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RESUMO 
 
Leishmaniose é uma doença negligenciada e endêmica no Brasil, especialmente na 

região Nordeste, sendo causada por cerca de 20 espécies do protozoário Leishmania. O 

diagnóstico abrange aspectos epidemiológicos, clínicos e laboratoriais. Apesar de existir 

várias técnicas diagnósticas que podem ser utilizadas, nenhum dos testes disponíveis 

apresenta 100% de sensibilidade e especificidade. Baseado nisto, este trabalho se propôs 

a validar três peptídeos recombinantes miméticos (LC1, LC2 e LT) obtidos por Phage 

display, para o desenvolvimento de um diagnóstico imunológico rápido, específico, 

sensível e de baixo custo. Foram utilizados soros para detecção de IgG em 223 

indivíduos, sendo 123 com leishmaniose visceral (LV), 45 com leishmaniose 

tegumentar (LT) e 55 com coinfecção LV-HIV. Para testes de reação cruzada, foram 

utilizadas amostras de pacientes com Doença de Chagas (n = 60) e com Malária (n = 

65) e, como grupo controle, foram utilizados soros de 75 de recém-nascidos. Os 

peptídeos também foram testados em amostras de saliva de 65 pacientes com LV e 40 

pacientes com LT, tendo como grupo controle 35 indivíduos saudáveis de área 

endêmica. Foram realizados também testes diagnósticos utilizando os peptídeos 

miméticos LC1 e LC2 em soro de 15 indivíduos assintomáticos; 13 indivíduos curados 

e 15 indivíduos sadios. Com a finalidade vacinal, macrófagos murinos C57BL/6 foram 

tratados in vitro com peptídeos LC1, LC2 e LT (0,6μM; 1,25μM; 2,5μM; 5μM; 10μM) 

e infectados com L. infantum chagasi e L. amazonensis para ensaio de invasão e 

multiplicação. Foram também realizados ensaios para testar o potencial protetor do 

peptídeo mimético em camundongos infectados por L. amazonensis. Para tanto, os 

animais foram imunizados e avaliada a carga parasitária, expressão de citocinas, 

tamanho da lesão, e análise protéica de ligantes. Os ensaios imunoenzimáticos 

mostraram que tanto soro quanto saliva dos pacientes apresentaram diferença altamente 

significativa (p < 0,0001) em relação a seus controles, apresentando sensibilidade de 

100% e especificidade de 100% para todos os peptídeos, tanto em soro quanto em 

saliva. Os peptídeos foram capazes de detectar infecção em indivíduos assintomáticos e 

não apresentaram reação cruzada com Doença de Chagas e Malária, bem como a 

coinfecção com HIV não interfere na reatividade com os anticorpos para L. infantum 

chagasi, sendo, portanto, uma promissora ferramenta para monitoramento da infecção 

em regiões endêmicas. Os ensaios com macrófagos mostraram uma redução altamente 

significativa no número de células infectadas e do número de parasitas internalizados. 
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Observou-se maior redução de parasitas com o aumento da concentração dos peptídeos. 

Foi observado que a imunização de camundongos foi capaz de induzir níveis elevados 

de IFN-Ȗ, IL-12 e GM-CSF, enquanto os níveis de IL-4 e IL-10 foram reduzidos. Além 

disso, os animais imunizados apresentaram uma redução da carga parasitária em todos 

os órgãos (baço, linfonodo, fígado e medula óssea), uma diminuição da lesão da pata na 

qual os parasitas foram inoculados e fosforilação das proteínas ERK1/2, JNK e 

p65/RelA. O ensaio Western Blot identificou duas proteínas de L. amazonensis (42 kDa) 

e duas para Leishmania infantum chagasi (26 kDa). Assim, os resultados demonstram 

que os peptídeos sintéticos mimetizam antígenos de L. amazonensis e L. infantum 

chagasi, revelando-se bons marcadores para diagnóstico imunológico de uso rápido, 

simples e, principalmente, com alta sensibilidade e especificidade. Finalmente, os dados 

em macrófagos murinos in vitro e in vivo abrem perspectivas para o uso desses 

peptídeos como ferramenta vacinal.  

 

Palavras-chaves: Peptídeos miméticos. Diagnóstico. Vacina. Leishmaniose. 
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ABSTRACT 
 

Leishmaniasis is a neglected and endemic disease in Brazil, especially in the Northeast, 

caused by over 20 species of the Leishmania protozoan. Diagnosis includes 

epidemiological, clinical, and laboratory aspects. Despite the existence of various 

diagnostic techniques that can be used, none has 100% sensitivity and specificity. 

Hence, this study aimed to validate three recombinant mimetic peptides (LC1, LC2, and 

LT) obtained by Phage display, for the development of a specific, sensitive, rapid low-

cost immunological diagnosis. Sera for detection of IgG from 223 individuals were used 

(123 with visceral leishmaniasis (VL), 45 with cutaneous leishmaniasis (CL) and 55 

with LV-HIV coinfection). For cross-reaction tests, we used samples of patients with 

Chagas' disease (n = 60) and Malaria (n=65), and control group (n= 75 sera from 

newborns). The peptides were also tested in saliva from patients with LV (n = 65), with 

LT (n = 40), and healthy individuals from an endemic area were used as control (n =35). 

Diagnostic tests using the mimetic LC1 and LC2 peptides were carried out in serum of 

15 asymptomatic subjects; 13 healed individuals and 15 healthy subjects. To test the 

ability of the mimetic peptides to improve the immune response against Leishmania, 

murine macrophages C57BL/6 were treated in vitro with peptides LC1, LC2, and LT 

(0,6μM; 1,β5μM; β,5μM; 5μM, 10μM) and infected with L. infantum chagasi and L. 

amazonensis for invasion and multiplication assays. We also evaluated the potential 

protective action of mimetic peptide in mice infected with L. amazonensis. Therefore, 

animals were immunized and the parasite load, expression of cytokines, lesion size, and 

protein analysis binders were evaluated. The immunoassays showed that both serum 

and saliva of the patients exhibited a highly significant difference (p < 0.0001) 

compared to their controls, with 100% sensitivity and 100%specificity. Peptides were 

able to detect infection in asymptomatic subjects and showed no cross-reactivity to 

either Chagas’ disease or malaria, as well as co-infection LV-HIV did not interfere with 

responsiveness to LV antibodies, therefore being a promising tool for monitoring 

regions where these diseases occur. Tests using macrophages showed a highly 

significant reduction in the number of infected cells and of internalized parasites. A 

further reduction of parasites with increasing concentration of peptide was observed. 

Furthermore, it was observed that immunization of mice was able to induce high levels 

of IFN-Ȗ, IL-12, GM-CSF and IL-10, while IL-4 did not change compared to the 

control. Additionally, immunized animals showed a reduction in parasitic load in all 
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organs (spleen, lymph node, liver, and bone marrow), a decrease in paw lesion in which 

parasites were inoculated and phosphorylation of ERK1/2, JNK and p65/RelA. Western 

Blot assay identified two proteins to L. amazonensis (42 KDa) and two to Leishmania 

infantum chagasi (26 KDa). Thus, our results demonstrate that mimetic peptides act as 

antigens of L. infantum chagasi and L. amazonensis, being good immune markers for a 

simple and fast diagnosis with high sensitivity and specificity. Finally, data in murine 

macrophages in vitro and in vivo open perspectives for their use as a vaccine tool. 

 

 

Keywords: Mimetic peptides. Diagnosis. Vaccine. Leishmaniasis. 
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1. INTRODUÇÃO 

As leishmanioses são infecções crônicas, não contagiosas, causadas por 

protozoários da família Trypanosomatidae, do gênero Leishmania e são transmitidas de 

animais infectados para o homem através da picada de flebotomíneos (Lutzomya) 

fêmeas infectadas. Apresentam um conjunto de sinais clínicos que comprometem pele, 

mucosas e vísceras e possuem alta letalidade quando não tratadas (CHAPPIUS et al., 

2007; KAYE E SCOTT, 2011). 

A pele é a porta de entrada da infecção, pela qual o vetor inocula, no momento 

do repasto sanguíneo, as formas infectantes da Leishmania. O parasito possui ciclo 

heteroxênico, apresentando formas promastigotas flageladas extracelulares e formas 

amastigotas intracelulares obrigatórias, sendo essas últimas responsáveis por todas as 

manifestações clínicas da doença (BAÑULS et al., 2007; LEIFSO et al., 2007; READY, 

2010). 

No gênero Leishmania encontram-se aproximadamente 30 espécies, das quais 

cerca de 20 causam doenças em humanos (READY, 2013). Segundo Pace (2014), as 

espécies de Leishmania nas Américas pertencem a dois subgêneros, de acordo com seu 

desenvolvimento no vetor: Viannia (aderem-se pelo flagelo às paredes do piloro e íleo) 

e Leishmania (apresentam desenvolvimento limitado ao estômago do vetor). No Brasil 

são reconhecidas pelo menos sete espécies de Leishmania responsáveis por doença 

humana, sendo a forma tegumentar ou cutânea causada principalmente por L.(V.) 

braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis e, mais raramente, por L. (V.) 

lainsoni, L. (V.) naiffi e L. (V.) shawi, enquanto L. (L.) infantum chagasi é responsável 

pela doença visceral. Cada espécie apresenta particularidades concernentes às 

manifestações clínicas, aos vetores, reservatórios, padrões epidemiológicos, distribuição 

geográfica e à resposta terapêutica (GOMES-SILVA et al., 2008; GONZÁLEZ et al., 

2009; MARCILI et al., 2014). 

A leishmaniose tegumentar (LT) tem ampla distribuição mundial e permanece 

endêmica em vastas áreas da América Latina. Segundo a Organização Mundial de 

Saúde (OMS), 90% dos casos notificados ocorreram em seis países: Afeganistão, 

Arábia Saudita, Brasil, Irã, Peru e Síria. Estima-se 1,5 milhões de novos casos ocorrem 

a cada ano em todo mundo (WHO, 2013). 
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A leishmaniose tegumentar americana (LTA) ocorre nas Américas desde o Sul 

dos Estados Unidos até o norte da Argentina, com exceção do Chile e Uruguai (WHO, 

2013). No Brasil há um franco crescimento da endemia, tanto em magnitude quanto em 

expansão geográfica, com surtos epidêmicos em todas as regiões brasileiras, ocorrendo 

com maior freqüência no grupo populacional maior de 10 anos de idade, representando 

90% dos casos (BRASIL, 2014).   

A leishmaniose visceral (LV) tem sido relatada em mais de 98 países e 

territórios. Estima-se que aproximadamente 0,2 a 0,4 milhões de casos novos ocorrem a 

cada ano em todo o mundo, de modo que mais de 90% dos casos globais ocorrem em 

seis países: Bangladesh, Brasil, Etiópia, Índia, Sudão do Sul e Sudão (WHO, 2013). 

No Brasil, a região Nordeste atualmente é responsável pela grande maioria dos 

casos de leishmaniose visceral, sendo que os estados da Bahia, Ceará, Maranhão e Piauí 

detêm a maioria absoluta dos casos humanos da doença no país. Na ilha de São Luís, 

casos de têm sido relatados desde a década de 1980. Atualmente, a doença se constitui 

em um dos maiores problemas de saúde pública da região, dada a freqüência com que 

vem acontecendo, sendo o grupo populacional que mais acomete é os menores de 10 

anos de idade (BRASIL, 2014). 

Segundo Chappuis et al. (2007), para haver estratégias de controle das 

leishmanioses, é necessário que haja um diagnóstico precoce baseado na pesquisa 

parasitológica e imunológica e, frequentemente, uma associação destes elementos, 

monitoramento dos hospedeiros e avaliação dos vetores, uma vez que o diagnóstico não 

pode ser baseado somente nos sintomas clínicos, pois esta doença compartilha sintomas 

com outras doenças, como malária, febre tifóide e tuberculose, que ocorrem comumente 

na mesma área geográfica. Além disso, o número de pessoas infectadas assintomáticas é 

mais alto que o número de pessoas infectadas que apresentam a doença. Assim é 

importante saber como as pessoas infectadas vão desenvolver a doença e como elas 

podem ser diagnosticadas antes de apresentarem as manifestações clínicas (FAKHAR et 

al., 2008, HIDE et al., 2013). 

 Vários métodos diagnósticos têm sido propostos, porém nenhum deles apresenta 

100% de sensibilidade. O diagnóstico atual ainda é deficiente, baseado em antígenos 

totais ou em antígenos específicos purificados. Por essa razão alguns trabalhos têm 

buscado testes mais sensíveis e específicos (ELMAHALLAWY et al., 2014; REITER-

OWONA et al., 2015), porém não existe ainda um diagnóstico ouro para as 



29 

 

leishmanioses). Assim, este trabalho tem como objetivo investigar peptídeos miméticos 

com potencial uso diagnóstico e vacinal para leishmaniose visceral e tegumentar. 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Leishmanioses: agentes etiológicos, vetores e transmissão 

As leishmanioses são um conjunto de doenças zoonóticas e enzoóticas causadas 

por protozoários do gênero Leishmania spp. pertencentes à família Trypanosomatidae 

(KAYE E SCOTT, 2011). De modo geral, de acordo com as manifestações clínicas, as 

leishmanioses se dividem em tegumentar, na qual há sinais clínicos na pele e mucosas, e 

visceral, conhecida também como calazar, na qual são afetados os órgãos internos, 

como fígado e baço, causando esplenomegalia e hepatomegalia (MANSUETO et al., 

2014). 

O gênero Leishmania engloba mais de 30 grupos taxonômicos, dos quais cerca 

de 20 são infectantes para humanos. São descritas 80 espécies ou sub-espécies de 

flebotomíneos como vetores de Leishmania (GONZÁLEZ et al., 2009). Nas Américas 

as espécies de Leishmania pertencem a dois subgêneros: Viannia e Leishmania, os quais 

subdividem-se em várias espécies. No Brasil as que estão relacionadas com a 

leishmamiose tegumentar são L.(V.) braziliensis – causa lesões cutâneas e/ou mucosas, 

geralmente agressivas; L. (V.) guyanensis – causa predominantemente lesões cutâneas, e 

L. (L.) amazonensis que causa lesões cutâneas, sendo menos severa e tendo cura 

espontânea e, L. (L.) infantum chagasi que causa a doença visceral, forma mais 

agressiva da doença (CHAPPUIS et al., 2007; GOTO E LINDOSO, 2010, LAINSON, 

2010). 

A leishmania em seu ciclo de desenvolvimento possui duas formas evolutivas: 

amastigota, que não possui flagelo externalizado e é encontrada nos tecidos dos 

vertebrados, tais como linfonodos, fígado, baço e medula óssea, e, a forma promastigota 

flagelada, que é encontrada no tubo digestivo do inseto vetor (MOUGNEAU, 2011). 

A transmissão ocorre através da picada de várias espécies de insetos 

hematófagos denominados flebotomíneos, pertencentes ao gênero Phlebotomus, 

encontradas no Velho Mundo, e as do gênero Lutzomyia, nas Américas, as quais 

transmitem patógenos de animais domésticos e/ou silvestres para humanos, 

respectivamente, especialmente em regiões tropicais e subtropicais, através do repasto 

sanguíneo (OLIVEIRA et al., 2010).  
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Os flebotomíneos são conhecidos popularmente como mosquito-palha, birigui e 

tatuquira. São de pequeno porte, 1 a 3 mm de comprimento, corpo e patas cobertas de 

cerdas, mantêm asas em posição vertical quando em repouso, possuem atividade 

noturna predominante e suas populações variam de forma sazonal, apresentando 

elevação da densidade nos meses mais quentes e úmidos (KAYE E SCOTT, 2011).  

O inseto ao se alimentar do sangue de um mamífero infectado, ingere 

macrófagos contendo o parasita na forma amastigota (Figura 1). Durante a digestão do 

sangue, as formas amastigostas iniciam sua diferenciação para a forma promastigota 

procíclica, capaz de se dividir e não é infectante. Nesta forma, o parasita ataca o epitélio 

intestinal prendendo-se a ele. Em seguida, passa por um processo chamado 

metaciclogênese, convertendo-se para a forma promastigota metacíclica infectante, 

incapaz de se dividir. 

A interação da forma promastigota metacíclica de Leishmania com a célula 

fagocítica ocorre devido a alterações nos seus constituintes da membrana, gerando um 

denso glicocálix composto por várias moléculas ligadas a uma âncora de 

glicofosfoinositol (GPI), sendo o lipofosfoglicano (LPG) a molécula mais abundante 

que desempenha um papel importante no momento da adesão do parasita ao intestino do 

vetor, além de ser um dos principais fatores de virulência (KAYE E SCOTT, 2011). 

Os parasitas se destacam das células intestinais e migram para o aparelho bucal 

do inseto. Durante o repasto sanguíneo, as formas metacíclicas são inoculadas na pele 

juntamente com a saliva do vetor. A saliva é necessária para o processo de infecção, 

pois auxilia na modulação da reposta imunológica local, bem como na localização dos 

vasos sanguíneos e na vasodilatação (RAMALHO-ORTIGAO et al., 2010). Após o 

repasto sanguíneo realizado pelo vetor, as promastigotas metacíclicas são reconhecidas 

na pele por células do sistema fagocitário mononuclear e passam, então, para o meio 

intracelular formando um vacúolo parasitóforo com lisossomos, onde por influência de 

enzimas, alterações de pH e temperatura sofrem modificações morfológicas adquirindo 

a forma de amastigota (DANTAS-TORRES et al., 2012; MONTALVO et al., 2012).  

A forma amastigota sobrevive dentro dos compartimentos lisossomais ácidos 

formados no macrófago e possui inúmeras estratégias para invadir e escapar do sistema 

de defesa celular. Dessa maneira, o amastigota é capaz de se multiplicar no interior das 

células fagocíticas até a sua ruptura, passando a infectar outros macrófagos e outras 

células do sistema imune, além de infectar novos vetores quando presentes no mesmo 
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habitat do hospedeiro infectado (BAILEY E LOCKWOOD, 2007; KAYE E SCOTT, 

2011). 

 

Figura 1. Ciclo evolutivo do parasita Leishmania spp.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Kaye e Scott (2011). 

 

A probabilidade de transmissão da doença depende das condições de exposição 

dos humanos e de animais aos flebotomíneos (GUERRA et al., 2006). O desmatamento 

e a urbanização são exemplos de alterações que são seguidas por mudanças, 

principalmente, em reservatórios e na população dos insetos vetores (PINHEIRO et 

al., 2010; SILVA et al., 2007). Assim, a distribuição geográfica da doença possui 

íntima relação com movimentos populacionais, disponibilidade de reservatórios, 

modificações ambientais, baixa condição econômica e distribuição geográfica do vetor 

(ABRANTES E SILVEIRA, 2009; DANTAS-TORRES, 2006; COSTA, 2011). 
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2.2 Epidemiologia 

As leishmanioses afetam principalmente as pessoas dos continentes africano, 

asiático e da América Latina. Segundo o último relatório da Organização Mundial da 

Saúde de 2015, a leishmaniose é endêmica em 98 países e territórios. Estima-se que haja 

350 milhões de pessoas em risco e cerca de 2 milhões de novos casos ocorrem 

anualmente, sendo 1,5 milhões de leishmaniose tegumentar e 500 mil de leishmaniose 

visceral. Este quadro provoca mais de 50 mil mortes por ano. Países como Afeganistão, 

Bangladesh, Bolívia, Brasil e Índia abrangem noventa por cento de todos os casos de 

leishmanioses, sendo o Brasil o segundo país de maior prevalência (WHO, 2015). 

No Brasil, o Ministério da Saúde (2014) aponta a leishmaniose tegumentar como 

uma das afecções dermatológicas que merece mais atenção devido sua magnitude, risco 

de ocorrências de deformidades, ampla distribuição, com registros de casos em todas as 

regiões brasileiras. A partir da década de 80, verificou-se aumento no número de casos 

registrados, variando de 3.000 (1980) a 25.748 (1995). No período de 1991 a 2010, 

verifica-se uma média anual de 27.374 casos registrados (16,4 casos/ 100.000 

habitantes), com maior densidade de casos nos estados do Pará, Maranhão e Tocantis, 

apresentando 13.501 casos. Ao longo desse período, observou-se uma tendência no 

crescimento da endemia, registrando os coeficientes mais elevados nos anos de 1994 e 

1995, quando atingiram níveis de 22,83 e 22,94 casos por 100.000 habitantes. 

A leishmaniose visceral, no período de 1990 a 2010 apresentou 3.553 casos 

registrados, com incidência de 1,88 casos por 100.000 habitantes. A maior concentração 

de casos foi observada na região Nordeste, com registro de 1.662 casos, que, se  não 

tratados, podem evoluir para óbito em 90% dos casos (BRASIL, 2014). Nesse contexto, 

tem sido observado um crescimento da endemia, tanto em magnitude quanto em 

expansão geográfica, com surtos epidêmicos nas regiões Sul, Sudeste, Centro-Oeste, 

Nordeste e, mais recentemente, na Região Norte. Nas áreas de colonização recente, a 

expansão está associada à derrubada de matas para construção de estradas, novos 

núcleos populacionais e ampliação de atividades agrícolas, sendo mais comum na 

Amazônia Centro-Oeste, onde atinge principalmente a população migrante e os 

indígenas (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014; QUARESMA, 2011). 

No estado do Maranhão, no período de 2001 a 2010, houve registro da maior 

ocorrência de leishmanioses da região nordeste, tendo sido notificados 417 novos casos 
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de leishmaniose tegumentar e 335 casos de leishmaniose visceral para cada 100.00 

habitantes (BRASIL, 2014). 

A LV é a forma clínica das leishmanioses mais associada ao HIV. A coinfecção 

Leishmania- HIV tem sido considerada como doença emergente em várias regiões do 

mundo em função da superposição geográfica das duas infecções, em conseqüência da 

urbanização das leishmanioses e da ruralização da infecção por HIV (COTA et al., 

2014, WHO 2015). 

O primeiro caso de coinfecção LV-HIV foi descrito em 1985, no sul da Europa 

e, atualmente, há registro de sua presença em 35 países. Atualmente, tem sido 

considerada na Europa, como um problema de saúde pública no qual a proporção de 

indivíduos com LV e infectados pelo HIV chega a 77% (RABELLO et al., 2003; COTA 

et al., 2014). 

No Brasil, o primeiro caso de coinfecção LV-HIV foi descrito em 1987, com 

aumento progressivo de casos nos anos seguintes. As regiões com maior percentual de 

casos de coinfecção foram o Nordeste e o Sudeste, onde justamente predominam, 

respectivamente, os casos de LV e HIV. Estima-se que 10% dos portadores de HIV 

apresentem infecção assintomática por Leishmania sp. e, destes, 2% a 9% dos co-

infectados desenvolverão LV clinicamente (SOUSA-GOMES et al., 2011). 

No Maranhão foram documentados 31 casos de coinfecção LV-HIV no período 

de 2000 a 2005. Os dados do Estado são preocupantes tanto em relação à LV quanto à 

infecção pelo HIV. A LV foi registrada em 54,8% dos municípios maranhenses e casos 

de AIDS em 64,1% (MARANHÃO, 2009). 

A razão da expansão das leishmanioses dos últimos anos é multifatorial. Entre 

seus fatores, aspectos sociais e ambientais relacionam-se à ocorrência e urbanização das 

leishmanioses (WHO, 2015). Os rápidos movimentos e migração intensa da população 

rural para a periferia urbana, ligada à pobreza, à precariedade das habitações com 

condições domésticas e peridomésticas sanitárias (por exemplo, falta de gestão de 

resíduos, esgotos abertos) favorecem os reservatórios silvestres e domésticos para áreas 

até então sem transmissão de leishmaniose e contribuem, dessa forma, para a 

manutenção do ciclo da doença. Além disso, o estado nutricional deficiente aumenta a 

probabilidade e progressão da infecção, bem como o estado de imunossupressão 

decorrente da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS) e de outras patologias 

(KAYE E SCOTT, 2011; PACE, 2014; WHO, 2015). 
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As alterações ambientais antropogênicas como a degradação da cobertura 

vegetal, a construção de barragens, exploração da madeira e minério promovem 

alterações microecológicas que afetam o vetor, o parasita e o hospedeiro reservatório, 

assim como o próprio processo de urbanização de médias e pequenas cidades que 

acabam por domesticar o ciclo de transmissão da leishmaniose (MAIA-ELKHOURY et 

al., 2008). 

Podem também ocorrer surtos epidêmicos sazonais em áreas com pequenos 

focos residuais de mata primária, onde o homem costuma desenvolver atividades 

ligadas à agricultura, assim, a infecção apresenta ciclos sazonais quando a densidade 

populacional do flebotomíneo está elevada (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2007; 

QUARESMA, 2011). 

 

2.3 Imunologia das Leishmanioses 

O hospedeiro imunocompetente é capaz de ativar a resposta inflamatória inata e 

adquirida que irão estabelecer o grau de expressão da doença. Os neutrófilos 

desempenham um importante papel nos momentos iniciais da infecção por Leishmania, 

pois são as primeiras células que capturam os parasitos no sítio de infecção e atuam 

como pontes entre a Leishmania e sua célula hospedeira final, o macrófago (PETERS E 

SACKS, 2009). 

Os macrófagos são ativados pelos linfócitos T auxiliares (helper), mas há um 

reconhecimento inicial do parasito por meio de receptores presentes na membrana do 

macrófago e ligantes específicos de promastigota de Leishmania, principalmente, 

glicoproteína de 63 KDa (GP63), lipofosfoglicano (LPG) e receptores de fosfatidilserina 

(TRIPATHI E GUPTA, 2003; ROBINSON, 2004; TANAKA et al., 2007). 

A gp63 é uma metaloproteinase, que é distribuída de forma abundante na 

superfície de promastigotas, atuando como importante fator de virulência durante a 

interação com a célula hospedeira e também, com o sistema complemento, diretamente 

sobre a proteína C3, inibindo a cascata imunológica.  Em amastigotas, a GP63 está 

presente em menor quantidade e degrada enzimas lisossomais por apresentar ótima 

atividade em meio ácido (HANDMAN E BULLEN, 2002; RODRÍGUEZ, 2003; 

JOSHI, 2002; CUNNINGHAM et al., 2002).  

 O LPG é um glicolipídio expresso na superfície de membrana dos parasitos, e 

também determinante de virulência. Confere resistência a Leishmania à ação lítica do 
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complemento e, dependendo da espécie, contribui para o estabelecimento da infecção 

dentro macrófago, criando condições propicias para a diferenciação de promastigotas 

em amastigotas (HANDMAN E BULLEN, 2002; RASMUSSON E DESCOTEAUX, 

2004). 

Após a entrada do parasito no macrófago, o LPG é capaz de inserir-se na 

bicamada lipídica fazendo com que haja uma desestruturação da membrana culminando 

com a inibição da formação do complexo NADPH oxidase (DERMINE et al., 2005; 

LODGE et al., 2006). 

A NAPDH oxidase é um complexo enzimático com subunidades distribuídas 

pela membrana plasmática e pelo citosol que, após a ativação celular, se unem e formam 

um complexo capaz de reduzir o oxigênio (O2) em ânios superóxidos (O2 
-) (VAN 

ASSCHE et al., 2011).  

Posteriormente, os O2
– são convertidos em peróxido de hidrogênio (H2O2) 

espontaneamente ou por meio da enzima superóxido dismutase (SOD). Além das 

espécies reativas de oxigênio, os macrófagos também produzem alguns radicais 

intermediários, principalmente óxido nítrico (NO), através da ativação da enzima óxido 

nítrico sintetase induzida (iNOS). A iNOS é uma enzima que converge a arginina em 

NO e L-citrulina quando a célula hospedeira é ativada. A expressão da iNOS é ausente 

em macrófagos residentes, sendo ativada, principalmente por lipopossacarídeo (LPS) e 

interferon-gama (IFN-Ȗ). Esse processo de produção de radicais (ROS, O2 
-H2O2, NO, 

OH-) é chamado de “burst oxidativo” que auxiliará no combate ao parasita e defesa do 

organismo (VAN ASSCHE et al., 2011; FARIAS et al., 2013; SARDAR  et al., 2013; 

FILARDY et al., 2014; OLEKHNOVITCH et al., 2014; OLEKHNOVITCH E BUSSO, 

2015). 

A fosfatidilserina é um fosfolipídeo presente na membrana plasmática das 

formas promastigotas possui alta especificidade com receptores na superfície de 

macrófagos. É encontrada externalizada na superfície de células apoptóticas 

estimulando a atividade fagocítica do macrófago, porém inibindo sua reação 

inflamatória (WANDERLEY et al., 2006). Desta forma, a entrada do parasito por 

receptores de células apoptóticas do hospedeiro favorece a inibição da ativação da 

resposta microbicida, o que pode ser o fator crítico para a sobrevivência de 

promastigotas em fagócitos (NADERER E MCCONVILLE, 2008). 
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As formas promastigotas ao serem aderidas à superfície celular dos macrófagos 

são fagocitadas formando um fagolisossomo, dando origem ao vacúolo parasitóforo 

(PETERS E SACKS, 2009). No interior do vacúolo parasitóforo ou fagolisossomo, a 

fim de evitar a sua degradação, estabelecem condições favoráveis para a sua 

proliferação e diferenciação das formas promastigotas em amastigotas 

(CUNNINGHAM, 2002). 

A resposta imunológica do hospedeiro vertebrado envolve um complexo sistema 

com células apresentadoras de antígenos (APCs), células T CD4+ e liberação de 

citocinas pró-inflamatórias e antiinflamatórias, como interleucina-12 (IL-12), IFN-Ȗ e 

fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α). Esta resposta Th1 previne a manifestação das 

doenças após um estado latente e o estabelecimento da fase crônica (STOBIE et al., 

2000).  

As células T CD8+ apresentam importante papel por produzirem IFN-Ȗ e 

promoverem o maior desenvolvimento de células T CD4+ auxiliando na cura da doença 

(STOBIE, 2000; MURRAY, 2005). 

Ao longo do estabelecimento da leishmaniose também são produzidas citocinas 

reguladoras que agem balanceando a resposta imunológica como interleucina - 4 (IL-4), 

interleucina -10 (IL-10) e interleucina -13 (IL-13), todas associadas com a resposta do 

tipo 2 (Th2), capazes de interferir na resposta Th1, inibindo macrófagos e, assim, 

favorecendo a infecção (MURRAY et al., 2002). 

Infecções por Leishmania são caracterizadas pelo surgimento de anticorpos anti-

Leishmania no soro. Em humanos, relevou elevados níveis de imunoglobulinas IgG, 

IgM, IgE e subclasses de IgG no curso da doença. IgG falha na proteção contra o 

patógeno para a progressão da doença (ATTA et al., 2004; MILES et al., 2005). Durante 

a fase ativa da doença há elevado nível de anticorpos e a consecutiva queda após o 

tratamento e cura (SHARMA E SINGH, 2009). 

 

2.4  Diagnóstico 

O diagnóstico das leishmanioses abrange aspectos epidemiológicos, clínicos e 

laboratoriais. Geralmente a associação de alguns desses elementos é necessária para que 

o diagnóstico seja estabelecido. Apesar de existir várias técnicas que podem ser 

utilizadas, nenhum dos testes disponíveis apresenta 100% de sensibilidade e 

especificidade (ELMAHALLAWY et al., 2014). 
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O diagnóstico clínico é complexo, pois as leishmanioses apresentam sinais e 

sintomas que são comuns a outras doenças presentes em áreas, nas quais ocorre 

leishmaniose, como por exemplo, doença de Chagas, malária, esquistossomose, febre 

tifóide, hanseníase (SUNDAR et al., 2002; CARVALHO et al., 2003; SUNDAR, 2003; 

CHAPPUIS et al., 2007; VAISH, 2012). 

A leishmaniose tegumentar pode ser identificada com base na lesão (ou espectro 

de lesões) associada à anamnese, onde dados epidemiológicos são de grande 

importância, pois as manifestações clínicas dependem de alguns fatores, como a espécie 

de Leishmania envolvida com seu hospedeiro. As lesões são exclusivas na pele, que se 

iniciam no ponto de inoculação das promastigotas infectantes, através da picada do 

vetor, para qualquer das espécies de Leishmania (COSTA et al., 2002; GONTIJO E 

CARVALHO, 2003; ANDRADE et al., 2005; FAKHAR et al., 2008). 

A lesão primária geralmente é única, embora eventualmente múltiplas picadas 

do flebotomíneo ou na disseminação local possam gerar um número elevado de lesões. 

Após um período de incubação de 10 dias a três meses, uma pápula eritematosa 

progride lentamente para o nódulo. Acompanha-se de adenopatia regional, com ou sem 

linfangite, em 12 a 30% dos casos. Com a evolução, ganha destaque o notável 

poliformismo das lesões sendo possível encontrar formas impetigóide, liquenóide, 

tuberculosa ou lupóide, nodular, vegetante e ectimatóide. São freqüentes as ulcerações 

com bordas elevadas e fundas com tecido de granulação, configurando a clássica lesão 

com borda em moldura. Esse quadro normalmente é assintomático (reservatório 

silencioso), predominando nas áreas do corpo descobertas e se instala em pacientes de 

áreas endêmicas ou que estiveram lá recentemente (COSTA et al., 2002; FAKHAR et 

al., 2008; SIGH E RAMESH, 2013). 

Na maioria dos casos, a infecção progride e, após um período de latência clínica 

de vários meses de duração, surgem as lesões cutâneas e/ou mucosas, consequentes à 

disseminação hematogênica e/ou linfática do parasita. Assim, a doença é mais difícil de 

ser clinicamente diagnosticada sendo necessário recorrer aos métodos laboratoriais. 

(ANDRADE et al., 2005; TRINDADE et al., 2015). 

Os sintomas clínicos da leishmaniose visceral são febre baixa recorrente, 

envolvimento linfático, anemia, leucopenia, hepatoesplenomegalia e caquexia, 

combinados com a história de residência em uma área endêmica (ASSIS et al., 2008). 
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A rotina laboratorial é realizada através do exame direto de esfregaços ou 

impressão de aposição, isolamento de cultura, inoculação de animais, da análise 

histopatológica das lesões (LT), reação de cadeia polimerase – PCR e de testes de 

imunodiagnósticos (detecção da resposta imune celular, detecção de anticorpos e do 

antígeno em imunocomplexos) (READY, 2014). 

O diagnóstico parasitológico das leishmanioses depende da identificação das 

formas amastigotas da lesão (LT) ou de amostras colhidas por punção de medula óssea, 

baço, fígado e linfonodos (LV), coradas com Giemsa, Wright ou Leishman e 

visualizadas em microscopia óptica ou por isolamento das formas promastigotas em 

meio de cultura. Esta técnica possui baixa sensibilidade (50 – 70%), mas ainda é 

considerado o padrão ouro (SUNDAR E RAI, 2002, SAMPAIO et al., 2009). 

A cultura de promastigotas in vitro permite à identificação da espécie presente 

na lesão, entretanto, as espécies de Leishmania apresentam capacidade de crescimento 

variável em cultura e requer uma série de condições laboratoriais, pessoal treinado, 

sendo necessário mais de 10 dias para aquisição de um número suficiente de 

promastigotas para as investigações. A sensibilidade desse método está em torno de 

50%, para casos crônicos, enquanto com baixa carga parasitária da lesão, há uma 

sensibilidade ainda mais reduzida desse método (SAMPAIO et al., 2009). 

Outra forma de diagnóstico parasitológico é a inoculação de material da biópsia 

cutânea em animais de laboratório, de preferência hamsters. Além do longo tempo 

necessário para a evolução da lesão (em média 2 a 9 meses) e da necessidade de 

laboratório adequado, a eficácia do isolamento apresenta grande variação conforme a 

espécie de Leishmania  (GONTIJO E CARVALHO, 2003). 

A análise histopatológica pode apresentar uma maior sensibilidade (70 – 100%), 

mas pode diminuir a sensibilidade, pois a chance de encontrar o parasita é inversamente 

proporcional ao tempo de duração da lesão.  A sensibilidade 100% pode ser observada 

nos dois primeiros meses de evolução da doença, 75% aos seis meses e 20% acima dos 

12 meses. Assim, a maioria dos casos de LT é identificada e diagnosticada na fase 

crônica (MONTALVO et al., 2012). 

O teste pela reação em cadeia da polimerase é outra ferramenta que pode ser 

utilizada para diagnóstico laboratorial molecular, procedimento rápido, com elevadas 

taxas de sensibilidade e especificidade, apresenta custo reduzido e podem ser avaliados 

em quantidades reduzidas de DNA (DE PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015).   
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Um dos alvos para o diagnóstico é a amplificação do gene correspondente ao 

kDNA de Leishmania spp., que amplifica fragmentos de 100 a 150 pares de bases de 

regiões conservadas, comum a todas as espécies de Leishmania, e regiões variáveis, que 

amplificam fragmentos que variam de 700 a 1000 pares de bases de acordo com a 

espécie (SILVA et al., 2012). 

A técnica PCR pode se aproximar do padrão-ouro devido às novas técnicas de 

extração de DNA. Pesquisas demonstram, para este teste, especificidade de 100% e 

sensibilidade global entre 92 e 98% (POURMOHAMMADI et al., 2010). 

O PCR convencional demanda mais tempo e apresenta dados apenas 

qualitativos. Nos ensaios com PCR em tempo real, os produtos da reação são analisados 

no momento da realização da ciclagem e os resultados são tanto qualitativos como 

quantitativos. Esta técnica vem sendo utilizada por diversos autores, em amostras 

provenientes de cães e de humanos, possibilitando a realização de estudos relacionados 

à carga parasitária, interação hospedeiro-parasito e monitoramento da terapia 

(NICOLAS et al., 2002; MARY et al., 2004; MORTARINO et al., 2004). 

A PCR em tempo real é outra ferramenta que pode ser utilizada para diagnóstico 

laboratorial molecular, com determinação da carga parasitária (VALASEK E REPA, 

2005; NEITZKE-ABREU et al., 2013). Estudos epidemiológicos realizados para a 

determinação da taxa de infecção em flebotomíneos com PCR convencional mostram 

baixas taxas de infecção variando de 0,4% a 3,9% (MARTÍN-SÁNCHEZ et al., 2004; 

OLIVEIRA-PEREIRA et al., 2006; SILVA  et  al.,  2010). 

Devido à ampla variedade de alvos e iniciadores disponíveis no diagnóstico 

molecular, ainda não há um procedimento padrão-ouro, o que dificulta a inserção desse 

ensaio na rotina dos serviços de saúde (SILVA et al., 2010). 

A detecção da imunidade celular através da reação intradérmica - 

Intradermorreação de Montenegro (IDRM) tem sido utilizada para diagnóstico desde 

1964, e atualmente é disponibilizado pelo Sistema Único de Saúde (SUS). É um teste 

fundamentado na reação de hipersensibilidade tardia (ou tipo IV) e sua interpretação 

deve ser cuidadosa, uma vez que seu resultado pode ser negativo nas primeiras semanas 

após surgimento da lesão cutânea em humanos, em contrapartida podem ser obtidos 

resultados falsos positivos quando esse teste é repetido com intervalo de poucas 

semanas (GONTIJO E CARVALHO, 2003; BRASIL, 2010). 
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 Toledo et al. (2001) utilizaram uma preparação do antígeno padronizado pelo 

Ministério da Saúde, que foi injetado por via intradérmica no antebraço humano. Foram 

realizadas leituras com 48h após injeção e consideraram as reações positivas na 

presença de endurecimento maior que 5 mm no local da aplicação, identificando 

positividade em 88% dos casos, confirmando a validade deste teste como uma 

ferramenta útil de diagnóstico na leishmaniose cutânea em humanos. Pedras et al.  

(2003) realizaram metodologia similar, mas verificaram as leituras no local da injeção 

após 72 h, e foram consideradas positivas as reações cutâneas com tamanho igual ou 

maior que 5 mm. 

O diagnóstico sorológico detecta anticorpos anti-Leishmania e inclui a reação de 

imunofluorescência indireta (RIFI), ensaio imunoenzimático (ELISA) e o teste de 

aglutinação direta (DAT) (READY, 2014; BHATTACHARYYA et al., 2014). 

O ensaio ELISA consiste na reação de anticorpos presentes no soro com 

antígenos solúveis e purificados de Leishmania obtidos a partir de cultura in vitro. Esse 

antígeno é adsorvido em microplacas e os soros diluídos são adicionados 

posteriormente. Os antígenos usados são quase sempre derivados de promastigotas de 

cultura, parasitas intactos ou moléculas solúveis e apresentam reação cruzada com 

outras espécies da família Trypanosomatidae, assim, é necessário considerar o 

diagnóstico diferencial com outras doenças. A presença de anticorpos permite a 

realização de grande número de exames em curto espaço de tempo, rápido, sensível, de 

fácil execução (READY, 2014; BRASIL, 2013). 

O teste de aglutinação direta é um teste rápido apropiado para o diagnóstico de 

LV com base em formas promastigotas de L. donovani ou L. infantum. Este teste foi 

descrito por Allain e Kagan em 1975 e é de fácil execução, baixo custo, com 

sensibilidade de 91 a 100% e especificidade de 72 a 100% (PEDRAS et al., 2008; TER 

et al., 2009). 

O DAT é indicado para trabalhos de campo, mas necessita de um laboratório 

equipado para a execução e período de incubação. O teste é semi-quantitativo e as 

amostras de soro, sangue ou urina são diluídos e misturados às partículas antigênicas de 

promastigotas mortas em sua forma íntegra. Após um período de incubação, a 

aglutinação se completa, caso os anticorpos contra o protozoário estejam presentes, 

sendo a reação de aglutinação visível a olho nu (CHAPPUIS et al., 2006; TER HOST et 

al., 2009). Este diagnóstico tem sido avaliado em áreas endêmicas e é considerado de 
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primeira linha em centros de referência para LV no Sudão, diminuindo o número de 

aspirados em torno de 80% (RITMEIJER et al.,2006; LOCKWOOD E SUNDAR, 2006, 

TER HORST et al., 2009).  

A leishmaniose visceral pode ser diagnosticada pelo teste imunocromatográfico 

para detectar a presença de anticorpos contra o antígeno de Leishmania K39 que contém 

39 aminoácidos repetitivos da proteína cinesina. Inicialmente, o rk39 foi introduzido 

para ser utilizado no ELISA e posteriormente no formato de fita (CHAPPUIS et al., 

2003; BOELAERT et al., 2008; MUELLER et al., 2014). O rk39 mostrou variação de 

sensibilidade e especificidade em diferentes populações. Na Índia, apresentou 

sensibilidade 100% e especificidade 93% - 98%, no Brasil sensibilidade 90% e 

especificidade 100%. Na Europa, foi positivo em 71,4% dos casos, no Sudão apresentou 

67% de sensibilidade. A diferença de sensibilidade pode ser observada devido a 

diferenças dos anticorpos presentes em diferentes grupos étnicos (BOELAERT et al., 

2014). 

A detecção de IgE antileishmania realizado em paralelo com IgG antileishmania 

pelo ELISA é considerado um marcador de infecção para Leishmaniose chagasi e não 

um marcador da doença. Estes anticorpos não têm função protetora da doença e estão 

associados a processos infecciosos como infecções virais, helmintíases e protozooses, 

porém estudos tem demonstrado a elevação dos níveis de IgE total em pacientes com 

leishmaniose visceral (NASCIMENTO et al., 2006). 

 

2.5 Vacinas 

Nas últimas décadas, tem- se buscado desenvolver vacina conta a leishmaniose, 

mas nenhuma ainda está em uso ativo (SRIVASTAVA et al., 2016).  Em geral, as 

vacinas que estão em fase de desenvolvimento, podem ser divididas em três categorias: 

1 – vacinas vivas atenuadas de Leishmania, incluindo parasitas geneticamente 

modificados; 2 – vacinas de proteínas recombinantes; 3 – vacinas de DNA 

(SILVESTRE et al., 2008; IBORRA et al., 2008; CARRIÓN et al., 2011; NICO et al., 

2014; KUMAR E SAMANT et al., 2016; SRIVASTAVA et al., 2016).  

A “leishmunização” é a estratégia de imunização mais bem sucedida em 

humanos desenvolvendo imunidade duradoura após infecção induzida com parasitas 

viáveis não atenuados, mas foi interrompida devido ao não controle das lesões de longa 

duração na pele e a propagação do HIV. O uso é limitado a uma vacina registrada no 
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Uzbequistão (BRETON  et al., 2005; KHAMESIPOUR et al., 2014; RAFATI et al., 

2006; SRIVASTAVA et al., 2016). 

Com a proibição do uso da “leishmunização” foram desenvolvidas vacinas de 

segunda geração utilizando proteínas sintéticas ou recombinantes referentes a antígenos 

de Leishmania e frações purificadas dos parasitos nativos (STÄGER et al., 2000, 

ZANIN et al., 2007, RAMIREZ et al., 2013; BAHARIA et al., 2015). 

As proteínas podem ser testadas isoladas ou em combinação, sendo que na 

maioria das vezes é necessário utilizar um adjuvante. Apesar de diferentes pesquisas 

utilizando antígenos recombinantes já terem sido realizados na intenção de desenvolver 

uma vacina contra leishmaniose, alguns ofereceram um grau considerável de proteção e 

podem ser utilizadas como vacinas terapêuticas e/ou profiláticas (DUTHIE et al., 2012; 

RAMAN  et al., 2012; NAGILL et al., 2011; COLER et al., 2015; BEAUMIER et al., 

2013; GILLESPIE et al., 2016; SRIVASTAVA et al., 2016). 

As vacinas de DNA ou vacinas genéticas capacitam a produção de antígenos 

permitindo a expressão de proteínas em célula de mamíferos após a introdução das 

construções de DNA codificante da proteína a ser testada, diferentes antígenos têm sido 

testados contra leishmaniose (DUMONTEIL et al., 2007; ZANIN et al., 2007; DEY et 

al., 2009; MASIH et al., 2011; KUMAR E SAMANT et al., 2016) 

 

2.6 Phage Display 

A tecnologia de Phage display ou expressão de biomoléculas em fagos é uma 

tecnologia desenvolvida por Smith (1985) utilizada na descoberta de testes diagnósticos, 

fármacos e vacinas, sendo bastante útil na caracterização antigênica, pois identifica 

peptídeos ou proteínas envolvidos diretamente na resposta imune a agentes infecciosos 

(AZZAZY; HIGHSMITH, 2002; HELL et al., 2009). 

Essa tecnologia é baseada no uso de um fago filamentoso (M13), um 

bacteriófago que infecta bactérias gram negativas, como a Escherichia coli (BENHAR, 

2001). 

Os bacteriófagos são formados por uma fita simples de DNA envolta por uma 

capa protéica constituída por cinco proteínas (p3, p6, p7, p8 e p9) (FUKUNAGA e 

TAKI et al., 2012) (Figura 2).  Destas cinco proteínas, existem aproximadamente 2.800 

cópias da p8 e cinco cópias da p3. Nesse sistema, o gene codificador do peptídeo ou 

proteína de interesse é geralmente fusionado a um dos genes destas duas proteínas da 
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capa protéica do fago (ZANCONATO et al., 2011).  Devido à baixa representatividade 

da p3 em relação à p8, as bibliotecas de peptídeos sintéticos fusionados na p3 são mais 

indicadas para descoberta de ligantes com alta afinidade, quando comparadas as 

bibliotecas fusionadas a p8 (KEHOE E KAY, 2005).  Assim, a utilização do 

bacteriófago filamentoso M-13 para construção de uma biblioteca randômica de 

sequências de peptídeos fusionados à proteína p3 permite à realização de um 

“screening” de peptídeos ligantes a molécula alvo de forma mais específica (PLOSS et 

al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

Uma das vantagens do uso do bacteriófago M13 utilizado para expressar 

peptídeos, é que eles não geram uma infecção lítica em Escherichia coli sendo sua 

infecção iniciada pelo acoplamento da p3 do fago ao f pilus de uma E. coli do gênero 

masculino (HEMMINGA, 2010). Somente o DNA de fita simples e circular do fago 

penetra na bactéria onde é convertido pela maquinaria de replicação do DNA bacteriano 

Fonte: FUKUNAGA E TAKI, 2012. 

Figura 2: Esquema representativo de um bacteriófago filamentoso M13 ilustrando as proteínas 
do capsídeo viral: p9, p7, p8, p6 e p3. 
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em uma forma replicativa de fita dupla. Esta forma replicativa sofre constantes 

replicações do DNA circular para gerar DNA de fita simples e ainda servir como molde 

para expressão das proteínas de fago. A progênie do fago é montada por empacotamento 

do DNA de fita simples em capsídeos protéicos e é expulsa da bactéria através da 

membrana para o meio extracelular (AZZAZY E HIGHSMITH, 2002). 

 

2.6.1 Phage display de peptídeos 

As bibliotecas de Phage display de peptídeos consistem na fusão de um DNA 

exógeno com o DNA viral em que as sequências de aminoácidos são expressas no fago 

(BARBAS, 2001). As bibliotecas randômicas são geradas pela utilização de 

oligonucleotídeos degenerados, podendo ter sete ou doze aminoácidos, em estruturas 

lineares ou conformacionais (SZARDENINGS, 2003). 

Os peptídeos expressos no fago possibilitam a seleção de sequências baseadas 

em uma afinidade de ligação a uma molécula alvo por um processo de seleção por 

afinidade, enquanto os fagos que interagem fracamente com o alvo e os fagos não 

aderentes são lavados, aqueles que expõem moléculas com elevada afinidade pelo 

mesmo alvo são recuperados por eluição, esse processo de seleção é denominado 

biopanning (PARMLEY E SMITH, 1988; BARBAS et al., 2001). 

O biopanning seleção biológica (ciclos de ligação, eluição e amplificação) 

enriquece o conjunto de fagos com sequências específicas contra o alvo, geralmente este 

processo é feito artificialmente, no qual a molécula alvo é imobilizada em um suporte 

sólido (placas de ELISA, membranas ou beads) (WU, 2011). (Figura 3). 

Após três ou quatro repetições deste processo, clones individuais são submetidos 

a ensaios imunológicos e suas sequências de DNA obtidas por sequeciamento 

(BARBAS et al., 2001).   
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Figura 3: Representação esquemática do biopanning de peptídeos utilizando como alvo 
anticorpos presentes no soro. 

 
 

 

 

 

O sucesso desta técnica está na complexidade da biblioteca original juntamente 

com a capacidade e afinidade na seleção. Quanto maior a diversidade da biblioteca, 

mais numerosas serão as sequências capazes de se ligar a uma molécula alvo 

(ZANCONATO et al., 2011). Essa afinidade de seleção otimiza o passo de purificação 

gerando uma grande redução nos custos de produção (LEVISSON et al., 2014). 

Peptídeos selecionados contra um alvo específico que tem sequência similar ao peptídeo 

ligante natural são denominados miméticos (SHARMA et al., 2006). 

 
 
2.6.2  Phage display de anticorpos 

A tecnologia de Phage display pode ser usada na geração de anticorpos 

monoclonais para imunoterapia, no isolamento de anticorpos a partir de pacientes 

exposto a um determinado patógeno e no mapeamento de proteínas nativas (AZZAY E 

HICHSMITH, 2002). 

Fonte: Adaptação da imagem disponível em: https://www.neb.com/tools-and-
resources/feature-articles/applications-of-the-phd-phage-display-peptide libraries ? device = 
pdf. Acessado em 10. 05.2016. 

https://www.neb.com/tools-and-resources/feature-articles/applications-of-the-phd-phage-display-peptide%20libraries%20?%20device%20=%20pdf
https://www.neb.com/tools-and-resources/feature-articles/applications-of-the-phd-phage-display-peptide%20libraries%20?%20device%20=%20pdf
https://www.neb.com/tools-and-resources/feature-articles/applications-of-the-phd-phage-display-peptide%20libraries%20?%20device%20=%20pdf
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Essa tecnologia não permite construir moléculas completas do anticorpo, mas 

fragmentos de dois tipos: fragmento de ligação com o antígeno (Fab) e fragmentos 

variáveis em cadeia única (scFv). O fragmentos Fab possuem segmentos  VH-CH e VL-

CL, unidos por pontes dissulfeto, o fragmento menor Fv (fragmento variável) é 

composto apenas pelas regiões VL e VH, a versão recombinante desse fragmento é 

conhecida como scFv (BARBAS et al., 2001) (Figura 4). 

 

Figura 4: Representação das quatro cadeias estruturais de IgG. 

 

Fonte: BARBAS et al., 2001. 

 
Os fragmentos de anticorpos expressos na superfície de fagos possibilitam a 

seleção de sequências baseadas em uma afinidade de ligação a uma molécula alvo 

(antígeno) por seleção in vitro. Em ciclos de seleção, as moléculas de anticorpos são 

incubadas com a molécula alvo, os fagos contendo os anticorpos com afinidade pelo 

alvo são capturados e permanecem ligados e eluídos, os fagos não específicos são 

eliminados por sucessivas lavagens (biopanning) visando obter anticorpos mais 

específicos. Após esta seleção, Os clones resultantes do processo de biopanning são 

seqüenciados (BARBAS et al., 2001).  

Atualmente, a maioria das bibliotecas é construída no formato scFv, mas esses 

fragmentos tendem a formar dímeros, já o fragmento Fab é monomérico e permite uma 
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rápida seleção entre um grande número de clones, são mais estáveis e propícios de 

reterem sua estrutura natural e capacidade de reconhecimento e afinidade ao seu alvo 

quando comparado em bibliotecas multiméricas de scFv (ZHANG et al., 2006; CHAN 

et al., 2014). 

 

3. JUSTIFICATIVA 

Dois milhões de novos casos de leishmaniose ocorrem anualmente nas áreas 

tropicais e subtropicais do globo e, no Brasil, o maior número de casos de leishmaniose 

visceral e tegumentar está na região nordeste. O Maranhão, estado situado na fronteira 

entre as regiões norte, nordeste e centro-oeste, apresenta uma alta prevalência de todos 

os tipos de leishmanioses. 

Apesar do progresso no diagnóstico e no tratamento, as leishmanioses continuam 

sendo um problema de saúde pública, particularmente nos países em desenvolvimento. 

O impacto das leishmanioses na saúde humana foi grosseiramente subestimado por 

muitos anos, sendo esta doença hoje classificada como uma das principais doenças 

negligenciadas pela Organização Mundial da Saúde. 

Dessa forma é importante que essa doença tenha um diagnóstico precoce para 

diminuir a incidência, assim é fundamental o desenvolvimento de novas plataformas 

que incluam o mapeamento de antígenos com potencial imunodiagnóstico. 

Nesse contexto, destaca-se a padronização de testes para validar peptídeos 

recombinantes e anticorpos importantes que possam ser utilizados em diagnósticos 

sorológicos e em construção de kits teste rápidos, pois tais moléculas possuem o mesmo 

comportamento biológico da molécula nativa apresentando assim, alta sensibilidade e 

especificidade e grande vantagem na facilidade de obtenção da quantidade necessária 

para o uso em grande escala. 

Com a padronização de imunoensaios de ELISA, tais moléculas podem ser 

aplicadas no SUS (Sistema Único de Saúde) em um protocolo de aproximadamente 4 

horas para o resultado final, com custo de execução e ampliação reduzidos, de fácil 

utilização sem necessidade de infra-estrutura laboratorial avançada, pois não 

necessitaria cultivar parasitas para a obtenção de extrato proteico utilizados no atual 

diagnóstico e consequente eficácia do tratamento, diminuindo a transmissão e o número 

de novas infecções. 
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4. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo Geral 

Testar peptídeos miméticos sintéticos obtidos pela técnica de Phage Display 

para fim diagnóstico e vacinal de pacientes com leishmaniose. 

 

4.2 Objetivos Específicos 

4.2.1  Descrever o perfil de pacientes com LV e LT atendidos no município de 

São Luís - MA quanto às seguintes variáveis: demográfica (idade, sexo, cor da pele), 

socioeconômica (local de moradia, renda familiar, procedência da água, destino do lixo 

e dos dejetos) e procedência (zona urbana ou rural); 

4.2.2  Avaliar a reatividade dos peptídeos sintéticos LC1 e LC2 (específicos 

para leishmaniose visceral) em amostras de soro e de saliva de pacientes com 

leishmaniose visceral bem como com coinfecção LV-HIV; 

4.2.3  Avaliar a reatividade do peptídeo sintético LT em soro de pacientes com 

leishmaniose tegumentar; 

4.2.4  Avaliar se os peptídeos sintéticos LC1 e LC2 específicos para 

leishmaniose visceral apresentam reação cruzada em soro de pacientes com Doença de 

Chagas, Malária e Hanseníase Tuberculoide; 

4.2.5  Avaliar se o peptídeo sintético LT específico para leishmaniose 

tegumentar apresenta reação cruzada em soro de pacientes com Hanseníase 

Virchowiana; 

4.2.6  Avaliar o efeito dos peptídeos miméticos sintéticos LC1, LC2 e LT em 

teste de invasão e de multiplicação em macrófagos da linhagem C57BL/6 desafiados 

com Leishmania infantum chagasi (MHOM/BR/72/LD) e Leishmania amazonensis 

(IFLA/BR/67/PH8), respectivamente; 

4.2.7 Avaliar o peptídeo 10B, selecionado por Phage display contra anticorpos 

policlonais de soro de pacientes, como potencializador da resposta imune em 

camundongos desafiados por L. amazonensis. 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 

5.1 ABORDAGEM DIAGNÓSTICA 

5.1.1 Critérios para seleção dos pacientes 

O estudo foi realizado com pacientes acometidos de leishmaniose tegumentar, 

leishmaniose visceral, co-infectados com LV-HIV ou HIV positivos. Todos os pacientes 

foram atendidos no Hospital Presidente Vargas, São Luís - MA, no período de 2012 a 

2015. Os pacientes que aceitaram participar desta pesquisa assinaram um Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Federal do Maranhão (protocolo nº 23115-014881/2010-20). 

Foram incluídos como sujeitos da pesquisa, os pacientes que atenderam aos 

critérios de inclusão, quais sejam: diagnóstico laboratorial (parasitológico ou Elisa) de 

LV, LT, LV-HIV ou HIV positivo. Os pacientes responderam a um formulário contendo 

questões como: sexo, faixa etária, idade, cor da pele, alguns aspectos socioeconômicos 

(local de moradia, renda familiar, procedência da água, destino do lixo e dos dejetos) e 

procedência (zona urbana ou rural). Foram coletadas amostras biológicas de saliva e 

sangue para obtenção de soro. 

 

5.1.2 Amostras 

a) Amostras de soro 

As amostras de soro foram obtidas a partir de 5 mL de sangue venoso periférico 

coletado por punção da veia braquial através de sistema Vacutainer® (Becton Dickinson 

Biosciences) em tubo de gel separador de sangue/soro, sendo centrifugado a 3.000 rpm 

por 10 minutos para a obtenção do soro.  

Do total de 223 indivíduos amostrados, 123 eram pacientes com leishmaniose 

visceral, 45 com leishmaniose tegumentar, 55 pacientes com coinfecção LV-HIV e 40 

pacientes HIV positivos. A fim de compor o grupo controle foram utilizados soros de 75 

recém-nascidos. Para os testes de reação cruzada com os peptídeos sintéticos foram 

utilizadas amostras de pacientes com Doença de Chagas (n = 60), com Malária (n = 65), 

Hanseníase Tuberculóide (n = 20) e Hanseníase Virchowiana (n = 20), todos 

gentilmente cedidos pela soroteca do Laboratório de Nanobiotecnologia da 

Universidade Federal de Uberlândia. 

Foram realizados também testes diagnósticos utilizando os peptídeos miméticos 

LC1 e LC2 em soro de 15 indivíduos assintomáticos (sem manifestações clínicas da 
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doença, com intradermorreação de Montenegro positiva (IDRM) e teste sorológico por 

ELISA positivo); 13 indivíduos curados (com doença confirmada pela positividade do 

exame parasitológico do aspirado de medula óssea (mielograma), e considerados 

clinicamente curado após 12 meses do fim do tratamento) e 15 indivíduos sadios (sem 

manifestações clínicas da doença e com Intradermorreação de Montenegro negativa 

(IDRM) e pesquisa de anticorpos anti-leishmania negativa por ELISA). 

 

b) Amostras de saliva 

A saliva foi coletada por meio do sistema Salivette® (Sarstedt) seguindo as 

orientações do fabricante, e posteriormente centrifugada por 2 minutos a 1000xg. Foram 

coletadas amostras de 65 pacientes com leishmaniose visceral e de 40 pacientes com 

leishmaniose tegumentar. O grupo controle foi gentilmente cedido pelo Laboratório de 

Nanobiotecnologia da Universidade Federal de Uberlândia e foi composto de 35 

indivíduos saudáveis de área endêmica com diagnóstico negativo para leishmanioses. 

 

5.1.3 Seleção de peptídeos miméticos (ALMEIDA, 2011) 

Para a seleção dos peptídeos recombinantes (peptídeos expressos na proteína 

pIII de fagos filamentosos) foi utilizada uma biblioteca comercial de 12 aminoácidos 

(Ph.D. – 12TM mer - New England Biolabs). Os procedimentos experimentais foram 

baseados no protocolo disponibilizado pelo fabricante, com adequações no intuito de 

aumentar a especificidade para os alvos analisados.  

Resumidamente, IgG total foi purificado a partir de um pool de soros de 10 

pacientes (Laboratório de Biologia Molecular, Instituto de Ciências Biomédicas, 

Universidade Federal de Uberlândia, MG, Brasil), utilizando Proteína G resina de 

agarose. 

Para a seleção dos peptídeos recombinantes para Leishmaniose visceral, dois 

tipos de eluição foram utilizados: uma eluição específica com antígeno recombinante - 

rK39 e uma segunda eluição com o antígeno total de L. infantum chagasi. Para a seleção 

dos peptídeos de Leishmaniose tegumentar os fagos foram eluídos com proteína total de 

L. amazonensis. 

Após as eluições, os fagos obtidos foram submetidos a imunoensaios de ELISA 

e os mais frequentes foram sequenciados. Dos fagos sequenciados, três (2 para LV e 1 
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para LT) foram selecionados para síntese química atendendo os critérios de maior 

reatividade. 

 

5.1.4  Síntese de peptídeos 

Peptídeos miméticos selecionados por Phage display tendo como alvos IgG de 

pacientes com leishmaniose visceral e tegumentar foram produzidos por ALMEIDA 

(2011). Os peptídeos miméticos foram sintetizados quimicamente pela empresa 

GeneScript (Piscataway, NJ, EUA).  

Os peptídeos LC1 e LC2, específicos para Leishmania infantum chagasi, 

possuem, respectivamente, as sequências: ATPRSIHDSETL e YPTKASGNDLRG, as 

quais contêm 12 aminoácidos e uma amidação C-Terminal.   O peptídeo LT possui a 

sequência SSALSAATTAHR com 12 aminoácidos e uma amidação C-Terminal e é 

específico para Leishmania amazonensis. Os peptídeos foram diluídos em água 

ultrapura na concentração de 9,5  mg/mL (LC1 e LC2) e 7,6 mg/mL (LT) aliquotados e 

mantidos a -20ºC para uso posterior. 

O peptídeo mimético denominado irrelevante (ACGFPSSSVCGG) utilizado 

neste trabalho refere-se a um peptídeo também selecionado por meio da tecnologia de 

Phage display, tendo como alvo anticorpos policlonais de brucelose. A síntese e a 

diluição (10,1 mg/mL) foram feitas de maneira idêntica às mencionadas para os 

peptídeos testes. 

 

5.1.5  Ensaio imunoenzimático com peptídeos sintéticos em soro dos pacientes 

Placas de ELISA (Nunc - Maxisorb) foram sensibilizadas com os peptídeos 

sintéticos (1 µg/poço) e tampão carbonato-bicarbonato (pH= 9,6) a 4°C, overnight. 

Após essa etapa, as placas foram lavadas uma vez com PBS Tween 20 0,05% e 

bloqueadas com PBS-BSA 5% (Sigma-Aldrich) a 37ºC. Depois de 1 hora, as placas 

foram novamente lavadas uma vez, para a adição dos soros (1:100) dos pacientes com 

leishmaniose e incubadas a 37ºC. 

Após 1 hora, as placas foram lavadas por três vezes, para adicionar o anticorpo 

secundário, anti-IgG marcado com peroxidase (Roche AppliedScience) em uma 

concentração de 1:5000, que foram incubadas por 1 hora a 37ºC. As placas foram 

lavadas três vezes e, posteriormente, as reações reveladas com OPD (o-fenilenodiamina) 

(Sigma-Aldrich) e interrompidas pela adição de 50 µL de solução de H2SO4 2N. Os 
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resultados foram obtidos com base na leitura da densidade óptica (D.O) em 

espectrofotômetro com filtro de 492 nm (Thermo Plate). 

 

5.1.6 Ensaio imunoenzimático com peptídeos sintéticos em saliva de pacientes 

Placas de ELISA (Nunc- Maxisorb) foram sensibilizadas com os peptídeos 

sintéticos (10 µg/poço) e tampão carbonato-bicarbonato (pH = 9,6) a 4°C, overnight. 

Após essa etapa, as placas foram lavadas uma vez com PBS Tween 200 0,05% e 

bloqueadas com PBS-BSA 1% (Sigma-Aldrich) a 37ºC. Depois de 1 hora, as placas 

foram novamente lavadas duas vezes, para a adição das salivas (1:5) dos pacientes com 

leishmaniose e incubadas a 37ºC. 

Após 1 hora, as placas foram lavadas por três vezes para adicionar o anticorpo 

secundário anti-IgA marcado com peroxidase (Roche AppliedScience) em uma 

concentração de 1:1000, as quais foram incubadas por 1 hora a 37ºC. As placas foram 

lavadas seis vezes, posteriormente as reações reveladas com OPD - o-fenilenodiamina 

(Sigma-Aldrich) e interrompidas pela adição de 50 µL de solução de H2SO4 2N. Os 

resultados foram obtidos com base na leitura da densidade óptica (D.O.) em 

espectrofotômetro com filtro de 492 nm (Thermo Plate). 

 

5.1.7 Análise estatística 

Os dados dos pacientes foram tabulados no sistema de processamento de 

planilhas Microsoft Excel® versão 2007 (Microsoft Co., Redmond, WA, EUA). O 

software GraphPadPrism 5.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) foi 

utilizado para realização dos testes estatísticos. As variáveis qualitativas são 

apresentadas por meio de frequências e porcentagens. 

As comparações entre os grupos de pacientes e controles foram feitas por análise 

de variância (ANOVA), foi construída uma curva ROC (receiver operating 

characteristic) e o valor cut-off  para determinar o melhor ponto de sensibilidade e 

especificidade, na detecção da leishmaniose. As diferenças entre as médias foram 

analisadas pelo teste de Bonferroni (GraphPadPrism 5.0) considerando-as significativas 

quando p < 0,05. 
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5.2 ABORDAGEM VACINAL 

5.2.1 Ensaios in vitro 

a) Parasitos 

Os parasitos utilizados neste estudo foram Leishmania amazonensis 

(IFLA/BR/1967/PH-8), isolados de camundongos infectados e Leishmania infantum 

chagasi (MHOM/BR/72/LD) isolados de hamsters, mantidos no Laboratório de 

Tripanossomatídeos da Universidade Federal de Uberlândia – MG (LATRI – UFU). As 

formas promastigotas foram cultivadas em meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion -

Himedia) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab), 1% de L-glutamina 

(Sigma-Aldrich), 1% de penicilina (Sigma-Aldrich), 1% de estreptomicina (Sigma-

Aldrich) e 1% gentamicina (Sigma-Aldrich). Os parasitos foram acondicionados em 

garrafas acrílicas estéreis e descartáveis, e mantidos a uma temperatura de 23ºC em 

estufa B.O.D e 32ºC para as formas amastigotas. 

 Os parasitos utilizados nos experimentos eram provenientes de cultura no final 

da fase estacionária de desenvolvimento na forma promastigota metacíclica. 

 

b)  Cultivo de macrófagos 

Macrófagos de linhagens murinos C57BL/6 foram cedidos pelo Laboratório de 

Tripanossomatídeos da Universidade Federal de Uberlândia - MG (LATRI - UFU). As 

células foram mantidas em garrafas pequenas de cultura acrílicas estéreis e descartáveis, 

meio de cultura DMEM Gibco® (Dulbecco's Modified Eagle Medium - Thermo Fisher 

Scientific) acrescido de 10% de soro fetal bovino (Cultilab), 1% de penicilina (Sigma-

Aldrich), 1% de estreptomicina (Sigma-Aldrich) e 1% gentamicina (Sigma-Aldrich) 

mantidas em estufa de CO2 a 5% com temperatura de 37ºC. 

 
c)  Teste de viabilidade celular (Alamar Blue®) 

A viabilidade celular foi determinada pela resazurina 10% (7-hidroxi-3H-

fenoxazina-3-ona 10-óxido) solúvel em PBS, corante azul extremamente estável, não 

tóxico, não lesivo, não promove a desagregação celular, no caso de células aderentes. 

Considerado o indicador mais utilizado em condições de redução em meios de cultura 

(O’BRIEN et al., β000; FUKUSHIMA et al., 2003; HAMID et al., 2004; JONES E 

GRAINGER, 2009; STODDART et al.. 2010; RAMPERSAD et al., 2012; RISS et al., 

2015). 
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A resazurina quando adicionada à cultura celular entra no citosol e pode sofrer 

redução enzimática na mitocôndria, conduzida pelo NADPH, devido à atividade de 

enzimas tais como: flavina mononucleótido desidrogenase, flavina adenina 

desidrogenase, nicotinamida adenina desidrogenase e citocromos (O’BRIEN et al., 

2000). Com a extensão da redução enzimática, resazurina (cor azul) é transformada em 

resorufina (cor rosa púrpura), que é excretada para fora da célula sendo acompanhada 

com a mudança de cor de azul para rosa púrpura, o qual pode ser quantificado por 

espectrofotometria (AL-NASIRY et al., 2007;  BORRA et al., 2009, STODDART et al.. 

2010). 

Utilizou-se células de macrófagos C57BL/6 com aproximadamente 80% de 

confluência foram coletadas utilizando tripsina (250 mg/mL) e em meio DMEM 

completo. Em seguida, as células foram distribuídas em uma placa de cultura celular de 

96 poços (1 x 105 células/poço) e mantidas overnight nas mesmas condições de cultura 

acima mencionadas a fim de permitir a aderência celular. 

Para o tratamento das células com as concentrações dos peptídeos foram 

realizados testes pilotos, onde a concentração inicial do peptídeo sintético foi de 100 

μM (ALMEIDA, β011). Após os testes preliminares, os macrófagos foram então 

tratados com os peptídeos sintéticos por β h nas concentrações de 0,6 μM; 1,β5 μM; β,5 

μM; 5 μM; 10 μM e 1β μM. Como controle positivo foi utilizado H2O2 (peróxido de 

hidrogênio) 10 mM, como controle negativo foram utilizadas células cultivadas apenas 

em meio de cultura e controle de veículo água ultrapura. Em seguida, foi acrescentando 

às células 50 μL de Alamar Blue® e foram incubadas por 24 horas no escuro em estufa 

de CO2 a 5% com temperatura de 37ºC. 

A taxa de redução com base na mudança de cor foi quantificada em leitora de 

microplacas (Thermo Plate) na absorbância de 594 nm. As concentrações e controles 

foram analisados em triplicata. Para cálculo da viabilidade celular foi utilizada a 

fórmula:  

% de viabilidade celular = (OD células tratadas / OD controle negativo) x 100. 

 

d) Teste de invasão com parasitos in vitro 

Macrófagos C57BL/6 com aproximadamente 80% de confluência foram 

coletadas utilizando tripsina (250 mg/mL) e meio de cultura celular DMEM. Em 

seguida, as células foram distribuídas em uma placa de cultura celular de 24 poços (1 x 
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105 células/poço) e mantidas nas mesmas condições de cultura mencionadas 

anteriormente, a fim de permitir a aderência celular. 

Os macrófagos foram então tratados com os peptídeos sintéticos por 2 h nas 

concentrações de 0,6 μM; 1,β5 μM ; β,5 μM; 5 μM; 10 μM. Em seguida, procedeu-se o 

ensaio de invasão na razão parasita 5:1 por 4h à temperatura ambiente com as formas 

amastigotas e promastigotas de Leishmania infantum chagasi e Leishmania 

amazonensis. 

Após o período de infecção, o sobrenadante foi retirado para dosagem de 

citocinas, as lamínulas lavadas com PBS 1x, fixadas com Bouin (Sigma-Aldrich) por 15 

minutos, lavadas com PBS 1x por várias vezes até que a coloração amarelada 

desaparecesse. Em seguida, as lamínulas foram coradas com Giemsa 20% (LaborClin), 

descoradas com acetona (Vetec) e xilol (dimetilbenceno) (Hycel) nas proporções 9:1, 

7:3, 3:7, secas a temperatura ambiente.  

Após 24 horas, as lamínulas foram coladas com Permount (Fisher Scientific) em 

lâminas de vidro previamente identificadas para análises em microscópio óptico com 

objetiva 100X. Foram analisadas 100 células infectadas e quantificados os parasitos 

para determinar o índice de infecção (porcentagem de macrófagos infectados em 100 

células analisadas). 

 

e) Teste de multiplicação com parasitos  

Macrófagos C57BL/6 com aproximadamente 80% de confluência foram 

coletados utilizando tripsina (250 mg/mL) e meio DMEM. Em seguida, as células foram 

distribuídas uma placa de cultura celular de 24 poços com lamínula circular de acordo 

com o tempo usado para multiplicação dos parasitas, então 24 h (6 x 104 células), 48 h 

(4 x 104 células), 72 h (4 x 104 células) e 96 h (2 x 104 células) e mantidas nas mesmas 

condições de cultura mencionadas anteriormente, a fim de permitir a aderência celular. 

Posteriormente, procedeu-se o ensaio de multiplicação. As formas amastigotas e 

promastigotas de L. infantum chagasi e L. amazonensis foram plaqueadas na razão 

parasita 1:1 e, após 4 horas, foram adicionados os peptídeos LC1, LC2, LT e IRREL 

(irrelevante) nas seguintes concentrações: 0,6 μM; 1,β5 μM; β,5 μM; 5 μM; 10 μM por 

24h, 48 h, 72 h e 96 h e mantidas nas mesmas condições de cultura. 

Após o período de cada tratamento, as lamínulas foram lavadas com PBS 1x, 

fixadas com Bouin (Sigma-Aldrich) por 15 minutos, lavadas com PBS 1x por várias 



56 

 

vezes até que a coloração amarelada desaparecesse. Em seguida, as lamínulas coradas 

com Giemsa 20% (LaborClin), foram descoradas com acetona e xilol nas proporções 

9:1, 7:3, 3:7, e secas à temperatura ambiente.  

Após 24 horas, as lamínulas foram coladas com Permount (Fisher Scientific) em 

lâminas de vidro previamente identificadas e analisadas em microscópio óptico com 

objetiva 100X. Foram analisadas 100 células infectadas e quantificados os parasitos 

para determinar o índice de infecção (porcentagem de macrófagos infectados em 100 

células analisadas). 

 

f) Análise estatística 

Os ensaios foram realizados em triplicatas, as diferenças entre as médias foram 

analisadas em two- way ANOVA com pós-teste de Bonferroni no software GraphPad 

Prism versão 5.01 para Windows, considerando-as significativas quando p < 0,05. 

 

5.2.2 Ensaio in vivo – Potencial protetor do peptídeo mimético 10B contra L. 

amazonensis 

 

a) Animais 

Camundongos BALB/c fêmeas (8 semanas de idade) foram obtidos do Biotério 

do Departamento de Bioquímica e Imunologia do Instituto de Ciências Biológicas da 

Universidade Federal de Minas Gerais, os quais foram mantidos sob condições 

controladas de temperatura, umidade e ciclo de luz.  

 

b) Parasitas  

Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PH-8) foi cultivada a 24ºC em meio 

Schneider (Sigma, St. Louis, MO, USA) suplementado com 10% soro bovino fetal 

inativado (FBS, Sigma), 20 mM L-glutamina, 200 U/mL penicilina, e 100 μg/mL 

estreptomicina, com pH 7,4. O extrato antigênico solúvel de L. amazonensis foi 

preparado a partir de culturas de promastigotas na fase estacionária (5 a 7 dias de 

cultura) tal como descrito por Chávez-Fumagalli et al. (2010). 
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c) Imunização e infecção 

Os camundongos foram divididos em cinco grupos (n = 8 por grupo), a saber: 1) 

animais vacinados subcutaneamente na pata esquerda traseira com 1x107 PFU/mL do 

isolado do fago associado a 25 g de saponina (Quillaja saponaria bark saponin; 

Sigma); 2) animais tratados somente com saponina; e 3) animais tratados somente com 

salina. Foram administratadas três doses em intervalos de duas semanas. Quatro 

semanas após a última inoculação, quatro animais de cada grupo foram eutanasiados 

para análise da resposta imune. Nesse mesmo momento, os animais restantes (n = 4 por 

grupo) foram infectados na pata traseira direita com 106 de promastigotas de L. 

amazonensis na fase estacionária. 

 O curso da doença foi monitorado semanalmente medindo-se a espessura da 

pata com um paquímetro eletrônico (799-6/150 model, Starrett, Brasil), e expressado 

como o aumento da lesão da pata direita infectada comparada com a pata esquerda não 

infectada. O desenvolvimento das lesões nas patas foram avaliadas por 11 semanas. 

 

d) Estimativa da carga parasitária 

Os camundongos (n = 4 por grupo) foram eutanasiados na 11ª semana após a 

infecção para coleta do fígado, baço, medula óssea, linfonodo poplíteo e as patas 

infectadas. A carga parasitária foi determinada pelo ensaio de diluição limitante, como 

descrito por Vieira et al. (1996). Resumidamente, os órgãos foram pesados e 

homogeneizados utilizando-se um macerador de tecidos de vidro e tampão fosfato 

salino estéril (PBS). O material foi centrifugado a 150 xg e descartado sobrenadante 

(debris), e as células foram concentradas a 2000 xg. O sedimento celular foi 

ressupendido em 1mL de meio Schneider suplementado com 20% de soro bovino fetal. 

Um volume de 220 µL do material foi colocado em placas de microtitulação com 96 

poços (Nunc, Nunclon, Roskilde, Denmark) e diluídas de forma seriada em meio 

Schneider suplementado (100 a 10-20). Cada amostra foi plaqueada em triplicata e a 

análise foi feita 10 dias após o início da cultura (24oC). Os resultados foram expressos 

em logarítimo de acordo com a diluição correspondente ao último poço positivo para 

presença do parasita, ajustado por micrograma de tecido. 
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e) Análise de Citocinas 

Cultura de esplenócitos e análise de citocinas foram realizadas antes do desafio e 

na 10ª semana após a infecção, conforme Chávez-Fumagalli et al. (2010). 

Resumidamente, preparações de célula única de baço foram plaqueadas em duplicata 

em placas de 24 poços (Nunc) a 5x106 células/mL. As células foram incubadas em meio 

de cultura DMEM (controle) ou estimuladas separadamente com SLA (25 µg/mL), a 

37ºC em 5% CO2 por 48 h. Foram avaliados os níveis de IFN-Ȗ, IL-4, IL-10, IL-12 e 

GM-CSF no sobrenadante por meio do ensaio ELISA usando anticorpos monoclonais 

(captura e detecção) de kits comerciais, incluindo BD OptEIA TM Set Mouse IFN-ϒ 

(AN-18), IL-12 e GM-CSF cat. 2661KI, 2620KI e 2760KI, respectivamente 

(Pharmingen, San Diego, CA, USA) assim como IL- 4 Murine e IL-10 ELISA 

development kits, cat. 900-K49 e 900-K53, respectivamente (PeproTech®, Ribeirão 

Preto, São Paulo, Brasil), seguindo-se as instruções dos fabricantes. 

 

f) Análise de proteínas por Western Blot  

Extratos celulares totais foram obtidos do homogeneizado do tecido da pata 

infectada usando-se tampão de lise (1% Triton X-100, 100 mM Tris/HCl, pH 8.0, 10% 

glicerol, 5 mM EDTA, 200 mM NaCl, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 25mM NaF, 2.5 

g/ml leupeptina, 5 g/ml aprotinina, e 1 mM orthovanadato de sódio). Os lisados 

foram centrifugados a 13.000 x g for 10 min a 4oC, e quantificados usando-se o ensaio 

Bradford obtido da Bio-Rad (Hercules, CA). Os extratos (40 g) foram aplicados em 

10% SDS-PAGE e transferido para membrana de nitrocelulose, como descrito por 

Sousa et al (2010).  

As membranas foram bloqueadas durante a noite a 4ºC com PBS contendo 5% 

de leite em pó desnatado e 0,1% de Tween-20, lavado três vezes com PBS contendo 

0,1% de Tween-20, e incubado com anticorpos monoclonais anti P-ERK1/2, anti-JNK, 

anti-P65/RelA (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA) na diluição de 1:1.000 

em tampão fosfato salino contendo 5% (w/v) BSA e 0,1% de Tween-20. Após lavagem, 

as membranas foram incubadas com anticorpo secundário conjugado com peroxidase 

(1:3.000). Bandas imunorreativas foram visualizadas por meio de um sistema de 

detecção de quimioluminescência, como descrito (GE Healthcare, Piscataway, NJ, 

USA). 



59 

 

Os níveis de P-ERK1/2, P-JNK e P-p65 foram quantificados por análise 

densitométrica (LabImage, Leipzig, Alemanha) e normalizados o nível de -actina na 

mesma amostra. Mudanças no nível de proteína foram estimadas com base nos valores 

controles e os resultados foram expressos como a razão entre P-ERK1/2, P-JNK e P-p65 

para -actina, medidas em unidades arbitrárias. 

 

g) Análise estatística 

A análise estatística foi realizada por one-way ANOVA utilizando pós-teste de 

Bonferroni (software GraphPad Prism versão 5.01 para Windows) para comparações 

entre os grupos experimentais. Para a análise de densitometria foi utilizado o software 

LabImage (Leipzig, Alemanha). Diferenças foram consideradas significantes quando p 

< 0,05.  

 

5.2.3 IDENTIFICAÇÃO DAS PROTEÍNAS LIGANTES 

a) Crescimento e purificação em larga escala de anticorpos recombinantes 

Para a obtenção dos anticorpos recombinantes foi realizado dois biopannings 

individuais de anticorpos ligantes na superfície dos promastigotos de L. infantum 

chagasi e L. amazonensis, seguida de incubação com formas tripomastigotas de T. 

cruzi. Os sobrenadantes contendo as moléculas de Fab na forma solúvel foram 

submetidos a imunoensaios de ELISA. Os anticorpos recombinantes mais reativos 

foram 10E e 12C contra L. infantum chagasi e 2F, 7H contra L. amazonensis 

(ALMEIDA, 2011). 

Os anticorpos recombinantes obtidos foram expressos em larga escala seguindo 

o seguinte procedimento: inoculados individualmente em 1 mL de meio SB contendo  

100 mg/mL  de carbenicilina  e 2% de glicose 2M (v/v) em erlenmeyer e incubados 

overnigth sob a agitação a γ7ºC. No dia seguinte, 50 μL da cultura foram transferidos 

para um novo frasco erlenmeyer contendo 1 mL de meio SB suplementado com 100 

mg/mL de carbenicilina e 2% de glicose 2M (v/v) mantido sob agitação a 37ºC por 4 

horas. A cultura foi centrifugada a 10.000 rpm por 20 minutos a 25 ºC e o sedimento 

ressuspendido em 1 L de meio SB suplementado com100 mg/mL  de carbenicilina, 2% 

de glicose 2M (v/v) e 2 mM de IPTG (isopropil-b-D-galactosídeo) (Promega) e mantido 

sob agitação a 30ºC, overnigth. A cultura foi centrifugada a 10.000 rpm por 20 minutos 
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a 4ºC e o sobrenadante foi purificado em coluna de afinidade (Nisepharose His Trap HP 

– GeHealthcare) em HPLC.  

 

b) Imunoprecipitação 

Beads magnéticos foram ressuspendidos e transferidos para um tubo de 1,5 mL 

com auxílio de um aparato magnético, o sobrenadante foi descartado e os beads foram 

lavados por duas vezes com 1 mL de tampão de ligação. Após a lavagem, os beads 

foram ressuspendidos em tampão de ligação e foi adicionado 1 mL do anticorpo 

recombinante purificado (50 µg). O tubo foi agitado gentilmente e mantido a 

temperatura ambiente sob agitação por 1 h. O sobrenadante foi descartado e os beads 

lavados duas vezes. 

Aos beads magnéticos foi adicionado o extrato proteico (1.000 µg) de 

Leishmania amazonensis e Leishmania infantum chagasi, respectivamente, para cada 

anticorpo recombinante, e incubado por 30 minutos a temperatura ambiente. 

Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e os beads lavados 4 vezes e, em seguida, 

foi adicionado 10 µL de tampão de amostra para SDS-PAGE e incubados por 5 minutos 

a 100ºC. Após incubação, eles foram separados utilizando aparato magnético e o eluato 

transferido para dois tubos, dos quais um foi analisado por SDS-PAGE e o outro foi 

analisado por espectrometria de massas. 

 

c) Eletroforese em SDS-PAGE 

As amostras em tampão foram aplicadas em cada poço do gel. Foi utilizado um 

marcador de peso molecular (SIGMA MARKERTM Wide Molecular Weight Range) 

para determinar o tamanho das proteínas no gel. Foram utilizados dois tampões de 

corrida: ânodo (Tris-HCl 0,2M pH 8,9) e cátodo (Glicina 0,1M; Tris 0,1M; 0,1% de 

SDS). A corrente foi fixada em 120V e a corrida foi realizada por 2 horas. O gel foi 

transferido para uma membrana de nitrocelulose (GE Healthcare). 

A membrana foi bloqueada durante 1 hora com 3% de BSA em PBS, lavadas e, 

em seguida, três vezes em tampão de lavagem contendo PBS-Ta 0,1%. Em seguida, a 

membrana foi incubada durante a noite a 4°C com anticorpo recombinante purificado, 

lavadas três vezes e incubadas durante 1 hora com anti-His conjugado com peroxidase 

(GE Healthcare) diluída 1: 5.000 em PBS mais 3% BSA. A membrana foi lavada e 

revelada em ECL (GE Healthcare). 
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6. RESULTADOS  
6.1 ABORDAGEM DIAGNÓSTICA 
6.1.1 Caracterização dos pacientes  
A amostra em estudo foi composta por 263 indivíduos, sendo 123 pacientes com leishmaniose 
visceral, 45 com leishmaniose tegumentar, 55 pacientes com coinfecção LV-HIV e 40 pacientes 
HIV-positivos (Tabela 1). 

 

Características Categorias LV (%) LT (%) LV-HIV (%) HIV (%)  

Sexo 
Feminino 90 (73%) 25 (55,5%) 33 (60%) 27 (67,5%) 

Masculino 33 (27%) 20 (44,5%) 22 (40%) 13 (32,5%) 

Idade 
< 15 anos 30 (24%) 10 (22,3%) 0 0 

≥ 15 anos 93 (76%) 35 (77,7%) 55 (100%) 40 (100%) 

Cor 

Branca 53 (43%) 19 (42,2%) 21 (38,2%%) 19 (47,5%) 

Negra 33 (27)%) 9 (20%) 19 (34,5%) 4 (10%) 

Parda 37 (30%) 17 (37,8%) 15 (27,3%) 17 (42,5%) 

Grau de instrução 

Analfabeto 63 (51,2%) 15 (33,3%) 21 (38,2%) 9 (22,5%) 

   Ensino fundamental incompleto 27 (22%) 13 (29%) 15 (27,2%) 11 (27,5%) 

Ensino fundamental completo 13 (10,6%) 9 (20%) 9 (16,4%) 7 (17,5%) 

Ensino médio incompleto 15 (12,2%) 5 (11,1%) 7 (12,7%) 8 (20%) 

Ensino médio completo 5 (4%) 3 (6,6%) 3 (5,5%) 5 (12,5%) 

Local de moradia 
Zona urbana 28 (22,7%) 17 37,8%) 20 (36,4%) 25 (62,5%) 

Zona rural 95 (77,3%) 28 (62,2%) 35 (63,6%) 15 (37,5%) 

Renda familiar  

< 1 salário mínimo 64 (52%) 21 (46,7%) 28 (51%:) 20 (50%) 

1 a 2 salários mínimos 48 (39%) 15 (33,3%) 17 (31%) 17 (42,5%) 

> 2 salários mínimos 11 (9%) 9 (20%) 10 (18%) 3 (7,5%) 

Destino de 
dejetos humanos 

Sistema de esgoto 61 (49,6%) 15 (33,2%) 17 (31%) 15 (37,5%) 

Fossa séptica 28 (22,7%) 9 (20%) 18 (32,7%) 11 (27,5%) 

Fossa negra 18 (14,7%) 11 (24,5%) 9 (16,3%) 9 (22,5%) 

Não possui 16 (13%) 10 (22,3%) 11 (20%) 5 (12,5%) 

Abastecimento 
de água 

Rede pública 20 (16,3%) 20 (44,5%) 17 (31%) 17 (42,5%) 

Poço 66 (53,7%) 16 (35,5%) 15 (27,2%) 13 (32,5%) 

Cisterna 37 (30%) 9 (20%) 23 (41,8%) 10 (25%) 

Destino do lixo 

Rede pública 25 (20,3%) 23 (51%) 13 (24%) 25 (62,5%) 

Incineração própria 89 (72,4%) 9 (20%) 32 (58%) 10 (25%) 

Não possui 9 (7,3%) 13 (29%) 10 (18%) 5 (12,5%) 

Tabela 1 - Características demográficas e socioeconômicas dos grupos de pacientes atendidos no Hospital 
Presidente Vargas, São Luís - MA no período de 2012 a 2015. 
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A faixa etária predominante nos grupos estudados foi maior de 15 anos, do sexo 

feminino, de cor branca e analfabeta. Quanto às características socioeconômicas, a 

maioria é procedente da zona rural, com renda familiar menor a 1 salário mínimo; 

possui destinação específica para os dejetos humanos; possui poços como fonte de água 

para abastecimento. 

 

6.1.2 Ensaio imunoenzimático com peptídeos sintéticos em soro dos pacientes 

com leishmaniose 

A dosagem de anticorpos revelou que os peptídeos LC1 e LC2 apresentaram 

uma diferença altamente significativa (p < 0,0001) quando o grupo de pacientes com  

leishmaniose visceral foi comparado ao grupo controle, apresentando um valor de de 

cut-off igual a 0,16 para o peptídeo LC1 e de 0,13 para o peptídeo LC2 (Figuras 5 A. e 

5C.). 

O peptídeo LC1 apresentou 98,4 de sensibilidade e 100% de especificidade, 

enquanto o peptídeo LC2 apresentou 100% de sensibilidade e especificidade, 

considerando uma curva ROC com área de 0,991 para LC1 e de 1 para LC2 (Figuras 

5B. e 5D.), o diagnóstico realizado utilizando o extrato proteico revelou  83% de 

sensibilidade  e  95%  de especificidade (Figura 3F.). Ao correlacionar os resultados 

obtidos com o extrato proteico, observa-se uma forte correlação entre a reatividade dos 

peptídeos miméticos com aquela obtida com o extrato proteico utilizado no diagnóstico 

atual, (R2 = 0,967 e y = 0,992x + 0,004 (para LC1) e R2 = 0,888 e y = 0,979x + 0,022 

(para LC2). 
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Figura 5. Detecção de anticorpos por ELISA utilizando peptídeos miméticos LC1 e LC2. A. 
Reatividade de LC1 com soros de pacientes com leishmaniose visceral (LV) e recém-nascidos 
(CN). B. Curva ROC apresentando a sensibilidade e especificidade. C. Reatividade de LC2 com 
pacientes de leishmaniose visceral e recém-nascidos. D. Curva ROC. E. ELISA utilizando extrato 
proteico em soros de pacientes com leishmaniose visceral (LV) e recém-nascidos (CN). F. Curva 
ROC apresentando a sensibilidade e especificidade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os peptídeos LC1 e LC2, ao serem testados com soros individuais de pacientes 

com coinfecção LV-HIV, apresentaram também diferença altamente significativa (p < 

0,0001), com valor de cut-off igual a 0,11 (Figura 6). Os peptídeos apresentaram 100% 

de sensibilidade e 100% de especificidade, revelando curvas ROC com áreas de 1 

(Figuras 6C. e 6D.). Para o diagnóstico realizado utilizando o extrato proteico, 

observou-se 83% de sensibilidade e 95% de especificidade (Figura 6F.).  A correlação 
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entre as reatividades obtidas com LC1 e LC2, comparadascom o extrato proteico, 

demonstrou uma forte correlação dos peptídeos com o diagnóstico atual, com R2 = 

0,955 e  y = 1,033x – 0,002 (LC1) e  R2 = 0,973 e y = 0,987x + 0,012 (LC2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. A. C. Soros de pacientes com coinfecção LV-HIV e grupo de recém-nascidos usado 
como controle negativo (CN). Os soros foram testados individualmente quanto à sua 
capacidade para se ligar ao peptídeo sintético LC1 e LC2. A linha horizontal corresponde ao 
valor cut-off  0,11. B. Curva ROC apresenta 100% de sensibilidade e a especificidade. A área 
sob a curva (AUC) e o correspondente valor p < 0,0001 são indicados no gráfico. E. ELISA 
utilizando extrato proteico contra soro de pacientes com leishmaniose visceral (LV) e recém-
nascidos (CN). F. Curva ROC apresentando a sensibilidade e especificidade. 
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A detecção de anticorpos utilizando os peptídeos LC1 e LC2 em grupos assintomático, 

curado e sadio revelou uma diferença altamente significativa (p < 0,0001) quando estes 

grupos foram comparados entre si. O valor de cut- off revelado foi 0,14 para o peptídeo 

LC1 e 0,16 para o peptídeo LC2. (Figuras 7A. e 7C.). Os peptídeos apresentaram 100% 

de sensibilidade e de 100% de especificidade, considerando curvas ROC com área de 1 

(Figuras 7B. e 7D.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O peptídeo LT foi usado na detecção dos anticorpos para avaliar a sua capacidade de se 

ligar aos soros individuais de pacientes com leishmaniose tegumentar e de recém-nascidos. Ao 

comparar os grupos, observou-se diferença altamente significativa (p < 0,0001),  valor de cut- 

off 0,11 com 100% de sensibilidade e especificidade na curva ROC com área 

correspondendo a 1  (Figuras 8A., 8B.). O diagnóstico atual (extrato proteico) revelou 

uma forte correlação, com R2 = 0,870 e y = 0.978x + 0.005 (Figuras 8C., 8D.). 

 

Figura 7. A e C: Soros de grupos assintomático, curado e sadio testados quanto à sua 
capacidade para se ligar ao peptídeo sintético LC1 e LC2. A linha horizontal corresponde o 
valor cut-off  0,11. B. Curva ROC apresenta 100% de sensibilidade e 100% de 
especificidade. A área sob a curva (AUC) e o correspondente valor  p < 0,0001 são 
indicados. no gráfico.  
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6.1.3  Ensaio imunoenzimático com peptídeos sintéticos em saliva dos pacientes 
com leishmaniose 

As salivas individuais dos pacientes com leishmaniose visceral e o grupo 

controle foram testados para avaliar a capacidade de se ligarem aos peptídeos LC1 e ao 

peptídeo LC2. O grupo dos pacientes quando comparado ao grupo controle apresentou 

diferença altamente significativa (p < 0,0001) e um valor de valor de cut-off igual a 0,16 

para o peptídeo LC1 e cut-off de 0,13 para o peptídeo LC1. A curva ROC mostra que o 

teste apresentou 100% sensibilidade e 100% de especificidade nos dois peptídeos 

testados (Figura 9). 

 

Figura 8. A. Detecção de anticorpos por ELISA utilizando o peptídeo LT em soros individuais de 
pacientes com leishmaniose tegumentar (LT) e grupo de recém-nascidos usado como controle 
negativo (CN). A linha horizontal corresponde ao valor cut-off  0,11. B. Curva ROC apresenta 
100% de sensibilidade e 100% de especificidade. A área sob a curva (AUC) e o correspondente 
valor p < 0,0001 são indicados no gráfico. C. ELISA utilizando extrato proteico com de 
leishmaniose tegumentar (LT) e recém-nascidos (CN). D. Curva ROC apresentando a sensibilidade 
e especificidade. 
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O peptídeo LT ao ser testado com saliva individual dos pacientes com 

leishmaniose tegumentar e o grupo controle apresentou diferença altamente significativa 

(p < 0,0001) e cut-off 0,12. A curva ROC construída apresenta sensibilidade e 

especificidade de 100% (Figura 10). 

 

 

 

 

Figura 9. A. C. Amostras de saliva de pacientes com leishmaniose visceral (LV) e grupo 
controle de amostras de indivíduos de área endêmica (CN). As salivas foram testadas 
individualmente quanto à sua capacidade para se ligar ao peptídeo sintético LC1 e ao peptídeo 
LC2. A linha horizontal corresponde o valor cut-off  0,16 (LC1) e 0,13 (LC2).  B. D. Curva 
ROC apresenta 100% de sensibilidade e a especificidade. A área sob a curva (AUC) e o 
correspondente valor estão indicados no gráfico. 
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6.1.4  Reação cruzada dos peptídeos sintéticos 

Após analisar a especificidade dos peptídeos LC1 e LC2 com soros individuais 

de pacientes LV, foi verificado se os peptídeos apresentavam reação cruzada com soros 

de Doenças de Chagas (n = 60), Malária (n = 65) e Hanseníase Tuberculoide (n =20) 

doenças que compartilham sintomas com LV. Como controle negativo foi utilizado os 

soros de recém-nascidos. 

Os peptídeos apresentaram diferença altamente significativa (p < 0,0001) 

quando o grupo LV foi comparado ao controle negativo, grupo da Malária, da Doença 

de Chagas e da Hanseníase Tuberculoide apresentaram sensibilidade e especificidade de 

100%, refletidas na curva ROC, comprovando que os peptídeos sintéticos LC1 e LC2 

são específicos para LV (Figura 11). 

 

 

 

 

 

Figura 10. A. Amostras de salivas de pacientes com leishmaniose tegumentar (LT) e grupo 
controle de amostras de indivíduos de área endêmica (CN). As salivas foram testadas 
individualmente quanto à sua capacidade para se ligar ao peptídeo sintético LT. A linha horizontal 
corresponde o valor cut-off  0,12. B. Curva ROC apresenta 100% de sensibilidade e 100% de 
especificidade. A área sob a curva (AUC) e o correspondente valor estão indicados no gráfico. 
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Figura 11. A. C. E. Testes de reação cruzada com amostras de soros de pacientes com 
leishmaniose visceral (LV), Malária (ML), Doenças de Chagas (DC), Hanseníase Tuberculoide 
(HT) e controle negativo (CN). A linha horizontal corresponde o valor cut-off  0,11. Teste de 
reação cruzada com amostras de soros de pacientes com leishmaniose tegumentar (LT), 
Hanseníase Virchowiana (HT) e controle negativo (CN). B. D. F. Curva ROC apresenta 100% 
de sensibilidade e 100% de especificidade. A área sob a curva (AUC) e o correspondente valor 
estão indicados no gráfico. 
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6.2 ABORDAGEM VACINAL 
6.2.1 Ensaios in vitro 

a) Viabilidade Celular 

As análises de viabilidade celular foram realizadas a fim de determinar a 

concentração dos peptídeos sintéticos para leishmaniose (LC1, LC2, LT) e do peptídeo 

controle IRREL (Irrelevante) a serem utilizadas nos tratamentos. As concentrações 

testadas foram 0,6 μM; 1,β5 μM; β,5 μM; 5 μM; 10 μM; 1β μM. As análises mostraram 

que, para os quatro peptídeos testados, a concentração acima de 10 μM induz 

viabilidade celular inferior a 70%, sendo por isso, descartadas (Figura 12). 

 

 

 

b) Teste de invasão in vitro 

Macrófagos da linhagem C57BL/6 foram tratados com o peptídeo LC1 e o 

peptídeo IRREL (irrelevante) por 2 horas nas concentrações de 0,6 μM; 1,β5 μM; β,5 

μM; 5 μM; 10 μM e infectados com formas amastigotas e promastigotas de Leishmania 

chagasi por 4 horas. Ao comparar os animais tratados com os peptídeos e os controles, 

observou- se que LC1 diminuiu a invasão dos parasitos amastigotas e promastigotas em 

todas as concentrações (p < 0,0001). Entre os controles negativo e de veículo não houve 

diferença significativa. O mesmo resultado foi observado para o número de parasitas 

internalizados (p < 0,0001), sendo esse efeito maior para a dose de 10 μM. Entre os 

controles não houve diferença significativa (Figura 13). 

Figura 12. Ensaio de viabilidade celular pela resazurina em macrófagos C57BL/6 
tratados com os peptídeos LC1, LC2, LT e IRREL.  
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As células de murinos C57BL/6 foram tratadas por 2 horas com os peptídeos 

LC2 e peptídeo IRREL (irrelevante) nas mesmas concentrações (0,6 μM; 1,β5 μM; β,5 

μM; 5 μM; 10 μM), controle negativo (CN) e controle de veículo (CV) e infectados com 

formas amastigotas e promastigotas de L. infantum chagasi por 4 horas. Ao analisar a 

invasão e comparar os grupos de tratamento, observou-se também que o grupo tratado 

com esse peptídeo apresentou uma diminuição significativa (p < 0,0001) de células 

infectadas, bem como do número de parasitos amastigotas e promastigotas 

internalizados. Essa diminuição, mais uma vez, ocorreu em todas as concentrações do 

peptídeo, sendo maior para a concentração de 10 μM (células infectadas) e para as duas 

maiores concentrações (parasitas internalizados) (Figura 14). Não houve diferença 

Figura 13. Macrófagos murinos C57BL/6 tratados com o peptídeo LC1 e Irrelevante por 2 horas 
nas concentrações 0,6 μM; 1,β5 μM ; β,5 μM; 5 μM; 10 μM, controle negativo (CN), controle de 
veículo (CV) (em triplicata). A. Infecção por 4 horas com formas amastigotas (5:1) de Leishmania 

infantum chagasi. B. Índice de infecção (número de parasitos em 100 células infectadas). C. 
Infecção por 4 horas com formas promastigotas (5:1) de Leishmania infantum chagasi. D. Índice 
de infecção. Os dados representam média e desvio-padrão. Two way ANOVA; teste de Bonferroni. 
Letras diferentes: há diferença altamente significativa (p < 0,0001). ** indica maior redução de 
células infectadas e de parasitos internalizados em relação as demais concentrações (p < 0,0001). 
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significativa no número de parasitas internalizados na maior concentração de peptídeos, 

tanto para amastigotas quanto promastigotas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ao tratar as células de murinos da linhagem C57BL/6 com o peptídeo LT e o 

peptídeo IRREL por 2 horas nas seguintes concentrações: 0,6 μM; 1,β5 μM; β,5 μM; 

5μM; 10 μM, controle negativo e controle de veículo e, posteriormente, infectá-las com 

formas amastigotas e promastigotas de L. amazonensis. Ao analisar a infecção, 

observou-se que o tratamento com o peptídeo LT quando comparado ao peptídeo 

IRREL apresentou um diferença altamente significativa (p < 0,0001), ou seja, a 

diminuição das células infectadas diminuiu em todas as concentrações, o mesmo 

Figura 14. Macrófagos murinos C57BL/6 tratados com o peptídeo LC2 e IRREL (irrelevante) 
por 2 horas nas concentrações 0,6 μM; 1,β5 μM ; β,5 μM; 5 μM; 10 μM, controle negativo 
(CN), controle de veículo (CV) (em triplicata). A. Infecção por 4 horas com formas amastigotas 
(5:1) de L.infantum chagasi. B. Índice de infecção (número de parasitos em 100 células 
infectadas). C. Infecção por 4 horas com formas promastigotas (5:1) de L. infantum chagasi. D. 
Índice de infecção. A. B. Com o aumento da concentração diminuiu a invasão dos parasitos. C. 
D. O índice de infecção diminui com o aumento da concentração do peptídeo. Os dados 
representam média e desvio-padrão. Two way ANOVA; teste de Bonferroni. Letras diferentes: 
há diferença altamente significativa (p < 0,0001). ** indica maior redução de células infectadas 
em relação as demais concentrações (p < 0,0001). 
 
. 
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ocorreu para o índice de infecção (número de parasitas internalizados), sendo maior o 

efeito para a maior concentração testada (Figuras 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

c) Ensaio de multiplicação in vitro 

A redução do número de parasitos foi altamente significativa nos testes de 

invasão, baseado nisso, procedeu-se a realização dos testes de multiplicação em 

diferentes tempos de tratamento dos peptídeos sintéticos. 

Macrófagos infectados com formas amastigotas ou promastigotas de L. infantum 

chagasi foram expostas aos peptídeos LC1 e IRREL durante 24 h, 48 h, 72h e 96 h nas 

seguintes concentrações 0,6 μM; 1,β5 μM; β,5 μM; 5 μM; 10 μM, controle negativo e 

Figura 15. Macrófagos murinos C57BL/6 tratados com o peptídeo LT e IRREL (irrelevante) 
por 2 horas nas concentrações 0,6 μM; 1,β5 μM; β,5 μM; 5 μM; 10 μM, controle negativo 
(CN), controle de veículo (CV) (em triplicata). A. Infecção por 4 horas com formas 
amastigotas (5:1) de L. amazonensis. B. Índice de infecção (número de parasitos em 100 
células infectadas). C. Infecção por 4 horas com formas promastigotas (5:1) D. Índice de 
infecção. A. B. Com o aumento da concentração diminuiu a invasão dos parasitos. C. D. O 
índice de infecção diminui com o aumento da concentração do peptídeo. Os dados representam 
média e desvio-padrão. Two way ANOVA; teste de Bonferroni. Letras iguais: Letras 
diferentes: há diferença altamente significativa (p < 0,0001). ** indica maior redução de 
células infectadas e de parasitos internalizados em relação as demais concentrações (p < 
0,0001). 
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controle de veículo. Nos tratamentos com LC1 foi observado que a multiplicação dos 

parasitos quando comparado ao controles de veículo, controle negativo e ao tratamento 

com o peptídeo IRREL apresentou diferença altamente significativa (p < 0,0001), ou 

seja, o peptídeo LC1 foi capaz de diminuir a multiplicação do parasito internalizado no 

macrófago. Este efeito foi significativamente maior para as maiores concentrações 

testada (5 μM e 10 μM).  Entre os controles não houve diferença significativa (Figuras 

16 e 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Macrófagos murinos C57BL/6 infectados com amastigotas (1:1) de L.infantum chagasi 

expostos ao peptídeo LC1, IRREL, controle negativo e controle de veículo durante 24 h, 48 h, 72 
h e 96 h nas seguintes concentrações 0,6 μM; 1,β5 μM; β,5 μM; 5 μM; 10 μM controle negativo 
(CN), controle de veículo (CV) (em triplicata). A redução da multiplicação do parasita com o 
aumento da concentração em todos os tratamentos (A. B. C. D). Two-way ANOVA; teste de 
Bonferroni. Letras diferentes: há diferença altamente significativa (p < 0,0001) quando 
comparadas aos controles. ** não diferem entre si e diferem das demais concentrações. 
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Células de murinos da linhagem C57BL/6 infectados com formas amastigotas ou 

promastigotas de L. infantum chagasi foram tratadas com os peptídeos LC2 e IRREL 

durante 24 h, 48 h, 72h e 96 h nas seguintes concentrações 0,6 μM; 1,β5 μM; β,5 μM; 5 

μM; 10 μM, controle negativo e controle de veículo. Nos tratamentos com LCβ foi 

observado que a multiplicação dos parasitos, quando comparado ao controles de 

veículo, controle negativo e ao tratamento com o peptídeo IRREL, apresentou diferença 

altamente significativa (p < 0,0001), ou seja, o peptídeo LC2 foi capaz de diminuir a 

multiplicação do parasito internalizado no macrófago. Este efeito foi significativamente 

Figura 17. Macrófagos murinos C57BL/6 infectados com promastigotas (1:1) de L. infantum 

chagasi tratados com o peptídeo LC1, IRREL, controle negativo e controle de veículo durante 
24 h, 48 h, 72 h e 96 h nas seguintes concentrações 0,6 μM; 1,β5 μM; β,5 μM; 5 μM; 10 μM 
controle negativo (CN), controle de veículo (CV). A redução da multiplicação do parasita com 
o aumento da concentração em todos os tratamentos. Two-way ANOVA; teste de Bonferroni. 
Letras diferentes: há diferença altamente significativa (p < 0,0001) quando as concentrações 
são comparadas aos controles. ** não diferem entre si e diferem das demais concentrações. 
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maior para as maiores concentrações testadas (5 μM e 10 μM). Entre os controles não 

houve diferença significativa (Figuras 18 e 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18.  Macrófagos murinos C57BL/6 infectados com amastigotas (1:1) de L.infantum 

chagasi tratados com o peptídeo LC2, IRREL, controle negativo e controle de veículo durante 
24 h, 48 h, 72 h e 96 h nas seguintes concentrações 0,6 μM; 1,β5 μM; β,5 μM; 5 μM; 10 μM 
controle negativo (CN), controle de veículo (CV) (em triplicata). A redução da multiplicação do 
parasita com o aumento da concentração em todos os tratamentos. Two way ANOVA; teste de 
Bonferroni. Letras diferentes: há diferença altamente significativa (p < 0,0001) quando as 
concentrações são comparadas aos controles. ** não diferem entre si e diferem das demais 
concentrações. 
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Macrógafos de murinos da linhagem C57BL/6 infectados com formas 

amastigotas ou promastigotas de L. amazonensis foram tratadas com os peptídeos LT e 

IRREL durante 24 h, 48 h, 72h e 96 h nas seguintes concentrações 0,6 μM; 1,β5 μM; 

β,5 μM; 5 μM; 10 μM, controle negativo e controle de veículo. Nos tratamentos com LT 

foi observado que a multiplicação dos parasitos, quando comparado ao controles de 

veículo, controle negativo e ao tratamento com o peptídeo IRREL, apresentou diferença 

altamente significativa (p < 0,0001), ou seja, o peptídeo LT foi capaz de diminuir a 

multiplicação do parasito internalizado no macrófago. Este efeito foi significativamente 

maior para as maiores concentrações testadas (5 μM e 10 μM). Entre os controles não 

houve diferença significativa (Figuras 20 e 21). 

 

Figura 19.  Macrófagos murinos C57BL/6 infectados com promastigotas (1:1) de L.infantum 

chagasi tratados com o peptídeo LC2, IRREL, controle negativo e controle de veículo durante 
24 h, 48 h, 72 h e 96 h nas seguintes concentrações 0,6 μM; 1,β5 μM; β,5 μM; 5 μM; 10 μM 
controle negativo (CN), controle de veículo (CV). Two way ANOVA; teste de Bonferroni. 
Letras diferentes: há diferença altamente significativa (p < 0,0001) quando as concentrações 
são comparadas aos controles. ** não diferem entre si e diferem das demais concentrações. 
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Figura 20.  Macrófagos murinos C57BL/6 infectados com amastigotas (1:1) de L. amazonensis 

tratados com o peptídeo LT, IRREL, controle negativo e controle de veículo durante 24 h, 48 h, 
72 h e 96 h nas seguintes concentrações 0,6 μM; 1,β5 μM; β,5 μM; 5 μM; 10 μM, controle 
negativo (CN), controle de veículo (CV). Os dados representam média e desvio-padrão. Two-

way ANOVA; teste de Bonferroni. Letras diferentes: há diferença altamente significativa (p < 
0,0001) quando as concentrações são comparadas aos controles. ** não diferem entre si e 
diferem das demais concentrações. 
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6.2.2 Ensaio in vivo - Potencial protetor do peptídeo mimético 10B contra L. 

amazonensis 

 

A imunogenicidade do clone 10B associada com saponina foi avaliada em 

camundongos BALB/c depois de um programa de imunização. Após estimulação, as 

células do baço dos camundongos vacinados produziram níveis significativamente mais 

elevados de IFN-Ȗ, IL-12, GM-CSF e IL-10 quando comparadas ao grupo controle 

(salina, saponina, clone irrelevante e clone irrelevante com saponina), não tendo sido 

observado aumento na produção de IL-4 (Figura 22). 

 

Figura 21.  Macrófagos murinos C57BL/6 infectados com promastigotas (1:1) de L. 

amazonensis tratados com o peptídeo LT, IRREL, controle negativo e controle de veículo 
durante 24 h, 48 h, 72 h e 96 h nas seguintes concentrações 0,6 μM; 1,β5 μM; β,5 μM; 5 μM; 
10 μM, controle negativo (CN), controle de veículo (CV). Os dados representam média e 
desvio-padrão. Two way ANOVA; teste de Bonferroni. Letras diferentes: há diferença 
altamente significativa (p < 0,0001) quando as concentrações são comparadas aos controles. ** 
não diferem entre si e diferem das demais concentrações. 
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Para avaliar se o clone 10B associado com saponina foi capaz de induzir 

proteção contra L. amazonensis, os camundongos infectados foram acompanhados 

durante 10 semanas e quantificada a carga parasitária no baço (Figura 23A.), fígado 

(Figura 23B.), medula óssea (Figura 23C.), lifonodo (Figura 23D.) e na pata infectada 

(Figura 23E.). Foi observado que o número de parasitas reduziu significativamente nos 

órgãos analisados dos camundongos vacinados quando comparados com o controle (p < 

0,0001). Os camundongos imunizados com o clone 10B associado com saponina 

apresentaram reduções significativas na lesão na pata após cinco semanas de infecção 

em comparação com os grupos controle (p < 0,005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Imunogenicidade do clone 10B associada com saponina contra L. 

amazonensis. Células de baço obtidas a partir de camundongos após 10 semanas de 
imunização com o clone 10B e os controles. Cada barra representa a média ± DP dos 
dados de quatro camundongos. Diferenças estatisticamente significativas em IFN-Ȗ,  IL-
12, GM-CSF e IL-10 entre o grupo clone 10B mais saponina e os controles foram 
observadas (* p < 0,005). 
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Após o desafio, a produção de citocinas foi analisada nos sobrenadantes das 

células do baço dos camundongos estimulados com o clone 10B e extrato proteico 

(SLA) para avaliar a proteção induzida pelo clone 10B. As células do baço dos animais 

vacinados com o clone 10B associado com saponina produziram níveis mais elevados 

de IFN-Ȗ¸ IL-12, GM-CSF, enquanto IL-4 e IL-10 apresentam níveis menores quando 

comparados ao grupo tratado com SLA e aos grupos controle após 10 semanas de 

infecção (Figura 24). 

 

 

Figura 23. Quantificação da carga parasitária após 10 semanas da infecção por L. 

amazonensis nos órgãos: baço (A), fígado (B), medula óssea (C), linfonodo (D) e patas  
infectadas (E). Cada barra representa a média ± DP dos dados de cada camundongo (n = 
4). Diferenças significativas da carga parasitária entre o grupo tratado com clone 10B 
mais saponina e os grupos controles (*p < 0,0001). N.D. Não detectado. (F) 
Desenvolvimento da lesão na pata de camundongos imunizados com clone 10B associado 
com saponina após o desafio com L. amazonensis. Os dados representam a média ± DP 
de quatro camundongos em cada grupo. Diferenças estatisticamente significativas na 
lesão da pata entre o grupo tratado com clone 10B mais saponina e os grupos controle 
foram observadas (* p < 0,005). 
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Para verificar as vias de sinalização que estão relacionadas com a resposta imune 

induzida pelo clone 10B contra L. amazonensis, foram analisados os níveis de 

fosforilação das proteínas ERK1/2, JNK e p65/RelA extraídas das patas dos 

camundongos. Aumento dos níveis de fosforilação de algumas proteínas MAPK 

(ERK1/2 e JNK) e NF-kB (p65/RelA) foram observados no grupo de camundongos que 

foi imunizado pelo clone 10B associado com saponina quando comparado com os que 

receberam PBS (Figura 25). A análise densitométrica de cada nível de fosforilação 

comparada com ȕ-actina mostrou aumento com diferenças estatisticamente 

significativas para todas proteínas testadas (p < 0,05).  

 

 

 

Figura 24. Resposta imune celular induzida pelo clone 10B associado com saponina após a 
infecção. As células do baço obtidas de camundongos imunizados com o clone 10B associado 
a saponina e os controles. Cada barra representa a média ± DP dos dados de quatro 
camundongos. Diferenças estatisticamente significativas para GM-CSF, IFN-Ȗ, IL-12, IL-4 e 
IL-10 entre os níveis do clone 10B grupo mais saponina e os grupos controles foram 
observadas (* p < 0,0001). 
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6.3. Identificação da proteína de ligação do anticorpo recombinante 

O ensaio com os anticorpos recombinantes permitiu identificar duas proteínas 

para L. amazonensis com aproximadamente 42 KDa e duas para L. infantum  chagasi 

com aproximadamente 26 KDa (Figura 26). 

 

 

 

Figura 25. Níveis de fosforilação de ERK1/2, JNK e p65/RelA de proteínas extraídas da pata do 
camundongo imunizado com o clone 10B associado com saponina seguido do desafio com L. 

amazonensis. A: Extrato das proteínas P-ERK1/2, anti-JNK ou anti P-p65 (topo), ou anti--
actina. B: Análise densitométrica através do software LabImage software. Os resultados são 
expressos como a média de três camundongos. * p  < 0,05 quando comparado com camundongos 
tratados com PBS. 



84 

 

 

 

 

 

  

 

 

7. DISCUSSÃO 
 

Em virtude das características epidemiológicas e do conhecimento ainda 

insuficiente sobre vários elementos que compõem a cadeia de transmissão e evolução 

clínica das leishmanioses, as estratégias de controle ainda são poucos efetivas e estão 

centradas no diagnóstico precoce e, embora existam várias técnicas disponíveis, 

nenhuma apresenta 100% de sensibilidade e especificidade (MATLASHEWSKI et al., 

2001; GONTIJO E MELO, 2004; BRASIL 2014; ELMAHALLAWY et al., 2014). 

Assim, é necessário o desenvolvimento de novas ferramentas que permitam um 

diagnóstico mais sensível e mais específico, incluindo novos marcadores de infecção. 

Nesse sentido, este presente trabalho propôs a validação de antígenos miméticos de 

Leishmania para aplicação diagnóstica e vacinal. 

Peptídeos miméticos mostram-se como fortes candidatos na busca de novos 

biomarcadores pelo fato dessas moléculas imitarem antígenos específicos de 

determinados patógenos, pelo menos em um epítopo particular (GOULART, 2010). 

Nesse sentido, a tecnologia Phage display é pioneira em selecionar esses peptídeos e 

Figura 26.  Western Blot das proteínas ligantes aos anticorpos recombinantes 2F, 7H referentes 
à L. amazonensis, de aproximadamente 42 Kda; 10 E e 12 C referentes à L. infantum chagasi, 
de aproximadamente 26 Kda. 
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tem provado ser útil na seleção de moléculas específicas que são altamente reativas 

contra uma variedade de alvos biológicos (SMITH, 1985; COSTA et al., 2014). 

Baseado nisso, peptídeos recombinantes sintéticos selecionados por Phage 

display foram testados em ensaios imunoenzimáticos utilizando soro e saliva 

individuais de pacientes infectados com Leishmania infantum chagasi (LC1 e LC2) ou 

Leishmania amazonensis (LT), os quais apresentaram alta sensibilidade e especificidade 

na detecção de anticorpos circulantes de pacientes com leishmaniose visceral e 

tegumentar, respectivamente. 

O peptídeo LC1 apresentou 98,4% de sensibilidade e 100% de especificidade, 

enquanto LC2 mostrou 100% de sensibilidade e de especificidade quando testados em 

soros individuais de pacientes, revelando maior sensibilidade, especificidade e 

reatividade, quando comparado ao ensaio imunoenzimático que utiliza o complexo de 

extrato proteico do parasito, atualmente utilizado para o diagnóstico, cuja sensibilidade 

varia de 71% a 100% e especificidade, entre 85% a 100% em soro de pacientes. Houve 

também uma forte correlação com o ensaio ELISA usando os peptídeos recombinantes e 

o extrato proteico. 

Os resultados de testes sorológicos utilizando imunofluorescência indireta (RIFI) 

ou ELISA (com antígenos brutos do parasito) não são conclusivos, pois um teste 

positivo necessariamente não indica doença ativa (GONTIJO E MELO, 2004). 

Entretanto, resultados recentes em uma série de pacientes de São Paulo residentes em 

uma área endêmica de leishmaniose visceral apresentaram positividade em torno de 

90% dos casos (GOTO et al., 2005). A importância da escolha do antígeno foi 

mencionada por Gontijo e Melo (2004), pois o uso de antígenos totais ou de parasitas 

inteiros, frequentemente resultam em uma baixa especificidade na detecção de 

anticorpos específicos para a doença. 

Alguns estudos relatam que a utilização do antígeno bruto ou total limita a 

especificidade propiciando reações cruzadas com outros tripanossomatídeos 

(CABALLERO et al., 2007; MATOS et al., 2015). Nossos resultados mostraram que os 

peptídeos recombinantes LC1 e LC2 não apresentaram reação cruzada com doença de 

Chagas, Malária e Hanseníase Tuberculoide, ressaltando a maior especificidade destes 

peptídeos miméticos, o que tem grande relevância no diagnóstico, sobretudo nos locais 

nos quais é compartilhada a ocorrência de diferentes doenças, cujas apresentações 

clínicas se sobrepõem. Importante ressaltar também que os peptídeos foram capazes de 
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detectar infecção em indivíduos assintomáticos, sendo, portanto uma promissora 

ferramenta para controle e monitoramento da epidemiologia da infecção em regiões 

endêmicas. 

 O diagnóstico da leishmaniose visceral pode ser realizado em diferentes tipos de 

amostras biológicas, tais como aspirado de medula e de nódulos linfáticos, cuja 

especificidade varia de 52 a 85% (TAVARES et al., 2003).  Esses métodos são também 

invasivos, arriscados e dolorosos, exigindo pessoal qualificado para realizá-lo (SIGH et 

al., 2009).  

Muitos trabalhos apontam que o teste imunocromatográfico utilizando o 

antígeno de Leishmania rk39, considerado um teste de diagnóstico rápido, descrito 

inicialmente com alta sensibilidade, mas cuja sensibilidade está diminuindo para valores 

abaixo dos iniciais, tais como 61,5-92%; 72,4%; 45,6%. Essa redução tem sido 

justificada pela perda rápida da validade do teste (CUNNINGGHAM et al., 2012; 

COTA, 2013; MOURA et al., 2013). 

Ainda não está bem esclarecido se a infecção por HIV é capaz de interferir nos 

testes sorológicos atualmente em uso em pacientes com coinfecção LV-HIV (GOTO et 

al., 2005), mas, ainda assim, o Ministério da Saúde (2014) recomenda a sorologia para 

todos os pacientes com coinfecção, independentemente da idade. Dessa forma, neste 

trabalho foi investigada a sensibilidade na detecção de anticorpos específicos para 

leishmaniose visceral em pacientes HIV-positivos, os quais apresentaram uma 

sensibilidade e especificidade de 100%, revelando que a presença do vírus HIV não 

interfere no diagnóstico sorológico utilizando ambos os peptídeos (LC1 e LC2). Outros 

trabalhos utilizando o anticorpo rk-39, encontraram resultados semelhantes aos nossos 

(BRAZ et al., 2002; DENIAU et al., 2003; LEMOS et al., 2003).   

Nossos resultados também revelaram que os peptídeos miméticos LC1 e LC2 

são capazes de identificar os pacientes infectados assintomáticos, semelhantemente com 

os dados obtidos em testes sorológicos utilizando rk39 (SUNDAR et al., 2006; 

SRIVASTAVA et al., 2010; MATLASHEWSKI et al., 2013; BANU et al., 2016) 

O diagnóstico de leishmaniose tegumentar consiste inicialmente na realização da 

Intradermorreação de Montenegro (IDRM), seguida de testes sorológicos para detectar 

anticorpos anti-Leishmania circulantes no soro dos pacientes, cuja sensibilidade varia de 

75% a 94,7% e, a especificidade atinge 100% (GONTIJO E CARVALHO, 2003). Em 
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nossos resultados, o peptídeo mimético LT apresentou 100% de sensibilidade e 

especificidade, revelando-se mais sensível e específico.  

Alguns trabalhos têm também sugerido o diagnóstico de leishmaniose 

tegumentar pela detecção do DNA do parasita em lesões por meio da PCR. Apesar da 

sua alta especificidade, este método diagnóstico requer normalizações de protocolo 

extensas devido à sua sensibilidade variável (OLIVEIRA et al., 2011), especialmente ao 

se considerar o baixo número de parasitas nas lesões, levando a resultados falso-

negativos (BOGGILD et al., 2011; LUNEDO et al., 2012). 

Alguns trabalhos apontam os peptídeos sintéticos e/ou a combinação deles para 

melhorar o diagnóstico das leishmanioses. Costa et al. (2012) identificaram diferentes 

peptídeos e testaram em soros de 44 pacientes com leishmaniose visceral e observaram 

que a sensibilidade e especificidade aumentava ao misturar diferentes peptídeos, 

podendo atingir  100% de sensibilidade e especificidade, porém não foram testadas 

reações cruzadas. Nossos dados demonstram que os peptídeos LC1, LC2 e LT 

apresentam alta sensibilidade e especificidade quando testados individualmente e não 

apresentaram reação cruzada com Doenças de Chagas, Malária e Hanseníase, o que os 

tornam alvos promissores para o diagnóstico de leishmaniose visceral humana, com alta 

especificidade, sensibilidade e de menor custo, sendo possível testar futuramente a 

reatividade desses peptídeos combinados. 

A fim de otimizar o teste diagnóstico, aplicando-o em amostra biológica obtida 

de maneira menos invasiva, a reatividade dos peptídeos foi avaliada também na saliva 

de pacientes com leishmaniose visceral. A saliva apresenta características importantes 

que a torna um bom alvo para ser testado, tais como, facilidade de coleta e transporte do 

material, o que permite sua utilização em locais endêmicos, que normalmente 

apresentam infraestrutura restrita (LAWRENCE, 2002; PHUMEE et al., 2013). LC1 e 

LC2 quando testados no ensaio imunoenzimático utilizando a saliva individual de 

pacientes com leishmaniose visceral apresentaram sensibilidade e especificidade de 

100%. Vaish et al. (2012) também encontraram uma alta sensibilidade e especificidade 

(83,3% e 100%, respectivamente) em amostras de saliva, embora em teste sorológico a 

sensibilidade tenha sido baixa. 

 A alta performance diagnóstica dos peptídeos testados neste trabalho, tanto para 

leishmaniose visceral (LC1 e LC2) quanto tegumentar (LT), isoladamente, quanto no 
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caso de coinfecção LV-HIV, podem ser comprovados por meio das curvas ROC obtidas 

para todos os ensaios imunoenzimáticos. 

Alguns estudos propõem que antígenos de parasitas que são reconhecidos por 

anticorpos presentes em soros podem ser bem associados com uma resposta protetora, e 

poderia representar candidatos potenciais de vacina e/ou terapia contra leishmanias, 

com maior especificidade devido aos sítios específicos dos antígenos (HELL et al., 

2009; COELHO et al., 2009; COELHO et al., 2012). Baseado nisto, macrófagos 

C57BL/6 foram tratados com os peptídeos sintéticos LC1, LC2 E LT e infectados com 

amastigotas e promastigotas a fim de analisar a infectividade do parasito. 

 Os resultados observados em relação a interação entre os peptídeos sintéticos e 

os macrófagos demonstram uma resposta celular frente ao antígeno, refletida na 

diminuição significativa da infecção nessas células, bem como no número de  ambos os 

parasitas  internalizados (L. infantum chagasi e  L. amazonensis), semelhantemente ao 

que foi observado por García et al. (2008) ao tratar células sanguíneas com peptídeo 

específico para Plasmodium falciparum. Rhaiem e Houimel (2016), ao investigarem in 

vitro a eficácia de altas concentrações de peptídeos (100 µM) em inibir L. major em 

monócitos humanos infectados, encontraram um potencial significativo de bloqueio 

para dois peptídeos. Nossos achados também revelaram uma redução no número de 

células infectadas e no número de parasitas promastigotas internalizados em 

macrófagos, sendo este efeito dependente da concentração dos peptídeos (LC1, LC2 e 

LT), sendo mais efetivas as maiores concentrações. 

Com objetivo de analisar o efeito do tratamento dos peptídeos quanto à 

multiplicação dos parasitas, nas suas formas amastigotas e promastigotas, as células 

foram expostas aos peptídeos em diferentes tempos (24 h, 48 h, 72 h e 96 h). Para todos 

os tempos de exposição houve redução do número de parasitos internalizados, sendo 

observado um efeito maior nas duas maiores doses. Costa et al. (2012) avaliaram dois 

peptídeos sintéticos testados contra L. amazonensis e verificaram também uma redução 

na multiplicação dos parasitas em macrófagos infectados. 

Os resultados in vitro apresentados neste trabalho sugerem que os peptídeos 

mimetizam proteínas do parasito que podem ter importante papel na interação parasito-

hospedeiro, podendo ser alvos importantes na geração de imunidade ao parasita. Com 

base nessa hipótese foram realizados ensaios para testar o potencial protetor do peptídeo 

mimético em camundongos infectados por L. amazonensis. Nossos dados revelaram um 
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aumento significativo de IFN- e IL-12 nos animais infectados e imunizados com o 

clone 10B, enquanto os níveis de IL-4 e IL-10 foram reduzidos revelando a capacidade 

do peptídeo mimético em induzir reposta imune protetora do tipo Th1 contra a infecção 

por L. amazonensis em modelo murino. 

Nossos resultados mostraram, ainda, que as células de baço dos animais 

imunizados produziram maiores níveis de GM-CSF, proteína relacionada com ativação 

de macrófagos e resistência a diferentes patógenos intracelulares. Foi demonstrado que 

esta citocina, em combinação com IFN-, é efetiva na inibição do parasita dentro da 

célula em modelo murino para L. amazonensis (HO et al., 1990), L. major (DUMAS et 

al., 2003; HURDAYAL, BROMBACHER, 2014) e L. donovani (MURRAY et al., 

1995). 

Nossos dados mostraram também que os animais imunizados apresentaram uma 

redução da carga parasitária em todos os órgãos (baço, linfonodo, fígado e medula 

óssea), além de uma diminuição da lesão da pata na qual os parasitas foram inoculados. 

Além disso, os dados revelaram a ocorrência de fosforilação das proteínas ERK1/2, 

JNK e p65/RelA.   

Na leishmaniose tegumentar, a imunidade ao parasita é determinada por uma 

adequada resposta T auxiliar do tipo 1 (Th1), caracterizada por produção de IFN-, IL-

12, TNF-α e, consequentemente, indução de óxido nítrico sintase tipo β (iNOS) em 

macrófagos infectados, os quais contribuem para controlar a multiplicação do parasita 

(COSTA et al, 2014). Por outro lado, a resposta do tipo Th2 apresenta altos níveis de 

IL-4 e IL-10, que reconhecidamente antagonizam a resposta Th1 em camundongos, 

conferindo suscetibilidade à doença (STÄGER et al., 2003; JOSHI et al., 2016). Nossos 

resultados em animais imunizados revelaram a capacidade do peptídeo mimético em 

induz uma resposta imune Th1, demonstrando que o peptídeo mimético é um excelente 

candidato vacinal.  

Assim como neste trabalho, outros autores avaliaram potenciais candidatos para 

vacina contra Leishmania, e também obtiveram repostas predominantemente do tipo 

Th1 quando animais foram imunizados e desafiados com o parasita. Chávez-Fumagalli 

et al. (2010) observaram um aumento de IFN-, IL-12 e GM-CSF e níveis reduzidos de 

IL-10 in vitro em esplenócitos de animais infectados por L. infantum e L. amazonensis e 

imunizados com uma proteína ribossomal extraida do parasita (LPR). Mais 
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recentemente, Martins et al. (2015) e Martins et al. (2016) testaram a imunogenicidade 

de proteínas hipotéticas de Leishmania e obtiveram respostas semelhantes a nossas.  

A tecnologia do Phage display também pode ser usada na geração de anticorpos 

monoclonais, uma vez que fragmentos de anticorpos expressos na superfície de fagos 

possibilitam a seleção de sequências baseadas em sua afinidade de ligação a uma 

molécula alvo por um processo de seleção in vitro (BARBAS et al., 2001; AZZAY E 

HICHSMITH, 2002). As bibliotecas de anticorpos são construídas no formato scFv, 

pois os fragmentos são estáveis, monoméricos e permitem uma rápida triagem baseada 

na afinidade do antígeno estudado (AZZAY E HICHSMITH, 2002). 

Considerando que anticorpos capazes de reconhecer antígenos de superfície 

podem ser considerados como candidatos para efetores imunes e que antígenos 

contendo epítopos expostos são fortes candidatos para alvos vacinais (SEPULVEDA et 

al., 2010), no presente trabalho foram selecionados dois anticorpos (Fab) específicos a 

antígenos de superfície de L. amazonensis e L. chagasi, e ambos demonstraram 

reatividade eficaz. 

Com o objetivo de conhecer a proteína alvo de ligação dos anticorpos 

recombinantes selecionados por Phage display, foi realizada imunoprecipitação 

utilizando o extrato proteico (proteína na forma nativa), com a vantagem de isolar 

anticorpos contra epítopos nativos. Os dois Fab (2 F e 7H) selecionados de L. 

amazonensis apresentaram afinidade a uma proteína de aproximadamente 42 kDa e, os 

anticorpos de L.infantum chagasi, a uma proteína de 26 kDa. 

A proteína antigênica gp42 faz parte de um grande número de proteínas 

ancoradas por glicosilfos fatidilinositol presentes na membrana das formas 

promastigotas. Está envolvida na resposta imunológica do hospedeiro vertebrado, pois 

induz alta resposta proliferativa, de tal forma que testes de vacinação em associação 

com outras proteínas de superfície do parasita, resultaram em uma significativa inibição 

do desenvolvimento de lesões em camundongos BALB/c suscetíveis desafiados com L. 

major (MCCONVILLE et al., 2002; TONUI et. al, 2004; OLIVEIRA et al., 2011). 

Apesar da proteína com tamanho aproximadamente de 26 kDa se mostrar 

antigênica, a mesma consta no banco de dados de L. infantum como proteína hipotética. 

Pouco se sabe sobre boa parte destas proteínas, desde características estruturais até sua 

função e localização celular ou descrição de regiões antigênicas, mas vários antígenos 

repetitivos de diferentes massas moleculares têm sido investigados com a finalidade de 
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aprimorar os testes sorológicos e vacinais (BHATIA et al., 1999; GOTO et al., 2010; 

KRINGELUM et al., 2012; MATRANGOLO et al., 2013).  

A descoberta de peptídeos que sejam epítopos com potencial diagnóstico, 

terapêutico e vacinal tem respondido positivamente às críticas levantadas contra o uso 

de antígenos recombinantes. Soma-se a isso o fato destes serem produzidos de forma 

mais barata e com alta qualidade, além de serem facilmente controlados quimicamente 

para o uso em ensaio imunoenzimático e/ou outras reações sorológicas. 

 

8. CONCLUSÃO 
 
Os peptídeos miméticos avaliados neste trabalho mostraram alto desempenho 

para o diagnóstico de leishmaniose humana, com amplo poder de detecção de IgG 

circulantes em soros de pacientes infectados tanto com L. brasiliensis quanto L.infantum 

chagasi, isoladamente, ou em coinfecção com HIV. Os peptídeos apresentaram 

sensibilidade e especificidade maior que o método atualmente empregado no 

diagnóstico sorológico das leishmanioses, o qual utiliza extrato proteico total do 

parasita. Além disso, os peptídeos sintéticos se mostraram promissores para detecção da 

infecção em saliva, o que é um procedimento inovador por introduzir, nesta ferramenta 

diagnóstica, características essenciais para sua utilização como método diagnóstico de 

rotina, tais como utilização em amostra menos invasiva, facilitando a coleta e transporte 

do material e, consequentemente, maior acesso desta nova tecnologia na prática clínica, 

sobretudo em regiões endêmicas, nas quais as condições de infraestrutura e acesso ao 

serviço de saúde são precários. 

Na perspectiva vacinal, os peptídeos recombinantes foram capazes de reduzir a 

invasão dos parasitas nos macrófagos e de impedir a reprodução destes in vitro. Esses 

resultados sustentaram a investigação em sistema in vivo, cujos resultados mostraram 

que o peptídeo mimético tem a capacidade de induzir a resposta imune do tipo Th1, 

potencializando a resposta imune contra L. amazonensis. 

 

9. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
Os peptídeos miméticos LC1 e LC2 serão testados em camundongos BALB/c 

para avaliar o potencial protetor contra L. infantum chagasi, os peptídeos serão testados 
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em combinações para aumentar a eficiência da vacina e identificar as proteínas através 

da espectrometria de massas.   
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