and the ability to promote 

mice lesions evaluated by a weekly measurement of lesions. The biochemical 

components of the BFS batches was also performed. It was observed that two or 

more passages in culture were necessary to identify bad batches of BFS by the 

growth curve analysis, while the metabolic analysis showed that an inadequate BFS 

batch of provided a metabolic rate higher or equal to the best BFS batch. A lower 

percentage of metaciclic forms of PPS6m strain was observed in one of the media, 

however, the percentage of metacyclic promastigotes was similar among all the 

CSA7c culture media, independently of the parasite number. Besides, the stationary 

phase parasite’s ability to cause lesions in BALB/c mice did not depend on the SBF 

batch present in the cultures. Data reveals that the best method to select good 

culture serum is to observe the growth curve for two or more passages, besides this, 

bad SBF batches are able to produce parasites with the same ability to infect mice.
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1.     INTRODUÇÃO 

1.1. Leishmaniose Tegumentar Americana – Aspectos Gerais 

A leishmaniose tegumentar (LT) é uma doença infecto-parasitária, que 

possui transmissão endêmica em 98 países. A estimativa global de incidência 

da leishmaniose cutânea é de 700 mil a 1,2 milhão de casos por ano, sendo o 

Brasil um dos 10 países responsáveis por 70 a 75% dos casos de leishmaniose 

cutânea em todo o mundo (WHO 2011). 
 

A  LT  é  uma  antropozoonose  causada  pelo  protozoário  do  gênero 

Leishmania, ordem Kinetoplastida e família Trypanosomatidae (Gontijo& de 

Carvalho Mde 2003). A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é 

caracterizada por causar lesões cutâneas localizadas (LCL) e/ou mucosas (LM) 

e lesões cutâneas difusas (LCD). As espécies que causam a doença podem 

ser classificadas em dois subgêneros, sendo: seis do subgênero Viannia e uma 

do subgênero Leishmania. No Brasil, as principais espécies causadoras de LTA 

são: Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia) braziliensis e 

Leishmania (Leishmania) amazonensis (Silveira et al. 2004; Murray et al. 2005; 

Murback et al. 2011). Em regiões endêmicas para LTA, a espécie braziliensis é 

predominante (Jones et al. 1987), e estas são as responsáveis por causar LCL, 

onde o paciente apresenta uma ou várias úlceras/nódulos na pele, que podem 

curar espontaneamente, embora de maneira lenta. Já na forma mucosa, o 

paciente apresenta ulcerações progressivas e destrutivas nas mucosas nasal e 

oral, principalmente. Estas lesões não apresentam cura espontânea e, 

geralmente, são detectadas meses ou anos após episódios da LTA cutânea 

(Chappuis et al. 2007). 
 

A transmissão do parasito ao hospedeiro é feita por insetos vetores 

denominados flebotomíneos, pertencentes à ordem Díptera, família 

Psychodidae, subfamília Phlebotominae, gênero Lutzomyia (Maroli et al. 2013; 

Ready 2013). No Brasil, os principais vetores de LTA são: Lutzomyia whitmani, 

Lutzomyia intermedia e Lutzomyia wellcomei (Rebelo et al. 2010; de Castro 

Cortes et al. 2012). 
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1.2. O ciclo biológico das leishmânias 

Leishmânias apresentam-se sob duas formas principais em seu ciclo de 

vida: as formas promastigotas que são flageladas e encontradas no inseto 

vetor, enquanto as formas intracelulares, denominadas amastigotas, são 

encontradas no hospedeiro vertebrado (McGwire & Satoskar 2014). 
 

As formas promastigotas, desenvolvidas no inseto vetor recebem nomes 

diferentes de acordo com as suas características morfológicas e bioquímicas. 

Em geral as formas promastigotas procíclicas de L. (V.) braziliensis apresentam 

o corpo relativamente grande e o flagelo curto (Figura 1A). As formas 

promastigotas metacíclicas se diferem das procíclicas pelo tamanho, 

morfologia e motilidade, pois apresentam corpo pequeno, com flagelo longo, 

geralmente o dobro do comprimento do corpo da célula, e são altamente ativas 

e móveis (Figura 1B) (Zakai et al. 1998; Pinto-da-Silva et al. 2002). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 1: Microscopia Óptica (1000x) de formas promastigotas procíclicas (A) e 
formas promastigotas metacíclicas (B) de L. (V.) braziliensis. 

 
Fonte adaptada: da Silva Jr et al. (2014) 
 

 

O ciclo de transmissão se inicia quando flebotomíneos fêmeas se 

infectam durante o repasto sanguíneo com formas amastigotas do parasito. 

Estas formas podem ser obtidas em reservatórios infectados, os quais 

geralmente são animais selvagens, como roedores. Como esta doença é uma 
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zoonose, o homem também pode ser infectado, porém, no caso da 

leishmaniose, este é considerado um hospedeiro acidental (Killick-Kendrick et 

al. 1974; Gontijo& de Carvalho Mde 2003). No intestino do vetor, as formas 

amastigotas se desenvolvem inicialmente nas formas promastigotas 

procíclicas. Em seguida, passam por um processo denominado 

metaciclogênese e tornam-se promastigotas metacíclicas. Durante o próximo 

repasto sanguíneo, o inseto vetor inocula aproximadamente 100 a 10.000 

formas promastigotas metacíclicas na pele do hospedeiro vertebrado, as quais 

serão fagocitadas por células do sistema mononuclear fagocítico, onde se 

diferenciarão, novamente, em amastigotas e terá início um novo ciclo (Sacks & 

Perkins 1984; Kimblin et al. 2008; Liese et al. 2008) (Figura 2). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 2: Esquema representativo do ciclo de vida da leishmânia. 

 
Fonte Adaptada: Van Assche et al. (2011). 

 
 

1.3. A Metaciclogênese 

A metaciclogênese consiste na diferenciação das formas promastigotas 

procíclicas pouco infectantes em promastigotas metacíclicas infectantes. Este 

processo ocorre no interior do intestino médio do inseto vetor, onde o sangue 

contendo parasitos, é ingurgitado durante o repasto sanguíneo e, em seguida 
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formas promastigotas procíclicas ocorre em um período estimado de 12 a 18 

horas. Entre 18 e 24 horas ocorre uma intensa proliferação destas formas 

promastigotas. Após 60 e 72 horas, os parasitos tendem a escapar da matriz 

peritrófica e se aderirem às micro vilosidades do intestino, para se protegerem 

das ações das enzimas digestivas e não serem expulsas durante o processo 

final de digestão do repasto sanguíneo. Após cerca de 5-7 dias, os parasitos se 

diferenciam morfologicamente e bioquimicamente das promastigotas 

procíclicas e alguns destes parasitos perdem a capacidade de adesão, 

caracterizando a diferenciação para promastigotas metacíclicas. Estas últimas 

migram, para a parte anterior do intestino e se acumulam na parte posterior da 

válvula estomacal. Estas formas podem, ainda, migrar além da válvula 

estomacal e atingirem o esôfago, faringe e cavidade bucal do inseto vetor já 

prontas para serem inoculadas no hospedeiro vertebrado durante o próximo 

repasto sanguíneo (Sacks & Kamhawi 2001; Rogers et al. 2002) (Figura 3). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
Figura 3: Esquema representativo ilustrando a diferenciação morfológica das formas 

promastigotas no decorrer do tempo no intestino do inseto vetor. 
 

Fonte adaptada: Kamhawi (2006). 
 

Os fatores que desencadeiam a metaciclogênese ainda são pouco 

descritos, porém, é sabido que alguns fatores podem induzir essa diferenciação 

como, por exemplo, condições de estresse (Kamhawi 2006). Neste processo, 

também ocorrem modificações na morfologia e expressão gênica, 
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proporcionando modificações bioquímicas e estruturais de moléculas presente 

na superfície do parasito (Sacks & Perkins 1984; Saraiva et al. 1995). 

Essas modificações são essenciais para que as formas metacíclicas 

sejam capazes de interagir com células fagocíticas no hospedeiro vertebrado, 

sobreviver dentro dos compartimentos fagolisossômicos e resistir à lise 

mediada pelo sistema complemento (Sacks & Perkins 1985; Mallinson & 

Coombs 1989). 
 

De acordo com as moléculas presentes nas superfícies das leishmânias, 

é possível distinguir seu estágio de desenvolvimento (Pimenta et al. 1991). Em 

geral, estes parasitos possuem a superfície celular revestida por moléculas 

glicosiladas, ancoradas à membrana celular, por meio de glicolipídeos como o 

glicofosfatidilinositol (GPI) (Ilgoutz & McConville 2001). 
 

As promastigotas possuem, em sua superfície, glicoconjugados tais 

como: complexos de lipofosfoglicano (LPG), glicoproteína de 63 Kda (gp63), 

também conhecida como protease de superfície de promastigotas, e 

glicosilinositol fosfolipídios (GIPL). O LPG é mais abundante do que a gp63 e 

GIPL são 10 vezes mais abundantes do que o LPG; porém, não está claro qual 

o papel que as GIPL desempenham na interação com o hospedeiro vertebrado 

(Joshi et al. 2002; Olivier et al. 2005). Tanto o LPG quanto a gp63 são 

necessários para a sobrevivência do parasito no inseto vetor e sofrem 

modificações durante a metaciclogênese (Saraiva et al. 1995). 
 

O LPG é composto por cadeias lineares, que podem ou não ter 

ramificações, formadas por subunidades repetidas de fosfodissacarídeos de 

PO4-6Gal1,4Man1, que estão ligados à membrana plasmática por uma 

âncora de GPI (Pimenta et al. 1994). Durante a metaciclogênese, a estrutura 

do LPG sofre modificações no tamanho, composição, posicionamento, 

podendo variar entre as espécies de leishmânia. Na L. major, por exemplo, as 

cadeias de LPG são mais ramificadas e as substituições são variadas, 

contendo glicose, galactose e arabinose. Já a molécula LPG de L. donovani 

não possui ramificações (McConville et al. 1990; McConville et al. 1995). Além 

disso, a estrutura do LPG difere entre as diferentes formas da leishmânia, 

sendo maior nas formas metacíclicas e ausente nas formas amastigotas. Esta 

molécula está relacionada com a ligação do parasito ao trato intestinal do 

inseto vetor e é um dos principais determinantes da infectividade e 
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sobrevivência das formas metacíclicas no hospedeiro vertebrado (Davies et al. 

1990; Pimenta et al. 1991; McConville et al. 1992). 

Algumas espécies, como por exemplo, L. infantum, não apresentam 

modificações na estrutura do LPG durante a metaciclogênese. Sendo assim, os 

parasitos possuem a mesma estrutura de LPG para formas procíclicas e 

metacíclicas (Ibraim et al. 2013). O LPG de L. (V.) braziliensis possui estruturas 

diferentes nas formas procíclicas e metacíclicas. O LPG das formas procíclicas 

não possuem ramificações, enquanto que o das fromas metacíclicas possuem 

ramificações de até dois resíduos de beta Glicose (Glc) ligados à cadeia 

linear (Soares et al. 2010) (Figura 4). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Estrutura bioquímica do LPG de promastigotas procíclicas e metacíclicas de L. (V.) 

braziliensis. 
 

Fonte: Soares et al. (2010) 
 
 

A Metaciclogênese também pode ocorrer in vitro, durante o crescimento 

dos parasitos em meios de cultura axênicas. As formas metacíclicas, obtidas 

em cultura apresentam características morfológicas semelhantes às 

encontradas no inseto vetor, com a maior capacidade de promover infecções 

(Howard et al. 1987; Bates & Tetley 1993). A metaciclogênese observada in 

vitro depende de fatores como: tempo de cultura, pH, disponibilidade de 

nutrientes, níveis de tetrahidrobiopterina (cofator da óxido nítrico sintase), 

podendo ser intensificada em maior tempo de cultura, baixo pH e falta de 
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nutrientes (Cunningham et al. 2001). Em cultura, as amastigotas se diferenciam 

em promastigotas em um tempo de aproximadamente 48 horas. As 

promastigotas procíclicas estão presentes em culturas recentes, proliferando 

intensamente, o que caracteriza a fase logarítmica de uma cultura. Em culturas 

de mais de 4 dias aparecem as promastigotas metacíclicas que proliferam 

menos. Em culturas mais tardias de 6 a 10 dias, as leishmânias param de 

proliferar, caracterizando a fase estacionária, onde pode ser encontrado um 

maior número de parasitos diferenciados para a forma metacíclica. Isto foi 

confirmado para a maioria das espécies de leishmânia (Sacks & Perkins 1984; 

Rizvi et al. 1985; Sacks et al. 1985; Pimenta et al. 1994). 

1.4. Métodos de purificação de formas metacíclicas de leishmânia  

Existem técnicas baseadas na modificação da molécula de LPG para 

identificação e purificação de promastigotas metacíclicas de leishmânia. 

Estudos com Leishmania major e Leishmania donovani mostraram que as 

mudanças bioquímicas que ocorrem na molécula de LPG podem ser 

identificadas por meio da capacidade de ligação dos parasitos às moléculas de 

lectinas e que a ligação, ou ausência de ligação, está associada com o 

processo de metaciclogênese (da Silva & Sacks 1987; Sacks et al. 1995). 
 

As lectinas compreendem um grupo estruturalmente diverso de 

proteínas, que apresentam uma grande variedade de especificidade de ligação 

a carboidratos. A maioria das lectinas é isolada de plantas da família 

Leguminosae (Grangeiro et al. 1997; Loris et al. 1998). 
 

O método de purificação utilizando lectinas consiste em selecionar 

negativamente as metacíclicas, por meio de aglutinação, sendo assim, as 

procíclicas estarão aglutinadas com a lectina e as metacíclicas estarão livres 

(Saraiva et al. 2005). Isso acontece porque na superfície das formas 

promastigotas procíclicas há resíduos de açúcar que se ligam especificamente 

a determinadas lectinas, como por exemplo, à lectina de amendoim (PNA), 

lectina de lentilha (LL) e lectina de Bauhinia purpurea (BPL). Muitos destes 

sítios de ligação são perdidos durante a metaciclogênese (Sacks et al. 1985; 

Almeida et al. 1993; Pinto-da-Silva et al. 2002). 

Além das lectinas, existem outros métodos para selecionar as formas 
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metacíclicas por seleção negativa, como por exemplo, pelo uso de anticorpos 

monoclonais específicos para carboidratos das formas procíclicas de L. 

amazonensis (Courret et al. 1999) e L. tropica (Lira et al. 1998). Há ainda, 

métodos de purificação de formas metacíclicas que são independentes das 

modificações na estrutura do LPG, como por exemplo, a separação por 

gradiente de densidade Ficoll, sendo muito comum o uso desta técnica para a 

distinção de formas metacíclicas de espécies de leishmânia com alterações na 

molécula de LPG (Spath & Beverley 2001). 
 

Já foi descrito que as formas promastigotas metacíclicas de L. (V.) 

braziliensis em culturas na fase estacionária podem ser obtidas por seleção 

negativa usando lectina BPL (Pinto-da-Silva et al. 2002). A BPL reconhece 

especificamente os resíduos -Gal (1-3)GalNAc do LPG, presente na superfície 

das formas promastigotas procíclicas, promovendo, assim, a aglutinação 

destas formas, deixando livres as metacíclicas (Almeida et al. 1993). 

1.5. Meios de cultivo para leishmânia  

O primeiro relato de cultivo de L. donovani foi feito em 1904, utilizando 

sangue acidificado com ácido cítrico (Rogers 1904). Em seguida, surgiram 

outros meios de cultivo como, por exemplo, o Novy-MacNeal-Nicolle medium 

(NNN) que é composto com água destilada e ágar sangue, neste meio, em 

geral, eram necessárias de três a quatro semanas para que houvesse o 

crescimento dos parasitos (Hockmeyer et al. 1981). 
 

Culturas de leishmânias em diferentes meios e temperaturas abaixo de 

28ºC têm sido muito utilizadas experimentalmente. As formas promastigotas 

obtidas a partir de culturas axênicas possuem características semelhantes aos 

seus homólogos encontrados no inseto vetor, no que diz respeito à morfologia, 

componentes bioquímicos e propriedades biológicas, como a infectividade in 

vivo e in vitro (Lemesre et al. 1997; Schuster & Sullivan 2002). 
 

O cultivo in vitro de espécies de leishmânia é um método útil para 

adquirir quantidades de parasitos suficientes para fins de diagnóstico, melhorar 

o conhecimento sobre a relação parasito-hospedeiro e determinar 

características imunológicas e biológicas. O cultivo permite, ainda à 

manutenção em longo prazo, de populações ativas e com intensa capacidade 
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de proliferação (Agarwal & Jain 1996). 
 

Os diferentes meios desenvolvidos nos últimos anos são classificados 

em bifásicos (semissólidos) e monofásicos (líquidos). Em geral, os meios 

líquidos são mais utilizados para cultura de leishmânias, pois os meios 

semissólidos exigem uma maior manipulação (Grekov et al. 2011). 
 

Meios de cultura enriquecidos com soro, o que incialmente utilizados 

para o cultivo de células de mamíferos e de insetos, tem sido usados com 

sucesso no cultivo de diferentes espécies de leishmânia. Estes incluem os 

meios: 199H, RPMI 1640, Schneider’s Drosophila, Dulbecco, Grace, dentre 

outros (Chance et al. 1974; Hendricks et al. 1978; Childs et al. 1979). Todos 

estes meios requerem a adição de 10-30% de soro bovino fetal (SBF) como um 

fator importante para o crescimento de formas promastigotas de leishmânia por 

longos períodos de tempo (Merlen et al. 1999). 
 

Em geral, microrganismos são exigentes e requerem muitos nutrientes 

durante o crescimento em cultura. Os componentes e/ou diferentes lotes de 

meios podem ser tóxicos e podem prejudicar o crescimento. Muitos meios 

incluem na sua composição soro humano ou animal, que é um componente 

caro, de composição variável e podem conter fatores que são prejudiciais ao 

crescimento de parasitos, incluindo agentes infecciosos que, por exemplo, 

podem interferir nos resultados de experiências bioquímicas e/ou imunológicas 

(Merlen et al. 1999; Visvesvara & Garcia 2002). 
 

Há meios de cultivo que são adaptados para cultivos de diferentes 

espécies de leishmânias e não possuem soro. Estes meios são enriquecidos 

com grande concentração de aminoácidos, vitaminas, albumina bovina, 

hormônios e urina humana (Howard et al. 1991; Armstrong & Patterson 1994). 
 

Além de permitir o crescimento, o meio de cultivo deve ser capaz de 

manter as características intrínsecas e extrínsecas dos parasitos. Uma das 

características das espécies de L. (V.) braziliensis é a sua alta exigência para 

crescer e se adaptar em meios líquidos, sendo que existem relatos que estes 

parasitos podem perder a sua capacidade de proliferação após poucas 

passagens no meio. Embora existam vários componentes envolvidos no 

processo de cultivo, o SBF pode ser um dos fatores limitantes do crescimento 

(Shaw & Lainson 1981; Celeste & Guimaraes 1988; Lemesre et al. 1988; 

Merlen et al. 1999; Oliveira et al. 2010). 
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1.6. Infecção de camundongos BALB/c  

Infecções experimentais em animais são comumente utilizadas para 

aumentar as chances de isolar parasitos ou para estudos da patogênese da 

doença. Camundongos ou hamsters são os animais que mais são utilizados em 

laboratório para estudo da leishmaniose. Os camundongos apresentam 

diferentes graus de susceptibilidade a diferentes espécies de leishmânias 

sendo, por exemplo, resistentes a L. (V.) braziliensis (Singh 2006). Em casos 

de infecção em camundongos BALB/c, é necessário obter os parasitos após 4-

7 dias de cultura, pois é neste período que os parasitos em cultura entram em 

fase estacionária e apresentam uma virulência maior comparada com aqueles 

da fase logarítmica (Sacks & Perkins 1984; Sacks 1989). 
 

Camundongos BALB/c infectados com L. (V.) braziliensis desenvolvem 

lesões pequenas, nodulares e com cura espontânea, diferente das lesões 

causadas por infecção com L. major, que provoca úlceras progressivas (Rocha 

et al. 2007). Isto ocorre devido ao desenvolvimento de uma resposta imune, 

caracterizada pela presença de altos níveis de INF-γ, baixos níveis interleucina 

4 (IL), IL-10 e IL-13 quando os animais são infectados com L. (V.) braziliensis, 

enquanto na infecção por L.major, há uma resposta polarizada com a presença 

de elevados níveis de arginase I e IL-4. (Costa et al. 2011). A citocina INF-γ é 

essencial para o controle de infecções por L. (V.) braziliensis, pois ativam 

elementos microbicidas de macrófagos como, por exemplo, a produção de 

óxido nítrico (NO) (DeKrey et al. 1998). Já a presença de altos níveis de IL-4 e 

arginase I favorecem o crescimento dos parasitos in vivo (Iniesta et al. 2005; 

Kropf et al. 2005). 
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2. JUSTIFICATIVA  

A leishmaniose tegumentar (LT) é uma doença infecto-parasitária, causada 

por protozoários (Goto & Lindoso 2010; Viana et al. 2012). Um total de 98 

países apresenta atualmente transmissão endêmica da leishmaniose, sendo 

que a estimativa global de incidência da leishmaniose cutânea é de 700 mil a 

1,2 milhão de casos por ano. O Brasil é um dos 10 países responsáveis por 70 

a 75% dos casos de leishmaniose cutânea em todo o mundo (WHO 2011), 

onde as principais espécies causadoras são: L.(V.) braziliensis e L. (L.) 

amazonensis. 
 

O cultivo de leishmânias em laboratórios é importante para obtenção 

deste protozoário em quantidade suficiente para estudos realizados in vitro e in 

vivo. Estes estudos são de fundamental importância para uma melhor 

compreensão da biologia da relação leishmânia-hospedeiro, permitindo 

investigar formas de se interferir na doença. 
 

As formas promastigotas obtidas a partir de culturas axênicas possuem 

características semelhantes aos seus homólogos no vetor no que diz respeito à 

morfologia, componentes bioquímicos e propriedades biológicas (Lemesre et 

al. 1997). 
 

A espécie de L. (V.) braziliensis possui dificuldade para crescer e se 

adaptar em meios líquidos. Em estudos anteriores realizados pelo nosso grupo, 

foram descritos que diferentes isolados de L. (V.) braziliensis, incluindo 

parasitos obtidos de LM e de LCL, podem perder a capacidade de proliferação 

após alguns repiques em cultura. Este mecanismo é pouco conhecido, porém 

um dos motivos pode ser devido à falta de adaptação destes parasitos a 

determinadas condições de cultura. No entanto, a adaptação de diferentes 

cepas de parasitos pode variar, e alguns parasitos podem ser mais exigentes 

quanto à composição do meio de cultura, mesmo pertencendo à mesma 

espécie (Dorta et al. 2012). Embora existam vários componentes envolvidos no 

processo de cultivo, o SBF pode ser um dos fatores limitantes deste 

crescimento (Celeste & Guimaraes 1988; Merlen et al. 1999; Visvesvara & 

Garcia 2002; Oliveira et al. 2010). 
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Diante do exposto, é importante uma avaliação de diferentes lotes de 

SBF para o preparo de meio de cultura de L. (V.) braziliensis. Nesta avaliação 

deve-se levar em consideração que, além de permitir o crescimento do 

parasito, o meio de cultura deve manter as características biológicas dos 

parasitos, como a metaciclogênese e a capacidade de infecção. 
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3.     OBJETIVO  

Avaliar o desempenho de diferentes lotes de SBF no preparo de meio para 

cultura de L. (V.) braziliensis. 

3.1.   OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

3.1.1. Realizar a curva de crescimento de duas cepas de L.(V.) braziliensis, em 
meios de Grace contendo diferentes lotes de SBF. 

3.1.2. Avaliar a atividade metabólica de duas cepas de L.(V.) braziliensis, em 
meios de Grace contendo diferentes lotes de SBF.  

3.1.3. Comparar a porcentagem de formas promastigotas metacíclicas de duas 
cepas de L.(V.) braziliensis, geradas em meios de Grace contendo 
diferentes lotes de SBF.  

3.1.4. Comparar o desenvolvimento da lesão em camundongos infectados por 
duas cepas de L.(V.) braziliensis, cultivadas em meios de Grace 
contendo cinco diferentes lotes de SBF.  

3.1.5. Avaliar técnicas para selecionar lotes de SBF para cultivo de L.(V.) 
braziliensis.  

3.1.6. Comparar a composição bioquímica dos diferentes lotes de SBF 
testados.  
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4. METODOLOGIA 

4.1.   Parasitos  

Foram utilizados duas cepas de parasitos da espécie L. (V.) braziliensis, 

obtidas de pacientes com LTA e armazenadas no banco de leishmânias 

(Leishbank) do Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública da 

Universidade Federal de Goiás (IPTSP/UFG). Um isolado foi oriundo de LM 

MHOM/BR/2006/PPS (PPS6m) e o outro de LCL MHOM/BR/2006/CSA7c 

(CSA7c), sendo ambos caracterizados como L. (V.) braziliensis, como descrito 

anteriormente (Oliveira et al. 2010). As formas promastigotas das leishmânias 

foram mantidas em meio de Grace completo (Sigma, St Louis, MD, EUA) 

suplementado com 20% SBF (SBF, Cripion, Andradina, SP, Brasil, lote 20650) 

inativado 56 ºC 30 min, 2mM L-glutamina (Sigma), 100 U/mL de penicilina e 

100 g/mL de estreptomicina (Sigma) e mantidas em estufa BOD, a 26 ºC. 

Alternativamente, foram utilizados para o cultivo de leishmânias, cinco meios 

de Grace completo, suplementando com os diferentes lotes de SBF, como 

representado na tabela 1. O meio 1, já descrito, foi caracterizado como o lote 

padrão ouro, ou seja, aquele em que as formas promastigotas em fase 

logarítmica foram mantidas, e a partir deste, foram realizados os repiques 

para os respectivos meios contendo os diferentes lotes de SBF teste, para 

que posteriormente fossem realizados os ensaios. Todos os repiques foram 

iniciados com 5x10
5
 leishmânias/mL. 

 

Tabela 1: SBF utilizados para a suplementação dos meios de Grace completo. 

 

  Lotes de SBF  Marca  

Meio 1  20650  Cripion, SP, Brasil Padrão ouro 

Meio 2  20700  Cripion, SP, Brasil Teste 

Meio 3  18040998-fe  LGC 
Biotecnologia, 

SP, Brasil 

Teste 

Meio 4  L005  Cripion, SP, Brasil Teste 

Meio 5  20710  Cripion, SP, Brasil Teste 
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4.2.   Curva de Crescimento 

Após o repique com 5x10
5
 leishmânias/mL nos diferentes meios, os 

parasitos foram quantificados diariamente em hematocitômetro durante 6 dias. 

Foram avaliadas as curvas de crescimento em dois períodos distintos para 

cada cepa de L. (V.) braziliensis. Para a realização da curva de crescimento 1 

os parasitos obtidos na fase logarítmica de cultura no meio 1 foram repicados 

para os novos meios de Grace contendo os diferentes lotes teste de SBF, 

caracterizando a primeira passagem nestes meios, conforme representado na 

figura 5. 
 

Para a realização da curva 2 de crescimento, os parasitos foram obtidos 

na fase logarítmica da cultura utilizada para a curva de crescimento 1 e 

repicados para novos meios de Grace contendo os seus respectivos lotes teste 

de SBF, caracterizando a segunda passagem em meios contendo diferentes 

soros (Figura 5). 

 

Figura 5: Esquema representativo do período de avaliação das curvas de crescimento. 

 

  

4.3. Avaliações da atividade metabólica 

A atividade metabólica das formas promastigotas em fase logarítmica foi 

avaliada pelo ensaio colorimétrico do MTT (3-(4,5-dimetilazol-2i)-2,5-difenil 

brometo de tetrazólio). O ensaio baseia-se na redução do sal de tetrazólio [3-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2-5-diphenyl tetrazolium bromide] pela enzima 

mitocondrial succinato desidrogenase gerando cristais violeta de formazam. 

Esta redução só ocorre em células viáveis, sendo assim, a quantidade de 

formazan formado é diretamente proporcional à quantidade de células vivas 
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(Dutta et al. 2005). 
 

Foram realizados testes de MTT em três condições diferentes, diferindo 

entre si, na quantidade de passagem dos parasitos pelos meios de Grace 

contendo os diferentes lotes teste de SBF. 
 

Para a realização do teste de MTT 1, 5x10
5
 leishmânias/mL obtidas na 

fase logarítmica de cultura no meio 1, foram repicadas para novos meios de 

Grace contendo os diferentes lotes teste de SBF, caracterizando a primeira 

passagem nestes meios, assim como foi feito na curva de crescimento 1 (figura 

5). O O esquema deste primeiro repique está representando na figura 6. 
 

Para realização do teste de MTT 2, 5x10
5
 leishmânias/mL foram obtidas 

na fase logarítmica da cultura utilizada para a curva 1, e repicadas para novos 

meios de Grace contendo os seus respectivos lotes teste de SBF, 

caracterizando a segunda passagem neste meios, assim como foi feito na 

curva de crescimento 2 (figura 6). 
 

Para realização do teste de MTT 3, 5x10
5
 leishmânias/mL foram 

obtidas na fase logarítmica da cultura utilizada para a curva 2, e repicadas para 

novos meios de Grace contendo os seus respectivos lotes teste de SBF, 

caracterizando a terceira passagem neste meios (Figura 6). 
 

Depois de realizadas as passagens pelos meios contendo os diferentes 

lotes teste de SBF, os parasitos recuperados foram lavados e submetidos ao 

teste de MTT. Os testes de MTT foram realizados em placas de 96 poços 

(Costar), foram adicionados 20 L de MTT (5 mg/mL) a cada poço com volume 

final de 100 L, contendo 5x10
5
 leishmânias/mL. A cultura foi mantida em 

estufa BOD a 26 ºC por período 24 h, seguido da adição de 100 L de DMF 

(Dimetilformamida) 50% - SDS (Dodecil Sulfato de Sódio) 10% por 18 h a 37ºC 

para solubilizar os cristais de formazan. A densidade óptica foi determinada a 

550 nm, em leitor de microplacas (MULTISKAN). 
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Figura 6: Esquema representativo do período de avaliação dos testes de MTT. 

4.4. Quantificações das formas metacíclicas 

Para avaliação da metaciclogênese, os parasitos obtidos na fase 

logarítmica de cultura no meio 1, foram repicados para novos meios de Grace 

contendo os respectivos lotes teste de SBF. Após seis dias de cultura, as 

formas promastigotas foram lavadas 3x com PBS e ressuspendidas para 1,5 x 

10
7
 leishmânias/mL em PBS (100 L). Foram adicionados 100 g/ml de lectina 

de Bauhinia purpurea (BPL, Vector Laboratórios, Bulingame, CA, EUA), após 

30 min de incubação, à temperatura ambiente, a suspensão foi homogeneizada 

suavemente, centrifugada a 40 x g (5 min) e as formas promastigotas 

metacíclicas foram coletadas do sobrenadante, e quantificadas em 

hematocitômetro. O percentual de metacíclicas foi determinado pela 

multiplicação da quantidade de formas promastigotas recuperadas x 100 

dividida pela quantidade de leishmânias total na amostra sem lectina. 

 

4.5. Camundongos e infecção in vivo 

Para avaliação da infectividade, os parasitos obtidos na fase logarítmica 
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de cultura no meio 1, foram repicados para novos meios de Grace contendo os 

respectivos lotes testes de SBF. Após seis dias de cultura, as formas 

promastigotas foram lavadas 3x com PBS e ressuspendidas para 1,0 x 10
7
 

leishmânias em 50 µL em PBS. A infecção experimental foi realizada pela 

injeção da suspensão de parasitos no coxim plantar posterior esquerdo dos 

animais. A lesão desencadeada na pata infectada foi monitorada 

semanalmente durante um período de 5 semanas com auxílio de um 

paquímetro (Mitutoyo, Kawasaki, Japan) comparando-se com o tamanho da 

pata não infectada. 
 

Foram utilizados camundongos BALB/c fêmeas de 8 a 12 semanas de 

idade, mantidos no Biotério do IPTSP/UFG em salas climatizadas, a 22 
0
C, 

com ciclos de claro e escuro de 12 horas, em estante ventilada (ALESCO, SP) 

com alimentação e água ad libitum. Após cinco semanas de infecção, os 

animais foram anestesiados com uma solução de xilazina/cetamina e 

eutanasiados. Para cada grupo de experimentos foram utilizados 5 

camundongos. 

4.6. Dosagens bioquímicas 

Os lotes de SBF foram inativados a 60 
0
C durante 1 hora e armazenados 

a – 20 
0
C. A quantidade de albumina, cálcio, creatinina, ureia, glicose, cloro, 

sódio, potássio, proteínas totais, colesterol presentes nos diferentes lotes de 

SBF foram avaliadas por metodologias automatizadas utilizando o princípio 

colorimétrico e/ou enzimático (equipamento ARCHITECT c8000, reagentes 

ABBOTT). A quantificação de hemoglobina foi realizada por meio de fotometria 

(equipamento XE-2100 – Roche, reagente Sulfolyser). 

 

4.7  Análises estatísticas 

 

Os resultados foram comparados para avaliar a significância das 

diferenças, utilizando o teste Anova one-way seguido por Tukey, usando o 

programa GraphPad Prism Software 5.0 (Inc. San Diego, CA, USA). Os dados 
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foram apresentados em gráficos contendo média ± desvio padrão. Valores de p 

< 0,05 foram considerados significantes. 
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5.  RESULTADOS 

5.1. Uma passagem em cultura não discrimina lotes ruins de SBF pela 
técnica de quantificação de parasitos  

A adaptação dos parasitos aos meios contendo diferentes lotes de SBF 

foi avaliada por meio da curva de crescimento. Após o primeiro repique, os 

parasitos apresentaram um perfil de crescimento similar em todos os meios. Os 

parasitos da cepa PPS6m atingiram um número maior do que 1,0 x 107 

leishmânias/mL em todos os meios, após o terceiro dia de cultivo, exceto no 

meio 3 (Figura 7A). O mesmo foi observado para os parasitos da cepa CSA7c, 

porém  a partir do quarto dia (Figura 7B).  O maior número dos parasitos 

PPS6m foi alcançado no meio 1 em relação aos outros meios, e no meio 2, em 

relação ao meio 3, sendo que os outros meios propiciaram um menor 

crescimento dos parasitos, principalmente no terceiro e quarto dia (Figura 7A). 

Em CSA7c, o maior número de parasitos foi alcançado  apenas no meio 1 em 

relação aos outros meios, principalmente no sexto dia (Figura 7B). Os menores 

números de parasitos, foram observados no meio 3, para ambos os isolados,  

no terceiro dia de cultura (Figura 7A-B).  
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Figura 7: Adaptação dos parasitos após primeira passagem para meio de Grace com 
diferentes lotes de Soro Bovino Fetal. Os gráficos representam a curva de crescimento de 
formas promastigotas de L. (V.) braziliensis PPS6m (A) e CSA7c (B). Os parasitos obtidos na 
fase logarítmica de cultura do meio de Grace 1, foram repicados para novos meios contendo 
diferentes lotes teste de soro bovino fetal. As linhas representam o crescimento dos parasitos 
no decorrer dos dias. Os dados representam as médias ± SD de três experimentos 
independentes, realizados em triplicata.  As letras b, c, d e e significam diferença 
estatisticamente significativa entre o meio 1 e os meios 2, 3, 4 e 5 respectivamente. As letras 
x,y e z significam diferença estatisticamente significativa entre o meio 2 e os meios 3, 4 e 5 
respectivamente. Os dados foram avaliados por ANOVA One-way seguido por Tukey e foram 
considerados significativos quando p<0.05.  

 



35 
 

 Após o segundo repique nos meios contendo os respectivos lotes de 

SBF, foi observado que apenas o meio 1 foi capaz de sustentar o crescimento 

dos parasitos tanto para PPS6m quanto para CSA7c, atingindo um número 

superior a 1,0 x 107 leishmânias/mL no segundo dia para PPS6m,e no terceiro 

dia para CSA7c (Figura 8 A-B). O número de parasitos dos outros meios foi 

inferior a 1,0 x 107 leishmânias/mL no decorrer de todo período experimental.   
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Figura 8: Adaptação dos parasitos após segunda passagem para meio de Grace com 
diferentes lotes de Soro Bovino Fetal. Os gráficos representam as curvas de crescimento de 
formas promastigotas de L. (V.) braziliensis PPS6m (A) e CSA7c (B). Os parasitos obtidos na 
fase logarítmica de cultura da curva 1, fora repicados para novos meios contendo diferentes 
lotes teste de soro bovino fetal. As linhas representam o crescimento dos parasitos no decorrer 
dos dias. Os dados representam as médias ± SD de três experimentos independentes, 
realizados em triplicata.  As letras b, c, d e e significam diferença estatisticamente significativa 
entre o meio 1 e os meios 2, 3, 4 e 5 respectivamente. Os dados foram avaliados por ANOVA 
One-way seguido por Tukey e foram considerados significativos quando p<0.05.  
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5.2 Duas ou mais passagens em cultura discrimina lotes ruins de SBF 

pelo teste de MTT  

 A atividade metabólica de promastigotas foi avaliada após diferentes 

repiques. As formas promastigotas foram cultivadas no meio de Grace 1 e 

posteriormente foram transferidas para meios contendo os diferentes lotes  de 

SBF para avaliação com o teste de MTT. Como mostrado na Figura 9, a 

simples transferência das leishmânias para meios com diferentes lotes de soro 

foi suficiente pra discriminar alguns lotes de SBF que não são apropriados para 

cultivo de leishmânia, uma vez que, para a cepa PPS6m os parasitos 

cultivados no meio 1 apresentaram uma melhor atividade metabólica, quando 

comparado com os parasitos cultivados nos meios 3 e 4. Por outro lado, os 

parasitos presentes no meio 5 possuíam uma atividade metabólica semelhante 

aos parasitos presentes no meio 1 e maior do que a observada nos parasitos 

dos meios 2, 3 e 4. Os parasitos no meio 2 apresentaram uma atividade 

metabólica semelhante ao meio 1 e maior a observada nos meios 3 e 4.  Para 

a cepa CSA7c, o resultado foi semelhante. Os parasitos cultivados nos meios 1 

e 5 continuaram apresentando uma maior atividade metabólica, porém, 

parasitos cultivados no meio 1 apresentaram maior atividade metabólica 

somente que os parasitos cultivados no meio 3 (Figura 9). 
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Figura 9: Avaliação da atividade metabólica em meios de Grace contendo diferentes 
lotes de Soro Bovino Fetal. Os gráficos representam a atividade metabólica de formas 
promastigotas de L. (V.) braziliensis (PPS6m e CSA7c).  Os parasitos obtidos na fase 
logarítmica de cultura do meio de Grace 1, foram ressuspendidos em novos meios contendo 
diferentes lotes teste de soro bovino fetal para a realização do ensaio de  MTT. Os dados 
representam as médias ± SD de três experimentos independentes, realizados em triplicata. * p 
< 0,05 indicam diferenças entre os meios. Os dados foram avaliados por ANOVA One-way 
seguido por Tukey. 

  

 A atividade metabólica dos parasitos no meio 1 e no meio 5 foi 

semelhante, enquanto os demais meios foi inferior. Com o objetivo de observar 

se a atividade metabólica das leishmânias no meio 5 era preservada em uma 

segunda passagem, foi realizado um segundo repique para  novos meios 

contendo os respectivos lotes de SBF. Os resultados mostraram que o lote de 

SBF presente no meio 1 continuou proporcionando uma boa atividade 

metabólica para os parasitos em ambos os isolados, assim como o meio 5 

(Figura 10). O meio 2 apresentou-se pior em relação ao meio 1, diferente do 

que foi observado após a simples transferência para os meios contendo os 

diferentes lotes de SBF (Figura 9). 



39 
 

 

 

Figura 10: Avaliação da atividade metabólica dos parasitos após a segunda passagem 
em meios de Grace contendo diferentes lotes de Soro Bovino Fetal. Os gráficos 
representam a atividade metabólica de formas promastigotas de L. (V.) braziliensis (PPS6m e 
CSA7c). Os parasitos obtidos na fase logarítmica de cultura da curva 1, foram repicados para 
novos meios de Grace contendo os seus respectivos lotes teste de soro bovino fetal para a 
realização do ensaio de  MTT. Os dados representam as médias ± SD de três experimentos 
independentes, realizados em triplicata. * p < 0,05 indicam diferenças entre os meios. Os dados 
foram avaliados por ANOVA One-way seguido por Tukey. 

 Com o intuito de verificar se um novo repique dos parasitos era capaz de 

discriminar o meio 5 do meio 1, foi realizado um terceiro repique para  novos 

meios contendo os respectivos lotes de SBF. Os resultados mostraram que em 

ambas as cepas de parasitos, mesmo após terceira passagem, os parasitos 

presentes nos meios 1 e 5 possuem uma atividade metabólica semelhante e 

superior aos parasitos nos demais meios (Figura 11).    
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Figura 11: Avaliação da atividade metabólica dos parasitos após terceira passagem em 
meios de Grace contendo diferentes lotes de Soro Bovino Fetal. Os gráficos representam 
a atividade metabólica de formas promastigotas de L. (V.) braziliensis (PPS6m e CSA7c). Os 
parasitos obtidos na fase logarítmica de cultura da curva 2, foram repicadas para novos meios 
de Grace contendo os seus respectivos lotes teste de soro bovino fetal e, em seguida, o ensaio 
de  MTT foi realizado. Os dados representam as médias ± SD de três experimentos 
independentes, realizados em triplicata. * p < 0,05 indicam diferenças entre os meios. Os dados 
foram avaliados por ANOVA One-way seguido por Tukey. 

5.3. A cepa PPS6m apresentou diferença na porcentagem de formas 
promastigotas metacíclicas gerada durante  o cultivo nos meios  

As formas promastigotas em fase estacionária foram submetidas ao 

ensaio de aglutinação com BPL, após cultivo nos meios contendo os lotes de 

SBF. Os dados mostraram que para a cepa PPS6m, os parasitos cultivados no 

meio 1 proporcionaram maior porcentagem de metacíclicas em relação aos 

parasitos cultivados no meio 4. Na cepa CSA7c, independente do lote de SBF 

utilizado nos meios, não houve diferença na porcentagem de metacíclicas 

recuperadas (Figura 12).  
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Figura 12: Recuperação de formas promastigotas metacíclicas cultivadas em meio de 
Grace contendo diferentes lotes de Soro Bovino Fetal. Os gráficos representam a 
porcentagem de formas metacíclicas de L. (V.) braziliensis (PPS6m e CSA7c). Os parasitos 
foram cultivados em meio de Grace contendo diferentes lotes de soro bovino fetal durante 6 
dias e, em seguida, foram submetidas ao teste de aglutinação em lectina Bauhinia purpurea. A 
porcentagem formas promastigotas metacíclicas que foi coletada no sobrenadante foi 
determinada em relação ao total de parasitos. Os dados representam as médias ± SD de três 
experimentos independentes, realizados em triplicatas. * p < 0,05 indica diferença entre os 
meios. Os dados foram avaliados por ANOVA One-way seguido por Tukey. 

 

5.4. Parasitos em fase estacionária causam lesões semelhantes em 
camundongos BALB/c independente dos lotes de SBF presentes nas 
culturas   

Considerando que para a cepa PPS6m, os lotes de SBF 1 e 4, 

proporcionaram maior e menor porcentagem de metacíclicas, respectivamente, 

os parasitos cultivados nestes meio, foram utilizados para a infecção dos 

animais, tanto para PPS6m, quanto para CSA7c, buscando verificar se há 

interferência no tamanho das lesões provocadas pelos parasitos cultivados 

nestes diferentes meios.  

As lesões desenvolvidas nos camundongos BALB/c foram pequenas. 

Com a cepa PPS6m, a lesão começou a se desenvolver após a segunda 

semana de infecção (Figura 13), os resultados mostraram que os parasitos 

cultivados nos dois meios são capazes de provocar lesões semelhantes nos 

camundongos, mesmo o meio 4 proporcionando uma baixa porcentagem de 

promastigotas metacíclicas (Figura 12).  
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Figura 13: Lesão desencadeada em camundongos BALB/c infectados com parasitos 
PPS6m cultivados em meio de Grace contendo diferentes lotes de Soro Bovino Fetal. Os 
gráficos representam o tamanho da lesão de camungongos BALB/c infectados com formas 
promastigotas de L. (V.) braziliensis (PPS6m). Os parasitos foram cultivados em meio de Grace 
contendo diferentes lotes de soro bovino fetal durante 6 dias, em seguida, foram inoculados na 
pata esquerda dos camundongos. Os gráficos representam a diferença entre a pata infectada e 
a pata não infectada. Os dados representam as médias ± SD de dois experimentos com cinco 
animais por grupo. Os dados foram avaliados por ANOVA One-way seguido por Tukey.   

 Diferente do isolado PPS6m, com a cepa CSA7c, as lesões começaram 

a se desenvolver um pouco mais precocemente, logo após a primeira semana 

de infecção e assim como na cepa PPS6m, não houve diferença 

estatisticamente significativa  (Figura 14).  
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Figura 14: Lesão desencadeada em camundongos BALB/c infectados com parasitos 
CSA7c cultivados em meio de Grace contendo diferentes lotes de Soro Bovino Fetal. Os 
gráficos representam o tamanho da lesão de camungongos BALB/c, infectados com formas 
promastigotas de L. (V.) braziliensis (CSA7c). Os parasitos foram cultivados em meio de Grace 
contendo diferentes lotes de soro bovino fetal durante 6 dias, em seguida, foram inoculados na 
pata esquerda dos camundongos. Os gráficos representam a diferença entre a pata infectada e 
a pata não infectada. Os dados representam as médias ± SD de dois experimentos com cinco 
animais por grupo. Os dados foram avaliados por ANOVA One-way seguido por Tukey.   
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5.5. Meio de Grace completo, suplementenado com lote de SBF 4, possuí 
maior concentração de hemoglogina, sódio, colesterol, cloro e 
menor concentração de glicose   

Com o intuito de verificar se algum  componente específico presente nos 

lotes de SBF poderia explicar as diferenças encontradas nos experimentos 

anteriores, foram realizadas uma análise bioquímica de alguns constituintes 

dos soros utilizados (Tabela 2). Os resultados mostraram que o lote de SBF 

presente no meio de Grace 4, é constituído de uma maior concentração de 

hemoglobina, sódio, colesterol, cloro e menor concentração de glicose, em 

relação aos lotes dos outros meios. 

Tabela 2 : Quantificação bioquímica dos componentes presentes nos diferentes lotes de 
Soro Bovino Fetal.   

 

Os dados representam a quantidade de alguns constituintes presentes em cada soro bovino 
fetal, utilizado para a suplementação dos meios de Grace completo. As dosagens foram 
realizadas por meio de metodologias automatizadas, utilizando o princípio colorimétrico e/ou 
enzimático (equipamento ARCHITECT c8000, reagentes ABBOTT). A quantificação de 
hemoglobina foi realizada por meio de fotometria (equipamento XE-2100 – Roche, reagente 
Sulfolyser) em um único experimento independente. 

  SBF 1  SBF 2 SBF 3 SBF 4 SBF 5 

Hemoglobina  0,0  0,0 0,0 0,2 g/dL 0 

Albumina  2,1 
 g/dL 

 3.3 
 g/dL 

2,4 
 g/dL 

3.1 
 g/dL 

2.7 
 g/dL 

Cálcio  13,4 
mg/dL 

 14,1 
 mg/dL 

13,6 
 mg/dL 

13,9 
 mg/dL 

13,7 
 mg/dL 

Creatinina  3.4 
mg/dL 

 3.6 
 mg/dL 

2.8 
 mg/dL 

2.7 
 mg/dL 

3.6 
 mg/dL 

Ureia  34 
 mg/dL 

 34 
 mg/dL 

34 
 mg/dL 

37 
 mg/dL 

35 
 mg/dL 

Glicose  37  
mg/dL 

 34  
mg/dL 

49  
mg/dL 

15  
mg/dL 

33  
mg/dL 

Cloro  97 
mEq/L 

 102 
mEq/L 

101 
mEq/L 

106 
mEq/L 

101 
mEq/L 

Sódio  135 
mEq/L 

 142 
 mEq/L 

142 
 mEq/L 

145 
 mEq/L 

142 
 mEq/L 

Potássio  >10,0 
mEq/L 

 8,1 
mEq/L 

>10,0 
mEq/L 

>10,0 
mEq/L 

>10,0 
mEq/L 

Proteínas 
Totais 

 3,7 
 g/dL 

 4,2 
 g/dL 

4,0 
 g/dL 

4,2 
 g/dL 

4,1 
 g/dL 

Colesterol  33  
mg/dL 

 29  
mg/dL 

33  
mg/dL 

38  
mg/dL 

29  
mg/dL 
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6. DISCUSSÃO  

O acompanhamento da curva de crescimento é, de maneira geral, a 

forma mais comum de se observar se um lote de SBF é capaz de manter uma 

produção suficiente de parasitos para as pesquisas em laboratórios. Neste 

estudo, foi demonstrado que o acompanhamento da curva de crescimento após 

o primeiro repique pode induzir ao erro na escolha de um bom lote de SBF, já 

que as duas cepas utilizadas, se adaptaram bem e atingiram um crescimento 

que pode ser considerado satisfatório em relação ao meio de referência (Figura 

7). Pelo menos uma segunda passagem dos parasitos por meios de Grace 

contendo diferentes lotes de SBF é indispensável para discriminar qual meio é 

capaz de proporcionar o melhor crescimento dos parasitos e, principalmente, 

sustentar o crescimento após várias passagens (Figura 8). Para que parasitos 

do gênero Leishmania sejam mantidos em meios de cultura líquido contendo 

SBF, é indispensável que seja escolhido um lote de SBF que mantenha as 

características de crescimento e a capacidade de infecção dos parasitos após 

vários repiques (Bates 2007). Poucos trabalhos na literatura discutem como 

selecionar um bom lote de SBF para a manutenção destes parasitos. Vale 

ressaltar que, na maioria das vezes, a percepção de que um lote de SBF não é 

viável para o cultivo de leishmânias só acontece quando a quantidade de 

parasitos produzidos ou suas características começam a ser muito diferente do 

que se observava anteriormente no laboratório (Dorta et al. 2012). Isto indica 

que houve falha na seleção do lote de SBF para realização da cultura. 
 

Childs et al. (1978), realizou um estudo comparando curvas de 

crescimento de espécies de leishmânias do Novo Mundo, incluindo L. (V.) 

braziliensis, cultivadas em meios suplementados com SBF (Schneider, Grace e 

Mitsuhashi) com meios que necessitam da presença de sangue (Senekje, NNN 

e Tanabe). Neste trabalho, foi demonstrado que os meios suplementados com 

SBF propiciavam sucesso no cultivo dos parasitos. Além disto, foi ressaltado 

que é de extrema importância avaliar o crescimento dos parasitos ao longo do 

período de cultivo.  
 

Lemesre et al. (1988) utilizou o acompanhamento da curva de 

crescimento para comparar o crescimento de L. (L.) chagasi e L. (V.) 

braziliensis com o intuito de discriminar meios de cultivo. Ele utilizou os meios 
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LITR9, RPMI 1640 e GLSH, sendo que os dois últimos eram suplementados 

com SBF. Foi demonstrado que para L. (L.) chagasi todos os meios foram 

capazes de sustentar o crescimento, ao contrário de L. (V.) braziliensis em que 

os parasitos cultivados em meio RPMI 1640 não apresentaram um bom 

crescimento. Os autores demonstraram, ainda, que a concentração inicial de 

parasitos influenciou na curva de crescimento de ambos os isolados, sendo 

que os parasitos não conseguiram se multiplicar quando suas densidades 

iniciais foram baixas. Os resultados de Lemesre et al. (1988) sugerem que os 

parasitos necessitam de uma quantidade mínima de alguns metabólitos 

produzidos pelos mesmos, em meio de cultura. Para L. (V.) braziliensis os 

parasitos atingiam um bom crescimento quando a densidade inicial era igual ou 

superior a 5x10
5
 parasitos/mL, coincidindo com a densidade utilizada no 

presente estudo. 
 

Isolados de L. (V.) braziliensis oriundos de pacientes com LTA podem 

perder a capacidade de proliferação após alguns repiques. O mecanismo que 

causa este fenômeno ainda não é totalmente elucidado, porém um dos fatores 

que podem estar interferindo são as pequenas variações na capacidade destes 

isolados se adaptarem aos diferentes componentes presentes nos lotes de 

SBF (Dorta et al. 2012) 
 

Outra forma para avaliar a qualidade dos meios é avaliando o 

metabolismo dos parasitos. Nossos dados mostram que, como observado para 

a curva de crescimento, a simples transferência para meios contendo 

diferentes lotes de SBF (primeira passagem) não possibilita uma boa 

discriminação de um bom meio para cultivo de leishmânia baseado na análise 

do metabolismo pelo método do MTT. Entretanto, algumas diferenças no 

metabolismo foram observadas nos meios contendo os diferentes lotes. Estas 

diferenças não foram relacionadas com a concentração de proteína ou glicose 

nos soros, já que o meio 1, com menor quantidade de albumina, foi o que 

proporcionou melhor crescimento e o metabolismo neste meio foi igual ao do 

meio 5. O meio que possuía menos glicose, meio 4, proporcionou um 

metabolismo superior ao do meio 3, sendo que este último foi o que tinha mais 

glicose. Ressaltamos que o meio 5 não foi capaz de suportar o crescimento 

dos parasitos após a segunda passagem, como mostrado na curva de 

crescimento, porém este meio foi capaz de promover uma atividade metabólica 

igual ao do meio 1. 
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Não está claro porque as diferenças começam a ser melhor 

evidenciadas após o segundo repique. Um dos metabólitos que pode estar 

presente nas culturas dos parasitos é o metilglioxal. Foi demonstrado por 

Padmanabhan et al. (2005), em seu estudo com L. donovani, que o metilglioxal 

é um produto intermediário, formado durante o processo de glicólise, e 

catabolismo de aminoácidos, sendo um metabólito que possui atividade 

citotóxica sobre os parasitos. Em tripanossomatídeos, o metabolismo de 

carboidratos é essencial, e este processo ocorre em organelas específicas dos 

parasitos, chamadas glicossomas (Barrett et al. 1999; Moyersoen et al. 2004). 

Sendo assim, temos a hipótese de que este pode ser um exemplo de 

metabólito que pode estar inibindo o crescimento e o metabolismo dos 

parasitos do presente estudo. Outra possibilidade é que em um primeiro 

repique, a concentração e a ação destes inibidores possam não ter efeito 

suficiente para prejudicar significativamente o crescimento dos parasitos. 

Consequentemente, somente após dois ou três repiques é que os parasitos 

sofrem a ação destes inibidores, não sendo capazes de proliferar. 
 

Além de suportar o crescimento dos parasitos, um bom meio de cultura 

deve ser capaz de promover um bom rendimento de leishmânias metacíclicas 

(Bates 2007). Neste estudo observamos variações no rendimento de 

metacíclicas apenas no caso do isolado PPS6m sendo que este rendimento 

variou de 19,3% a 51,5%. da Silva Jr (2014) também utilizaram em seus 

estudos a técnica de aglutinação em BPL, na mesma concentração utilizada 

neste estudo, para a separação de formas metacíclicas da cepa PPS6m. Estes 

autores observaram que foram recuperados uma porcentagem de 

aproximadamente 75% parasitos na forma metacíclica, ou seja, uma 

porcentagem maior do que a encontrado no presente estudo. É possível que o 

SBF utilizado no trabalho da Silva Jr et al. (2014) proporcionasse este melhor 

rendimento. 
 

Além do SBF, diversas variações podem interferir na reprodutibilidade 

dos testes de aglutinação e, devem ser levados em consideração fatores como: 

a concentração das lectinas e dos parasitos, modo de preparo, velocidade de 

centrifugação, o tempo de incubação e o grau de pureza das lectinas utilizadas. 

Pinto-da-Silva et al. (2002) descreveram que dentre as 12 lectinas que foram 

testadas em seu estudo, a BPL é a lectina que possuí uma melhor aglutinação 



47 
 

das formas promastigotas para L. (V.) braziliensis, utilizando a concentração de 

32 g/mL da BPL, eles foram capazes de obter 50% de formas metacíclicas a 

partir de culturas em fase estacionária. Apesar de ter sido utilizado uma 

diferente concentração da BPL, a porcentagem foi semelhante à encontrada no 

presente estudo. Cunningham et al. (2001) descreveu outros fatores que ainda 

podem influenciar significativamente no desenvolvimento de formas 

promastigotas metacílicas, dentre eles devem ser levados em consideração à 

diferença entre as espécies, as condições de cultura como composição do 

meio, temperatura, fase da cultura (log ou estacionária) e a quantidade de 

parasitos. Os dados de Serafim et al. (2012) demonstraram em experimentos 

com L. amazonensis que em culturas estimuladas com CGS (antagonista do 

receptor de adenosina) apresentavam um maior número de formas 

metacíclicas após separação com gradiente de densidade de Ficoll, e que 

quando essas culturas tratadas com CGS eram incubadas com meio de Grace 

sem SBF ou nenhum outro suplemento, as leishmânias não eram capazes de 

recuperar a capacidade de proliferação comparada com as culturas em quer 

foram adicionadas diferentes concentrações de adenosina, onde elas 

recuperavam a capacidade de proliferar, nos permitindo concluir que a falta de 

alguns nutrientes como neste caso, a adenosina podem favorecer a 

metaciclogênese. 
 

Para a infecção dos camundongos, foram utilizados os parasitos em fase 

estacionária de cultura obtidos nos meios 1 e 4, pois para a cepa PPS6m, 

estes foram os meios que apresentaram o melhor e o pior rendimento de 

formas metacíclicas, respectivamente. Os dados da infecção nos mostraram 

que independente do lote de SBF os parasitos de ambas as cepas, 

conseguiram desencadear lesões semelhantes nas patas de camundongos 

BALB/c. Neste estudo verificou-se que a cepa CSA7c originada de paciente 

com LCL promoveu o aparecimento de uma lesão mais precocemente que o 

parasito PPS6m, sendo que esta última foi originada de paciente com LM. Isto 

pode ser atribuído ao fato de que parasitos oriundos de lesão LM possuem 

uma maior atividade enzimática para hidrolisar adenosina trifosfato (ATP), 

adenosina difosfato (ADP) e adenosina monofostato (AMP) comparados com 

os parasitos oriundos de uma LCL, sendo assim, este excesso de ADP pode 

retardar a capacidade dos parasitos da cepa PPS6m começar a desencadear 
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as lesões em camundongos (Leite et al. 2012). O tamanho das lesões 

provocadas pelos parasitos de ambas as cepas, foram de aproximadamente 

1mm de tamanho, após 5 semanas dados semelhantes aos descrito no 

trabalho de (Francesquini et al. 2014). 
 

Os resultados obtidos a partir das dosagens bioquímicas dos 

componentes presentes nos diferentes lotes de SBF, nos mostraram que todos 

os lotes possuem quantidades semelhantes de componentes bioquímicos, com 

exceção do lote de SBF 4, em que foi observado uma maior quantidade de 

hemoglobina e uma menor quantidade de glicose. O SBF age com uma fonte 

de minerais, aminoácidos, vitaminas e açúcares, grupamentos heme, ácido 

fólico, dentre outros e, além disso, ele pode contribuir para a manutenção do 

pH e da osmolaridade das culturas (Childs et al. 1978; Chang& Chang 1985; 

Kar 1997; Schuster& Sullivan 2002). O grupo prostético heme presente nas 

hemoglobinas é de importância vital para os parasitos, pois está envolvido em 

vários processos metabólicos (Kelly et al. 2003), sendo assim, apesar do meio 

4 possuir este metabólito, ele não proporciona um bom crescimento e atividade 

metabólica para os parasitos. Em contrapartida, este meio apresenta baixa 

concentração de glicose. Estudos anteriores descreveram que parasitos da 

família Trypanosomatidae, consomem glicose como fonte de energia, e esse 

consumo gera a produção de intermediários oxidados e ácidos orgânicos, e 

estes por sua vez, favorecerem a queda do pH das culturas favorecendo a 

metaciclogênese dos parasitos (Bates& Tetley 1993; Van Hellemond et al. 

1998), portanto este fenômeno pode estar acontecendo com os parasitos 

cultivados no meio 4, onde a baixa concentração de glicose, pode estar 

favorecendo a geração destes produtos e a indução precoce da 

metaciclogênese, e ainda prejudicando a proliferação dos mesmos. 
 
Outros componentes dos meios de cultura também são essenciais para 

sustentar o crescimento dos parasitos. Os dados de Nino & Camacho (2005) 

mostraram que L. (V.) braziliensis possuía um menor crescimento em meio 

Schneider comparado com o meio TC-100. Estes autores demonstraram que 

esta deficiência estava relacionada com a ausência do ácido fólico no meio 

Schneider, pois quando este foi adicionado, houve um aumento da taxa de 

replicação dos parasitos, favorecendo o crescimento em cultura. Algumas 

funções importantes exercidas pelos parasitos devem ser levadas em 



49 
 

consideração para que os mesmos sejam capazes de serem mantidos em 

cultura com intensa capacidade de proliferação, dentre estes fatores estão, por 

exemplo: a capacidade dos parasitos em sintetizar poliaminas (Burchmore & 

Barrett 2001), a presença de enzimas do tipo quinases ciclina-dependentes 

(CDKs), presentes em promastigoas em estágios proliferativo e metacíclico 

(Naula et al. 2005), caseína quinases, piruvato fosfato diquinase, adenosina 

quinase, cisteína proteinases, dentre outras (Barrett et al. 1999). 
 

Portanto, o presente estudo nos mostra que é de extrema importância à 

utilização de métodos para selecionar lotes de SBF, uma vez que estes podem 

gerar ou faltar componentes que influenciam nas características dos parasitos 

em estudo, e ainda deve ser levado em consideração que para que seja 

selecionado um bom lote de SBF, é necessário que seja realizado pelo menos 

duas passagens dos parasitos em cultura nos meios contendo os lotes de SBF 

teste, uma vez que uma única passagem pode induzir a seleção de um lote de 

SBF ruim. Em contraste, os lotes de SBF que não são capazes de proporcionar 

a proliferação dos parasitos, são capazes de proporcionar formas 

promastigotas metacíclicas com capacidade de infecção em camundongos. 
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7. CONCLUSÕES  

7.1. Por meio da curva de crescimento é possível definir um bom lote de SBF 

para manutenção de leishmânias somente após a segunda passagem 

dos parasitos em cultura, porém mais passagens podem ser necessárias 

para uma melhor seleção.  

 
 
 
7.2. A análise da atividade metabólica pelo método de MTT não seleciona 

bons lotes de SBF para o cultivo de leishmânias, já que lotes ruins 

possibilitaram atividades metabólicas semelhantes ao lote bom.  

 
 
 
7.3. A porcentagem de leishmânias metacíclicas obtidas é independente da 

qualidade de SBF e do número de parasitos presente no final da fase 

estacionária de cultura.  

 
 
 
7.4. A capacidade dos parasitos de infectar camundongos independe da 

qualidade de SBF e do número de parasitos presente no final da fase 

estacionária de cultura. Quando as leishmânias atingem a fase 

estacionária, elas são capazes de induzir lesões semelhantes em 

camundongos, independente do lote de SBF.  

 
 
 
7.5. As modificações observadas no comportamento dos parasitos nos 

diferentes meios não foi devida às diferenças encontradas nos 

constituíntes do SBF analisados neste estudo, embora as concentrações 

de glicose e hemoglobina possam ter interferido com os resultados do lote 

de SBF 4. 
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