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RESUMO 

 
As leishmanioses podem causar diversas manifestações clínicas nos hospedeiros 
mamíferos, que são influenciadas principalmente pela espécie do parasito e pelo 
estado imunológico do hospedeiro infectado. Devido às limitações do tratamento atual, 
como toxicidade, custo elevado e falha terapêutica, há a necessidade urgente do 
desenvolvimento de novas formas de terapia. O desenvolvimento de estratégias 
terapêuticas alternativas e de baixo custo, com destaque à imunoterapia, tem sido 
buscado nas leishmanioses. Esta abordagem busca eliminar o parasito por meio de 
fármaco antileishmanial e induzir ao desenvolvimento de resposta imune protetora 
contra a reinfeção. Com o avanço da biotecnologia, técnicas como Phage display vem 
sendo usadas na identificação de novos antígenos e na descoberta de marcadores 
diagnósticos e candidatos a vacina. Neste estudo, Phage display foi usado para a 
seleção de mimotopos para uso na imunoterapia contra a leishmaniose visceral (LV) 
causada por Leishmania infantum e leishmaniose cutânea (LC) causada por L. 
amazonensis em modelo murino. Quatro mimotopos (clones de fagos) foram usados, 
sendo dois deles para LV e dois para LC. Os fagos A4 e A8 foram combinados com 
anfotericina B (AmpB) e avaliados isoladamente ou em combinação para o tratamento 
da LC, tendo mostrado eficácia no controle da infecção e cura. As combinações 
A4/AmpB e A8/AmpB induziram resposta imune específica do tipo Th1, resultando na 
redução significativa do diâmetro das lesões e na carga parasitária, além de diminuir 
a toxicidade da droga. No estudo da LV, os fagos B1 e D11 foram selecionados e 
utilizados sozinhos ou em combinação com AmpB, tendo sido observado que as 
combinações B1/AmpB e D11/AmpB induziram melhor resposta imune do tipo Th1, 
com níveis elevados de IFN-γ, IL-12, TNF-α e nitrito, além da redução significativa da 
carga parasitária em vários órgãos analisados, sem causar toxicidade nos animais. 
Os fagos isolados ou a AmpB induziram também alguma redução de parasitismo e 
resposta tipo Th1 nos animais tratados, mas cuja resposta foi menor em relação às 
combinações entre eles. Em conclusão, os dados permitem inferir sobre a 
possibilidade de se usar os clones de fagos selecionados com a associação da AmpB 
como agentes imunoterapêuticos no tratamento das leishmanioses. 

 
 

Palavras-chave: Imunoterapia; Técnicas de Visualização da Superfície Celular; 
Leishmaniose; Imunidade; Anfotericina B. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  



 

 

   

 

ABSTRACT 

 
Leishmaniasis can cause several clinical manifestations in mammalian hosts, which 
are influenced by the parasite species and the immune status of the infected host. Due 
to the limitations of current treatment, such as toxicity, high cost and therapeutic failure; 
there is an urgent need to develop new forms of therapy. The development of 
alternative and low-cost therapeutic strategies, especially immunotherapy, has been 
sought in leishmaniasis. This approach seeks to eliminate the parasite by means of an 
antileishmanial drug and induce the development of a protective immune response 
against reinfection. With the advancement of biotechnology tools, techniques such as 
Phage display have been used in the identification of new antigens and in the discovery 
of diagnostic markers and vaccine candidates. In this study, Phage display was used 
to select mimotopes for use in immunotherapy against visceral leishmaniasis (VL) 
caused by Leishmania infantum and cutaneous leishmaniasis (CL) caused by L. 
amazonensis in a murine model. Four mimotopes (phage clones) were used, two of 
them for VL and two for CL. Phages A4 and A8 were combined with amphotericin B 
(AmpB) and evaluated alone or in combination for the treatment of CL, showing 
efficacy in controlling infection and cure. The combinations A4/AmpB and A8/AmpB 
induced a specific Th1-type immune response, resulting in a significant reduction in 
lesion diameter and parasite load, in addition to decreasing drug toxicity. For VL, 
phages B1 and D11 were selected and used alone or in combination with AmpB, and 
it was observed that the combinations B1/AmpB and D11/AmpB induced also a better 
Th1-type immune response, with high levels of IFN-γ, IL-12, TNF-α and nitrite, in 
addition to significant reduction in parasite load in several organs analyzed, without 
causing toxicity in the animals. The isolated phages or AmpB also induced some 
reduction in parasitism and Th1-type response in the treated animals, although the 
response was lower as compared to the combinations between them. In conclusion, 
the data allows us to infer the possibility of use of combinations between the phage 
clones and AmpB as immunotherapeutics agents for the treatment against 
leishmaniasis. 
 
Keywords: Immunotherapy; Cell Surface Visualization Techniques; Leishmaniasis; 
Immunity; Amphotericin B 
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1 CONSIDERAÇÕES INICIAIS  

 
Esta tese está sendo submetida como requisito parcial para a obtenção do título 

de Doutor em Ciências da Saúde, pelo Programa de Pós-Graduação em Infectologia 

e Medicina Tropical (PPGIMT) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). 

Este trabalho está inserido na linha de pesquisa "Imunologia das doenças infecciosas 

e tropicais" e buscou avaliar o potencial imunoterapêutico de mimotopos selecionados 

pela técnica de Phage display  no tratamento das leishmanioses. A escolha do tema 

desta tese reflete a necessidade urgente de desenvolver novas terapias para as 

leishmanioses, tendo em vista as limitações dos tratamentos atuais, que incluem 

toxicidade, elevado custo e falha terapêutica.  

Outro fator decisivo para a escolha deste tema é a experiência significativa de 

meu orientador, o Professor Dr. Eduardo Antonio Ferraz Coelho, que desde o ano 

2000 tem se dedicado à pesquisa sobre leishmanioses. Seus projetos abrangem a 

melhoria das condições de diagnóstico, prevenção, prognóstico e tratamento das 

leishmanioses tegumentar e visceral canina e humana. A minha orientadora, Dra. 

Grasiele de Sousa Vieira Tavares, possui ampla experiência em novas formas de 

terapia nas leishmanioses, com doutorado e pós-doutorado focados na área. Além 

disso, minha coorientadora, Dra. Fernanda Fonseca Ramos, é uma das pioneiras em 

nosso laboratório na aplicação da técnica de phage display para diagnóstico das 

leishmanioses e tem experiência também em vacinas e tratamento contra a doença. 

Este estudo se insere em uma das linhas de pesquisa desenvolvidas no laboratório, 

com ênfase na busca de alternativas terapêuticas para doenças infecciosas. 

Durante meu mestrado, desenvolvi um trabalho focado em tratamentos para 

leishmaniose, com ênfase na aplicabilidade de terapias baseadas em plantas. Essa 

experiência proporcionou uma base para minha compreensão das estratégias 

terapêuticas e das particularidades do tratamento para leishmanioses. No doutorado, 

os crescentes interesses das pesquisas em imunoterapia para leishmanioses 

direcionaram minha atenção para essa área inovadora. A experiência adquirida 

durante o mestrado com tratamento utilizando modelo animal foi crucial para a 

condução deste trabalho. 

Ao longo dos quatro anos de doutorado, foram desenvolvidos dois projetos 

principais. Nos dois primeiros anos, foi conduzido um estudo utilizando a tecnologia 

de Phage display para avaliar a imunoterapia no tratamento da leishmaniose 



 

 

   

 

tegumentar. Nos anos seguintes, a técnica foi aplicada para o tratamento da 

leishmaniose visceral. O primeiro estudo resultou na publicação, em 2023, do artigo 

intitulado “Immunotherapy using immunogenic mimotopes selected by Phage display 

plus Amphotericin B inducing a therapeutic response in mice infected with Leishmania 

amazonensis”, no periódico Pathogens. A qualificação de doutorado foi realizada 

dentro do prazo, em março de 2023, com base nesse estudo. Esse projeto também 

foi apresentado em congresso relevante na área. O segundo estudo gerou, em 2024, 

a publicação do artigo intitulado “Immunotherapy combining mimotopes selected by 

Phage display plus Amphotericin B is effective for treatment against Visceral 

Leishmaniasis” no periódico Parasite Immunology.  

A apresentação desta tese segue as diretrizes estabelecidas pela Resolução 

nº 02/2013, de 18 de setembro de 2013, que regulamenta o formato dos trabalhos 

finais, bem como as condições para a realização de defesas no âmbito do Programa 

de Pós-Graduação em Ciências da Saúde: Infectologia e Medicina Tropical da 

Faculdade de Medicina da UFMG.
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2 INTRODUÇÃO  
 

As leishmanioses são consideradas um grupo de doenças infecciosas 

causadas por parasitos protozoários do gênero Leishmania, que podem ser 

transmitidos ao homem e a diferentes espécies de animais silvestres e domésticos, 

como roedores e cães, respectivamente (Saravia, 1989; Amato et al., 1998; 

Elmahallawy, Alkhaldi, Saleh, 2021; Altamirano-enciso et al., 2003; WHO, 2023a). 

Elas são consideradas antropozoonoses, ou seja, são doenças primariamente de 

animais que podem ser transmitidas ao homem, sendo de interesse na saúde pública, 

representando um complexo de doenças com importante espectro clínico e 

diversidade epidemiológica (Vasconcelos, 2010).  

Epidemiologicamente, as leishmanioses enquadram-se entre as principais 

doenças negligenciadas presentes em países em desenvolvimento e são amplamente 

distribuídas no mundo. Ocorrem em países das Américas do Sul e Central, África, Ásia 

e Europa, sendo endêmicas em 89 países para casos de leishmaniose tegumentar 

(LT) e em 79, para casos de leishmaniose visceral (LV) (WHO, 2021). Atualmente, 

estima-se que mais de 1 bilhão de pessoas vivam em áreas endêmicas das 

leishmanioses e, anualmente, ocorram aproximadamente 30.000 novos casos de LV 

e 1 milhão de novos casos de LT (WHO, 2023a).  

As manifestações clínicas são resultadas das interações de vários fatores 

como: espécie do parasito, local de inoculação e resposta imune do hospedeiro. As 

leishmanioses apresentam-se sob as formas: tegumentar, que engloba os tipos 

cutânea, mucosa, cutâneo-disseminada e cutâneo-difusa; e visceral (Grevelink, 

Lerner, 1996; Garnier, Croft, 2002; Desjeux, 2004; Goto, Lindoso, 2012; WHO, 2023a). 

A eficácia do tratamento das leishmanioses depende não só da espécie de 

Leishmania, mas também da resposta imunológica do paciente ao parasito. O 

tratamento contra as leishmanioses tem sido baseado no uso de antimoniais 

pentavalentes, anfotericina B (AmpB) e sua formulação lipossomal, miltefosina, 

paramomicina, pentamidinas e pentoxifilinas (Sundar, Charkravarty, 2015; Um, Akbari, 

2016; Uliana et al., 2018; Ghorbani et al., 2018). 

Frente às dificuldades enfrentadas pelos pacientes nos tratamentos 

preconizados, o abandono ou a interrupção do mesmo é comum, o que leva falha 

terapêutica e ao aumento da resistência dos parasitos aos fármacos utilizados 

(Ghorbani et al., 2018; Sundar, Chakravarty, 2015; Uliana et al., 2018). Também, há 
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o aumento do número de casos de recidiva à doença, que vem sendo observado em 

diversas regiões do mundo (Vélez et al., 2009; WHO, 2010). De forma ideal, o 

tratamento contra as leishmanioses deve curar o paciente, eliminando os riscos de 

recidiva e a capacidade de desenvolvimento de parasitos resistentes, além de causar 

pouco ou nenhum efeito colateral (WHO, 2010).  

Desta forma, a Organização Mundial da Saúde (OMS) tem preconizado a busca 

por novos fármacos, além do desenvolvimento de estratégias terapêuticas alternativas 

e de baixo custo para se tratar as leishmanioses. Nesse contexto, uma alternativa para 

reverter o perfil imunológico relacionado à suscetibilidade à infecção poderia ser 

baseada na associação do tratamento com a terapia vacinal, levando aos chamados 

procedimentos imunoterápicos (Pradhan et al., 2022). A imunoterapia envolve o uso 

de substâncias ou moléculas que modulem as respostas imunes, com o objetivo de 

alcançar sucesso terapêutico a partir da alteração da resposta imunológica do 

organismo, sendo considerada uma estratégia aplicada contra várias doenças, como 

câncer, alergias e hepatite (Oldham, Smalley, 1983; Silva, 2017; Falçoni et al., 2020).  

Assim o o uso da imunoterapia seria uma ferramenta acessória importante na 

tentativa de resolução de casos de LV e LT Com o avanço das pesquisas no campo 

da biotecnologia, novas ferramentas se encontram disponíveis para a seleção e 

identificação de novos antígenos, tais como a técnica de Phage display. O emprego 

do phage display tem promovido um impacto significativo no campo da biotecnologia 

médica, possibilitando a descoberta de novas moléculas que são empregues como 

marcadores diagnósticos de diversas doenças, como malária (Greenwood et 

al.,1991), toxoplasmose (Beghetto et al.,2003), LV canina (Costa et al.,2014) e 

humana (Salles et al., 2017); além da utilização como candidatos vacinais contra 

hepatite B (Wan et al., 2001), cisticercose (Manoutcharian et al., 2004), câncer (Hardy, 

Raitter et al., 2005), triquinelose (Gu et al., 2008), LV (Ramos et al., 2017) e LT 

(Carvalho et al., 2018).  

Somado a isso, a técnica já permitiu inovações tecnológicas na produção de 

medicamentos com alvos imunológicos, como o Adalimumab (Humira), um 

medicamento aprovado para o tratamento de artrite reumatóide, artrite idiopática 

juvenil e doença Crohn (Nixon et al., 2014; Frenzel et al.,2016). O impacto biológico e 

comercial dessa tecnologia vem sendo considerado relevante nas últimas décadas 

(Salmond, Fineran, 2015). 

Nesse sentido e diante das dificuldades inerentes ao tratamento das 
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leishmanioses, o presente trabalho propõe avaliar o potencial imunoterapêutico de 

bacteriófagos recombinantes filamentosos: A4 e A8 para LT e B1 e D11 para LV como 

agentes imunoterapêuticos contra a infecção causada por L. amazonensis e L. 

infantum respectivamente, em camundongos BALB/c, a fim de avaliar se tais 

moléculas seriam alvos promissores para um futuro tratamento imunoterapêutico 

contra esse importante complexo de doenças prevalente em nosso país. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 
 

3.1 A etiologia e o ciclo biológico do parasito Leishmania spp.  
 

As leishmanioses são doenças causadas por protozoários do gênero 

Leishmania, que inclui cerca de 30 espécies, das quais mais de 20 são patogênicas 

para os seres humanos (Ashford, 2000). Esses parasitos pertencem à classificação 

atual baseada em filogenética molecular nos diz que esses protozoários que são 

tripanosomatídeos pertencem ao supergrupo Excavata, grupo Euglenozoa e 

subgrupo: Kinetoplastea (Adl et al., 2005). Os reservatórios dessa doença incluem 

animais vertebrados que mantêm a circulação do parasito, permitindo a infecção dos 

vetores e garantindo a continuidade do ciclo de transmissão (Desjeux, 1992; PAHO, 

2019).  

A maioria dos reservatórios são espécies silvestres, entretanto, devido às 

modificações de seu habitat pelo homem, sua adaptação ao ambiente domiciliar e 

peridomiciliar tem sido comum. Os reservatórios identificados incluem marsupiais, 

carnívoros, roedores, edentados e primatas. Em áreas urbanas, cães, gatos e 

equídeos são os principais responsáveis pela manutenção do parasito (Forattini et al., 

1973; Quinnell e Courtenay, 2009; Roque, Jansen, 2014). No que se refere à LV, o 

cão, como importante hospedeiro reservatório doméstico do parasito, representa um 

importante elo na manutenção da transmissão da infecção entre o vetor e o homem 

(Barbiéri, 2006). 

Os vetores transmissores da leishmaniose tegumentar são denominados 

flebotomíneos, insetos da Ordem Diptera, Família Psychodidae, Sub-Família 

Phlebotominae, pertencentes aos gêneros Phlebotomus, em países do Velho Mundo 

e Lutzomyia nas Américas. Esses pequenos insetos, com cerca de 5mm, podem ser 

conhecidos popularmente no Brasil como mosquito-palha, tatuquira, birigui, asa 

branca, entre outros nomes (Brasil 2017, OPAS, 2019). A hematofagia é restrita as 

fêmeas, sendo de suma importância para maturação dos seus ovários (Barata et al., 

2005). 

A LT  é causada por diferentes espécies do gênero Leishmania. Nas Américas, 

são divididas entre os subgêneros Leishmania e Viannia. No Brasil, foram 

identificadas, seis do subgênero Viannia e uma do subgênero Leishmania. As 

principais são L. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis e L. (V.) guyanensis. Outras 

espécies, como L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi, também 
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foram registradas nas regiões Norte e Nordeste. A LV é causada por L. infantum, antes 

conhecida como L. chagasi (Alvar et al., 2012; Brasil, 2017).  

O ciclo biológico do parasito Leishmania é dimórfico, isto é, o parasito se 

apresenta sob duas formas morfológicas: amastigota e promastigota. A forma 

amastigota é intracelular e sem movimentos, observada nos tecidos dos hospedeiros 

vertebrados e a promastigota é flagelada e extracelular encontrada no tubo digestivo 

do inseto vetor (Pêssoa, Martins, 1982). Na figura 1, é demonstrado o estágio do 

parasito no inseto vetor e o estágio do parasito no homem. O ciclo biológico do 

parasito tem início quando a flebotomíneo fêmea infectada injeta o parasito em seu 

estágio promastigota metacíclica através da probóscide, a estrutura tubular que o 

inseto usa para se alimentar de sangue, durante a picada (Ashford, 2000; Raj et al., 

2020; CDC, 2023). 

 
Figura 1 - Ciclo biológico das Leishmania spp. 

 
Fonte: Adaptado de CDC, 2023. 

 

As formas promastigotas depositadas no local da picada são fagocitadas por 

células do sistema fagocitário mononuclear (SFM). Dentro dessas células, as 

promastigotas se transformam em amastigotas, que se multiplicam por divisão 

simples, um processo conhecido como mitose, onde uma célula inicial se divide em 
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duas células geneticamente idênticas. Após a lise da célula hospedeira e a liberação 

das amastigotas, novas células do SFM são infectadas (Ashford, 2000; Raj et al., 

2020; CDC, 2023).  

Os flebotomíneos tornam-se infectados ao ingerir essas células infectadas 

durante um novo repasto sanguíneo, que é o ato de se alimentar de sangue. No 

sistema digestivo do flebotomíneo, as amastigotas são liberadas das células 

hospedeiras, diferenciando-se em promastigotas e migrando para a probóscide, 

reiniciando assim o ciclo de transmissão (Ashford, 2000; Goto & Lindoso, 2012; Kling 

& Korner, 2013; Brasil, 2017; Raj et al., 2020; CDC, 2023).  

 

3.2 As manifestações clínicas das leishmanioses  
 

A patogenia das leishmanioses é determinada por fatores relacionados ao 

hospedeiro, como características genéticas, resposta imunológica, idade e estado 

nutricional; além de fatores relacionados aos parasitos, como a virulência da espécie 

infectante, e por fatores relacionados ao vetor, como a capacidade de realizar a 

hematofagia e de adaptação a diferentes ambientes (Locksley et al., 1999; Tripathi, 

Singh, Naik, 2007). O resultado desta complexa interação pode levar desde ao 

desenvolvimento de uma forma assintomática até a manifestação clínica aguda da 

doença (Kane et al., 2001). Dessa forma, as leishmanioses podem ser classificadas 

em 2 principais formas clínicas: LT e LV. 

A LT compreende as seguintes formas clínicas: leishmaniose cutânea (LC), 

leishmanioses cutâneo-difusa (LCD) e leishmanioses mucosa (LM) (Ashford, 2000; 

Kane, Mosser, 2000; Desjeux, 2004; Goto, Lindoso, 2012). Tais patologias podem 

causar desde uma lesão cutânea única, no local da picada do vetor e que pode 

apresentar cura espontânea, até lesões debilitantes, disseminadas pela epiderme e 

mucosa do paciente e que não apresentam cura espontânea, necessitando de 

tratamento quimioterápico (Grimaldi, Tesh, 1993; Grevelink, Lerner, 1996; Garnier, 

Croft, 2002; Desjeux, 2004; Goto, Lindoso, 2012; WHO, 2023a). 

A Leishmaniose cutânea (LC) possui a Leishmania braziliensis e a Leishmania 

amazonensis como principais espécies causadoras dessa manifestação clínica no 

Brasil. A LC caracteriza-se por uma ou múltiplas feridas na pele, com o 

desenvolvimento de nódulos que evoluem para lesões ulcerativas com bordas 

elevadas, endurecidas e leito da lesão com tecido granulomatoso. Em alguns casos, 
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a lesão pode progredir através de disseminação hematogênica e/ou linfática do 

parasito, surgindo lesões nas mucosas (Grevelink, Lerner, 1996; Desjeux, 2004; 

González et al., 2008; Brasil, 2017).  

A LCD é uma forma rara e grave da doença que se manifesta em indivíduos 

com anergia ou com uma deficiência específica na resposta imunológica celular a 

Leishmania, o que impede o hospedeiro de reagir de forma apropriada à infecção. As 

lesões predominam na forma de nódulos não ulcerados de progressão gradual, com 

carga parasitária elevada. Essas lesões disseminam-se a partir do ponto inicial da 

infecção e podem abranger a totalidade do corpo do paciente (Reithinger et al., 2007). 

Além de baixas chances de cura espontânea, a resposta ao tratamento é geralmente 

ineficaz, frequentemente também resultando em recidivas. No Brasil, essa variante é 

causada pela L. amazonensis e L. braziliensis (Torres-Guerrero et al., 2017; PAHO, 

2019; Brasil, 2017). 

A LM se caracteriza por lesões destrutivas nas mucosas e cartilagens do nariz, 

faringe, boca e laringe. Esta forma da doença é difícil de diagnosticar e tratar, e pode 

resultar em deformidades permanentes e perda de função dos órgãos afetados, além 

de estigma social. A LM clássica pode surgir como uma complicação secundária a 

lesões cutâneas causadas por algumas espécies de Leishmania, afetando as 

cartilagens e mucosas das vias aéreas superiores. A destruição tecidual é marcada 

por inflamação intensa, apesar da baixa carga parasitária (Daneshbod, 2011; Brasil, 

2017; Marra, Chiappetta, Vincenti, 2014). 

Essa forma representa uma complicação da disseminação do parasito via 

hematogênica ou linfática, ocorrendo meses ou anos após a infecção cutânea. Em 

casos mais raros, pode resultar da extensão direta das lesões cutâneas ou da picada 

direta do vetor. No Brasil, a L. braziliensis é a espécie mais comum associada à LM, 

embora a L. guyanensis também possa causar a doença (Torres-Guerrero et al., 2017; 

PAHO, 2019). 

A migração do parasito da infecção cutânea para as mucosas ainda não é bem 

compreendida, mas estudos indicam que pode estar relacionada à migração de 

macrófagos infectados após a exposição (Camera et al., 2006; Alves-Ferreira et al., 

2015). Diante dessas manifestações, ainda que apenas 1% dos casos evoluam para 

óbito, os indivíduos acometidos pelo amplo espectro das afecções clínicas da LT 

podem se tornar suscetíveis a infecções secundárias severas diante da 

vulnerabilidade da barreira epitelial e mucosa (Brasil, 2017).  
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Além das implicações biológicas, é essencial considerar os prejuízos nos 

aspectos psicossociais. A formação de cicatrizes extensas em áreas visíveis do corpo 

e deformidades resultantes da destruição parcial ou total da pele e mucosas podem 

resultar em discriminação, estigmatização e isolamento social desses indivíduos pela 

sociedade em que estão inseridos, acarretando a eles consequências adversas para 

sua saúde mental e bem-estar financeiro diante do afastamento ocupacional (Bailey 

et al., 2017; WHO, 2018). 

Em paralelo, a leishmaniose visceral afeta diversos órgãos, como fígado, baço 

e medula óssea, sendo potencialmente fatal quando não tratada. A LV pode ocorrer 

de forma assintomática, aguda ou crônica. Na forma aguda da doença, pode-se 

observar sintomas como febre alta, palidez de mucosas e hepatoesplenomegalia. Na 

forma crônica, a evolução da doença ocorre de maneira prolongada, causando febre 

irregular, emagrecimento progressivo, hepatoesplenomegalia, edema generalizado, 

dispneia, cefaleia, dores musculares, dentre outros sintomas (Grevelink, Lerner, 1996; 

Desjeux, 2004, Fievez, et al., 2019; Elmahallawy, Alkhaldi, Saleh, 2021). Com relação 

aos indivíduos assintomáticos, estes podem apresentar sintomatologia pouco 

específica, como febre baixa, tosse seca, diarreia, sudorese com cura espontânea, ou 

mesmo a manutenção do parasito sem sintomatologia clínica durante a vida. No Brasil 

a LV é causada principalmente pela espécie Leishmania infantum (Badaró et al., 1986; 

Gama et al.,2004). 

 

3.3 A epidemiologia das leishmanioses 

 
As leishmanioses são doenças crônicas classificadas como antropozoonose, 

ou seja, transmissíveis entre humanos e animais, constituindo um grupo com amplo 

espectro clínico e diversidade epidemiológica (Vasconcelos, 2010). Essas doenças 

afetam principalmente pessoas de baixa renda, estando associadas à desnutrição, 

deslocamento populacional, condições precárias de habitação, sistema imunológico 

debilitado e falta de recursos. A progressão varia conforme a espécie do parasito 

infectante e a suscetibilidade do hospedeiro, podendo resultar em diferentes 

manifestações cutâneas ou na forma visceral (Ashford, 2000). 

A Organização Pan-Americana da Saúde (OPAS) e a Organização Mundial da 

Saúde (OMS) destacam a importância das leishmanioses como um problema de 

saúde pública global, com cerca de um bilhão de pessoas vivendo em áreas 
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endêmicas (OPAS, 2016; WHO, 2023b). Globalmente, a leishmaniose está entre as 

dez principais doenças tropicais negligenciadas, afetando mais de 12 milhões de 

pessoas em todo o mundo. Esta doença é endêmica em 99 países, dos quais 89 são 

endêmicos para LC, 80 para LV e 71 para ambas as formas clínicas, LC e LV (WHO, 

2023b). 

Nos últimos cinco anos, foram registrados, em média, cerca de 2.850 casos de 

LV por ano, com uma letalidade média de 8,2%. A doença foi identificada em 13 países 

(Argentina, Bolívia, Brasil, Colômbia, Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras, 

México, Nicarágua, Paraguai, Uruguai e Venezuela), porém 93% dos casos ocorreram 

no Brasil (OPAS, 2023). Em 2022, foram confirmados 1.684 casos de LV no Brasil, 

com os estados do Pará, Maranhão, Ceará e Minas Gerais concentrando a maior parte 

das ocorrências, destacando-se como as regiões mais afetadas pela doença (Brasil, 

2022). 

A LC é a forma mais prevalente da doença, com uma estimativa de 0,7 a 1 

milhão de casos em todo o mundo anualmente. No entanto, apenas 200.000 casos 

são reportados ao Sistema Regional de Informações sobre Leishmanioses (SisLeish). 

Segundo a OMS, 90% desses casos ocorrem no Afeganistão, Paquistão, Síria, Arábia 

Saudita, Argélia, Irã, Brasil e Peru (Burza et al., 2018; WHO, 2023b; WHO 2023c). 

Segundo o Sistema de Informação de Agravos de Notificação, em 2022 foram 

notificados 12.878 casos de LC no Brasil. A região Norte concentrou quase metade 

dos casos (6.019), representando 46,74% do total, seguida pelas regiões Nordeste 

(2.965 casos, 23,02%), Centro-Oeste (1.443 casos, 11,20%), Sudeste (1.141 casos, 

8,86%) e Sul (117 casos, 0,91%) (Brasil, 2023). 

As leishmanioses são amplamente distribuídas, com casos registrados em mais 

de 90 países, e sua disseminação é amplamente influenciada por mudanças 

ambientais e determinantes sociais que afetam as populações vulneráveis (WHO, 

2023a). A urbanização desordenada, as condições sanitárias inadequadas e a 

pobreza exacerbam a dificuldade no controle da doença. Estes fatores, combinados 

com a diversidade ecológica e as diferentes espécies de vetores envolvidas, tornam 

o manejo da leishmaniose um desafio complexo. Assim, a epidemiologia da 

leishmaniose não depende apenas da espécie do parasito, mas também de um 

equilíbrio ecológico dinâmico. Portanto, há necessidade de compreender tanto o ciclo 

de vida do parasito quanto o das espécies vetoriais para desenvolver estratégias 

eficazes de controle (Alvar et al., 2012). 
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3.4 As medidas de controle da doença  
 

As medidas profiláticas e de controle contra as leishmanioses têm como 

principal objetivo interromper o ciclo biológico do parasito. No entanto, o grande 

número de espécies de Leishmania, o caráter zoonótico da doença e a persistência 

do ciclo silvestre tornam difícil a implementação de estratégias de controle eficazes. 

O controle do vetor pode ser realizado por meio da aplicação de inseticidas em 

ambientes domésticos e peridomésticos. Contudo, essa abordagem apresenta 

eficácia limitada, especialmente em regiões florestais (Tesh, 1995). 

Quanto às ações dirigidas ao reservatório, o Ministério da Saúde recomenda o 

controle da população canina, já que o cão é considerado uma fonte de infecção para 

o vetor transmissor, comportando-se como elo da infecção entre o vetor e o homem. 

A eliminação de cães infectados constitui-se em uma medida profilática adotada pelos 

órgãos de Saúde competentes, embora não seja efetiva para a redução do número 

de casos da doença (Tesh, 1995; Gontijo, Melo, 2004; Gramiccia, Gradoni, 2005; 

Barbiéri, 2006). A utilização de inseticidas tópicos ou impregnados em coleiras e a 

vacinação podem funcionar como estratégias preventivas com algum impacto no 

controle da doença (Werneck, 2014). 

As estratégias de prevenção para a população humana envolvem a detecção 

precoce, diagnóstico preciso e tratamento efetivo dos casos (Grimaldi, Tesh, 1993). O 

diagnóstico clínico das leishmanioses é um desafio, uma vez que a doença abrange 

um grande espectro de características clínicas (Chappuis et al., 2007). Os sinais são 

frequentemente confundidos com os de outras doenças, tais como lepra e câncer para 

LC e malária, esquistossomose, tripanossomíase, tuberculose e desnutrição para a 

LV (Singh, 2006). Diante deste problema de saúde pública, agências internacionais 

especializadas em saúde como a OMS e OPAS, têm prestado apoio aos países 

endêmicos fortalecendo as iniciativas de vigilância e controle de doenças 

negligenciadas, incluindo o incentivo a ampliação de centros diagnósticos e testagem 

da população para leishmanioses (OPAS, 2019).  

O diagnóstico precoce e manejo eficaz podem diminuir a ocorrência de formas 

graves da doença, prevenindo incapacidades severas e óbitos (Handler et al., 2015). 

Deste modo, o diagnóstico deve ser realizado com base na associação de parâmetros 

clínicos e exames laboratoriais (Tesh, 1995). O diagnóstico parasitológico é mais 
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conclusivo quando comparado aos demais testes, uma vez que a identificação do 

parasito realizada por meio de análises microscópicas em amostras biológicas não 

deixa dúvidas sobre a infecção, porém, apresenta limitações quando a infecção 

apresenta baixa carga parasitária, além do que a leitura da lâmina exige tempo e 

treinamento adequado e, além disso, é um método invasivo em relação à coleta das 

amostras (Ashford, 2000; Tavares; Fernandes; Melo, 2003; Reithinger et al., 2007).  

Testes imunológicos sorológicos, como o ensaio imunoenzimático (ELISA), 

ensaio de imunofluorescência indireta (IFAT), teste de aglutinação direta (DAT), 

Western-blot e o teste imunocromatográfico (ICT) se baseiam na detecção de 

anticorpos e/ou antígenos específicos dos parasitos em amostras de soro ou plasma 

dos pacientes, porém, apresentam também variações em sua sensibilidade e/ou 

especificidade (Marzochi; Marzochi, 1994; Tavares; Fernandes; Melo, 2003; De Paiva-

Cavalcanti et al., 2015). Usualmente, o diagnóstico é realizado através de testes 

sorológicos e moleculares. A sensibilidade da pesquisa parasitológica é baixa quando 

comparada com a do IFAT, que é inferior à dos testes de ELISA e DAT que, 

geralmente, apresentam alta sensibilidade, mas especificidade variável (Romero; 

Boelaert; Louzir, 2010).  

Desta forma, o diagnóstico final é realizado com base na avaliação de 

parâmetros clínicos, inquéritos epidemiológicos e na confirmação por exames 

laboratoriais. Ao se deparar com um paciente suspeito, a confirmação deve ser via 

pesquisa direta do parasito, seja por identificação de amastigotas em tecido, de 

promastigotas em culturas, ou ainda de seus produtos, como pesquisa de anticorpos 

via aglutinação, imunofluorescência indireta e ELISA. Caso confirmado, inicia-se a 

investigação epidemiológica e o tratamento preconizado (Tesh, 1995; Gontijo, 2003). 

A imunologia das leishmanioses desempenha um papel crucial na interpretação 

desses testes. A resposta imunológica do hospedeiro à infecção por leishmaniose, 

que envolve tanto a resposta imune inata quanto adaptativa, pode influenciar a 

detecção de anticorpos ou antígenos. 

A proteção individual é essencial, incluindo o uso de repelentes e a redução da 

exposição durante os períodos de maior atividade do vetor, como o crepúsculo e a 

noite, especialmente em áreas onde o vetor é comum. É essencial que as ações de 

manejo ambiental, controle químico e gestão de reservatórios sejam realizadas de 

forma integrada, para alcançar resultados mais eficazes e duradouros. Nesse 

contexto, investimentos em programas de saneamento, educação social e 
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conscientização ambiental são fundamentais para o controle das leishmanioses 

(Werneck, 2014). 

 

3.5 A imunologia das leishmanioses  

 
O controle da infecção por Leishmania no hospedeiro mamífero é amplamente 

mediado pela resposta imune inata e adaptativa. A interação com o parasito e a 

resposta resultante influenciam tanto a evolução clínica ou subclínica da infecção 

quanto a taxa de cura espontânea e recorrência da doença (Adolfo et al., 2001). Essas 

infecções ativam de maneira específica a resposta imunológica do hospedeiro, 

levando à expansão de vários tipos de células. Em particular, observa-se um aumento 

das células T CD4+, que podem exibir perfis de citocinas Th1 ou Th2 (Holzmuller et 

al., 2006; Reis et al., 2006). 

A ativação dessas células T é mediada pelas vias de apresentação de 

antígenos do MHC. O MHC classe I apresenta antígenos para células T CD8+, 

promovendo uma resposta citotóxica, enquanto o MHC classe II exibe antígenos para 

células T CD4+, responsáveis por coordenar a resposta imune, seja via perfil Th1, 

com citocinas pró-inflamatórias, ou Th2, com citocinas anti-inflamatórias. Essa 

interação desempenha um papel crucial na modulação da resposta imunológica contra 

o parasito Leishmania, afetando o curso da infecção e a eficácia na resolução da 

doença. O equilíbrio da resposta Th1/Th2 é um fator crítico na evolução clínica da 

leishmaniose, sendo que a ativação da resposta Th1 está associada a melhores 

prognósticos e a um controle mais eficaz da infecção (Luzar, Štrukelj, Lunder, 2016; 

Ramos et al., 2017; Guedes et al., 2021; Soyer et al., 2023). 

A resposta do tipo Th1 é mediada por células natural killer (NK), 

polimorfonucleares (neutrófilos), macrófagos e pela produção de citocinas como: 

interferon-gama (IFN-γ), fator de necrose tumoral (TNF-α), interleucina 2 (IL-2) e 

interleucina 12 (IL-12). A importância das células NK no controle da infecção deve-se 

tanto à sua ação citotóxica quanto ao fato de ser fonte primaria de IFN-γ, pois este 

regula a resposta inflamatória, ativando macrófagos e outras células. Os macrófagos 

elevam a produção de TNF-α que auxiliam na eliminação do parasito por apoptose. A 

IL-2 é o principal fator estimulador de células T, sendo um fator de crescimento e 

ativação para todas as subpopulações de linfócitos T. A IL-12 estimula a síntese de 

NK além de aumentar a produção de IFN-γ, é considerada a principal indutora das 
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células para resposta do tipo Th1, estando associada a resolução e a resistência a 

doença (Santos-Gomes et al., 2002; Pinheiro, 2004; Pires et al., 2012).  

Quando há entrada do protozoário na pele do hospedeiro vertebrado através 

da picada do vetor infectado, há uma reação inflamatória local, onde as formas 

promastigotas são fagocitadas pelos neutrófilos, que são as primeiras células a 

migrarem para o local da infecção. Os neutrófilos infectados começam a secretar 

quimiocinas, moléculas importantes para atrair mais neutrófilos e macrófagos para o 

sítio da infecção, de modo que os parasitos intra-macrófagos podem ser eliminados 

através da ação de produtos do metabolismo oxidativo, como o peróxido de hidrogênio 

e produção de óxido nítrico, ou podem se proliferar e manter a infecção (Pinheiro, 

2004; Bacellar, Carvalho, 2005; Pires et al., 2012).  

Os macrófagos quando estimulados com IFN-γ e IL-12 tornam-se ativados e 

expressam níveis elevados da enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS), essa 

enzima é responsável pela sintase de óxido nítrico (NO), e este é essencial para a 

eliminação do parasito intra-macrófago. Na ausência de NO, pode haver uma resposta 

exacerbada ocasionando lesões ulcerativas e não cicatrizantes (Drapier et al., 1988). 

Se a resposta for do tipo Th2, haverá uma elevada produção de IL-4 e IL-10, 

que medeiam a imunidade humoral. A IL-4 é considerada citocina supressora de 

linfócitos Th1, e está relacionada com a produção de anticorpos da classe IgE, IgG1 

e IgG4. A IL-10 está relacionada com a inibição da produção de citocinas, como o IFN-

g, IL-2, IL-12, TNF-β, inibindo então a proliferação de células Th1, mas não de Th2, 

diminuindo ainda a função citolítica e secretora de citocinas por Th1 e facilitando o 

desenvolvimento de respostas Th2 (Coffman, Carty, 1986; Coffman et al, 1988, 

Pirmez et al., 1993; Romão et al., 2012). Além do tipo de resposta Th1 ou Th2 

estabelecido em reação aos antígenos da Leishmania, outros fatores, como variação 

genética e condição nutricional, podem influenciar a capacidade do hospedeiro em 

controlar a infecção. 

Camundongos têm sido amplamente utilizados como modelo para estudar 

candidatos vacinais contra diversas espécies de Leishmania, como L. infantum e L. 

amazonensis. Esses estudos têm contribuído significativamente para a compreensão 

da interação entre o parasito e o hospedeiro, além de avaliar a resposta imunológica 

a diferentes espécies de Leishmania, ajudando a elucidar as funções das células 

envolvidas nesse sistema complexo (Locksley; Louis, 1992; Sacks; Noben-Trauth, 

2002b; Wilson; Jeronimo; Pearson, 2005). Por exemplo, camundongos C57BL/6 
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infectados com L. major desenvolvem uma resposta imunológica do tipo Th1, 

caracterizada pela produção de citocinas pró-inflamatórias como IFN-γ e IL-12, que 

ativam macrófagos infectados (Mosser; Edwards, 2008).  

Esses macrófagos, ao serem ativados, aumentam sua atividade microbicida, 

produzindo ânions superóxido e radicais de oxigênio e nitrogênio. A enzima óxido 

nítrico sintase-indutível (iNOS) metaboliza o aminoácido L-arginina para produzir NO, 

que é letal para o parasito intracelular, sendo a expressão de iNOS induzida por TNF-

α (Tracey et al., 2008).  

Em camundongos BALB/c infectados com L. major, a suscetibilidade à infecção 

é atribuída ao desenvolvimento de uma resposta imunológica do tipo Th2, 

caracterizada por altos níveis de IL-4. Quando os macrófagos são expostos a essa 

citocina, fatores de transcrição são ativados, induzindo a expressão da enzima 

Arginase I, que converte L-arginina em ornitina, permitindo a proliferação dos 

parasitos dentro dos macrófagos (Kreider et al., 2007; Loke et al., 2017; Mosser; 

Edwards, 2008). Além disso, a citocina IL-10 desempenha um papel crucial na 

proliferação dos parasitos, pois desativa as células infectadas e contribui para a 

progressão da infecção (Kane et al., 2017; Noben-Trauth et al., 2017). 

A resposta imune do tipo Th1 ou Th2 em camundongos BALB/c pode ser 

indicada pela produção de diferentes subtipos de imunoglobulinas G (IgG1 e IgG2a). 

Citocinas secretadas por células do sistema imune, como os linfócitos T, influenciam 

os linfócitos B a alterar os isotipos dos anticorpos produzidos. Na linhagem BALB/c, a 

citocina IL-4 favorece a produção de IgG1, enquanto o IFN-γ induz a produção de 

IgG2a (Doherty et al., 1993). A dinâmica da resposta imune desencadeada pela 

infecção por Leishmania pode ser sintetizada de maneira esquemática para uma 

melhor compreensão, conforme ilustrado na figura 2. 
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Figura 2 - Resposta imunológica induzida pela infecção por Leishmania spp. 

Fonte: Adaptado de Ezra et al., 2010. 

 

No que se refere à resposta humoral, alguns autores consideram que os 

anticorpos não desempenham papel de proteção contra a infecção por várias espécies 

de Leishmania spp. podendo, inclusive, contribuir para progressão da doença (Bohme 

et al., 1986). Todavia, verifica-se uma tendência para o perfil de resistência quando 

ocorre a elevação da produção de anticorpos do isotipo IgG2a; enquanto a progressão 

da infecção se relaciona com o predomínio do isotipo IgG1 específico aos parasitos 

(Martins et al., 2013; Costa et al., 2014). 

O modelo murino tem sido amplamente utilizado para investigar a patogênese 

e a resposta imune associada à leishmaniose visceral (LV). Enquanto a resposta 

imune Th1 versus Th2 é bem estabelecida no modelo de infecção com L. major, essa 

dicotomia não é observada em camundongos infectados com outras espécies de 

Leishmania (Ahmed et al., 2003). Camundongos BALB/c, por sua capacidade de 

resolver a infecção por espécies viscerotrópicas mesmo com carga parasitária 

prolongada, destacam-se como o modelo ideal para o estudo da infecção visceral 

subclínica nas leishmanioses (Wilson et al., 2005). 
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3.6 O Tratamento das leishmanioses   

 
O tratamento das leishmanioses está disponível desde o início do século 20 

(WHO, 2010). A apresentação clínica, a espécie de Leishmania, a ocorrência de falhas 

terapêuticas anteriores, a viabilidade do medicamento e a localização das lesões 

influenciam na escolha terapêutica. O objetivo do tratamento é a cura clínica das 

lesões e eliminação do parasito, ou o aprimoramento da capacidade do hospedeiro 

para a auto cura da lesão (Goto, Lindoso, 2010).  

O tratamento clínico das leishmanioses deve ser realizado para se evitar a 

mortalidade causada pela LV e reduzir a morbidade provocada pelas lesões 

desfigurantes nas formas mais graves de LT. Essa terapia é um processo complexo, 

uma vez que, todas as opções de fármacos disponíveis no momento mostram 

limitações importantes, como a baixa eficácia terapêutica, alto custo de aquisição, 

difícil administração e alta toxicidade, todos esses fatores contribuem para a baixa 

adesão ao tratamento (Santiago et al., 2021). 

A eficácia do tratamento das leishmanioses depende não só da espécie de 

Leishmania, mas também da resposta imunológica do paciente ao parasito. O 

tratamento contra as leishmanioses tem sido baseado no uso de antimoniais 

pentavalentes, anfotericina B (AmpB) e sua formulação lipossomal, miltefosina, 

paramomicina e pentamidinas (Sundar, Charkravarty, 2015; Um, Akbari, 2016; Uliana 

et al., 2018; Ghorbani et al., 2018). 

Os antimoniais pentavalentes começaram a ser empregados em 1945 e 

permanecem sendo o tratamento de primeira escolha na maior parte do mundo 

(Tiuman et al., 2011). Infelizmente, o aumento na falha terapêutica destes 

medicamentos tem sido documentado em várias regiões geográficas. Os fármacos se 

encontram disponíveis em duas formulações: antimoniato de meglumina 

(GLUCANTIME®) e estibogluconato de sódio (PENTOSTAM®), sendo o primeiro, a 

formulação utilizada no Brasil.  

O Glucantime® tem sido usado como fármaco de primeira escolha, entretanto, 

ele é capaz de interagir com proteínas sulfidrilas de membranas celulares, causando 

perda de função e/ou formando complexos com ribonucleosídeos, o que induz a 

inespecificidade de ação do produto frente às células infectadas e não infectadas 

(Demicheli et al., 2002). Vale considerar que a quimioterapia com os antimoniais 

possui limitações que reduzem a adesão dos pacientes, como a longa duração do 
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tratamento, as vias de aplicação do fármaco (intramuscular ou endovenosa) e os 

graves efeitos adversos causados, como a toxicidade renal, hepática e cardíaca, 

gerando arritmias e alterações eletrocardiográficas. Assim, o fármaco atualmente 

considerado como primeira escolha está longe de ser satisfatório (Goto, Lindoso, 

2010).  

A anfotericina B (AmpB) é um antimicrobiano da classe dos polienos, isolado 

pela primeira vez em 1955 a partir de culturas de Streptomyces nodosus obtidas no 

delta do rio Orinoco, na Venezuela. A AmpB é recomendada como fármaco de 

segunda linha no tratamento da LT e LV, especialmente, quando há falha terapêutica 

com os fármacos antimoniais (Yardley, Croft,1997; Lemke et al., 2005; Falci, 

Pasqualotto, 2015; Brasil, 2017). A AmpB apresenta ação biológica efetiva contra 

distintas espécies de parasitos, como L. infantum (Lage et al., 2015) e L. amazonensis 

(Valadares et al., 2012).  

Ela apresenta um perfil de efeitos colaterais que inclui: reações à infusão, 

hipocalemia, miocardite, além de ser hepatotóxica e nefrotóxica, sendo que este 

último, envolve alterações na filtração glomerular e disfunção tubular, o que ocasiona 

a permanência hospitalar prolongada do paciente, aumentando o custo terapêutico 

(Romero, Morilla, 2008; Sundar, Singh, 2016).  

A fim de reduzir seus efeitos tóxicos ao ser humano, diversos estudos avaliaram 

a possibilidade de modificação nas características físico-químicas da AmpB e, dessa 

forma, surgiram as formulações lipídicas como AmBisome®, complexo lipídico de 

AmpB (Abelcet®) e dispersão coloidal de AmpB (Amphocil®). Todas essas 

formulações apresentam eficácia semelhante, mas diferem quanto à estrutura, forma, 

tamanho, composição ou conteúdo (Vyas, Gupta, 2006; Goto, Lindoso, 2010). O uso 

mais abrangente das formulações lipídicas comerciais é limitado pelo seu alto custo 

de produção.  

Ademais, essas formulações devem ser mantidas refrigeradas para conservar 

a estabilidade da molécula, tornando o custo do tratamento ainda mais elevado 

(Copeland, Aronson, 2015; Cunha et al., 2015; Frézard, Demicheli, 2010). Em estudos 

realizados por nosso grupo de pesquisa (Lage et al., 2016; Mendonça et al., 2016; 

Tavares et al., 2018), optou-se pelo uso do AmpB como controle para os experimentos 

in vivo, uma vez que este fármaco tem sido empregue como fator comparativo em 

relação a outros fármacos antileishmaniais, apresentando também reduções 

significativas na carga parasitária dos animais tratados e infectados. 
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A paramomicina é um antibiótico aminoglicosídeo, geralmente administrado por 

via intramuscular. Foi desenvolvida na década de 1960 como um agente 

leishmanicida, mas permaneceu negligenciado até a década de 1980, quando 

formulações tópicas contendo paromomicina (15%) mais cloreto de metilbenzetônio 

(12%) se mostraram eficazes para o tratamento da LCL (Croft; Coombs, 2003). A dor 

leve no local da injeção é o evento adverso mais comum (55% dos pacientes). A 

ototoxicidade reversível ocorre em 2% dos pacientes. A toxicidade renal é rara. Alguns 

doentes podem desenvolver hepatotoxicidade, indicada por concentrações elevadas 

de enzimas hepáticas (WHO, 2010). 

A miltefosina é um medicamento uma alquilfosfocolina que tem atividade contra 

células cancerígenas e várias espécies de parasitos, assim como bactérias e fungos. 

Foi originalmente desenvolvida como um fármaco anticancerígeno, tendo sido 

aprovado na Índia como o primeiro tratamento oral para as leishmanioses (Peyron et 

al., 2005; Nagle et al., 2014).  A entrada da miltefosina nesse arsenal terapêutico é 

considerada um marco, sendo o primeiro agente antileishmanial oralmente eficaz 

identificado. Em 2018, foi incorporada como tratamento para LT no Brasil pelo 

Ministério da Saúde (Brasil, 2018). 

No entanto, a miltefosina tem limitações, incluindo distúrbios gastrointestinais, 

toxicidade hepática e renal. Uma vez que a miltefosina é teratogênica, é 

contraindicada na gravidez e para as mulheres em idade fértil. Outro problema 

potencial é a meia-vida prolongada do fármaco (150 a 200 h), fato que levanta 

preocupações quanto ao surgimento da resistência dos parasitos (Pandey et al., 2009; 

Dorlo et al., 2012; Nagle et al., 2014). 

As pentamidinas são de uso parenteral exclusivo e podem ser administradas 

por via endovenosa ou intramuscular, sendo completamente absorvido após 

administração. O fator limitante do uso de pentamidina deve-se á toxicidade, com 

alterações cardiológicas e renais, além do efeito diabetogênico que pode se 

manifestar a partir da administração da dose total de 1 grama por dia, que parece ser 

acumulativo e dose dependente, e atinge 5% dos pacientes tratados (Jha, 1983; 

Costa, 1993; Amato, 1997; Paula et al., 2003; Rath et al., 2003).   

E por fim, tem sido recomendado o uso da pentoxifilina em associação com o 

antimoniato de meglumina, como coadjuvante no tratamento da leishmaniose 

tegumentar. A pentoxifilina é uma substância vasodilatadora com propriedades que 

melhoram o fluxo sanguíneo, comercializado em comprimidos revestidos de liberação 
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prolongada, contendo 400 mg do princípio ativo. Estudos indicam que seu uso como 

coadjuvante no tratamento da leishmaniose tegumentar, em associação com o 

antimoniato de meglumina, pode acelerar o tempo de cura em comparação ao 

tratamento convencional. Embora a pentoxifilina não seja recomendada como 

monoterapia, seu papel como imunomodulador é reconhecido pela OMS e pela OPAS, 

que incentivam seu uso combinado no manejo dessa doença (Lessa et al., 2001; 

Jesus et al., 2008; Sadeghian, Nilforoushzadeh, 2006; Machado et al., 2007; Brito et 

al., 2014; Brasil, 2017). 

Frente às dificuldades enfrentadas pelos pacientes nos tratamentos 

preconizados, o abandono ou a interrupção do mesmo é comum, o que leva ao 

aumento da resistência dos parasitos aos fármacos utilizados (Ghorbani et al., 2018; 

Sundar, Chakravarty, 2015; Uliana et al., 2018). Também, há o fato do aumento do 

número de casos de recidiva à doença, que vem sendo observado em diversas 

regiões do mundo (Vélez et al., 2009; WHO, 2010).  

De forma ideal, o tratamento contra as leishmanioses deve curar o paciente, 

eliminando os riscos de recidiva e a capacidade de desenvolvimento de parasitos 

resistentes, além de causar pouco ou nenhum efeito colateral (WHO, 2010). Desta 

forma, a OMS tem preconizado a busca por novos fármacos, além do desenvolvimento 

de estratégias terapêuticas alternativas e de baixo custo para se tratar as 

leishmanioses. Nesse contexto, uma alternativa para reverter o perfil imunológico 

relacionado à suscetibilidade à infecção poderia ser baseada na associação do 

tratamento com a terapia vacinal, levando aos chamados procedimentos 

imunoterápicos (Pradhan et al., 2022). 

Atualmente, não há uma vacina disponível para humanos contra a 

leishmaniose, e o diagnóstico enfrenta desafios devido à variação na sensibilidade e 

especificidade dos testes. Além disso, o tratamento disponível apresenta toxicidade, 

é oneroso, exige um longo tempo de administração e pode resultar no aparecimento 

de cepas resistentes (Ponte-Sucre et al. 2017). Diante disso, estratégias alternativas 

para proteger os pacientes estão sendo exploradas, com a imunoterapia ganhando 

destaque (Akbari, Oryan, Hatam 2021). A combinação de medicamentos 

antileishmaniais com vacinas profiláticas oferece uma abordagem promissora, capaz 

de eliminar os parasitos e, simultaneamente, ativar a resposta imunológica do 

hospedeiro, o que pode garantir uma proteção prolongada contra novas 

infecções(Ferreira et al., 2014; Vale et al., 2023). 
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Em paralelo ao desenvolvimento de vacinas profiláticas, a imunoterapia surge 

como uma estratégia eficaz no combate à leishmaniose, oferecendo a possibilidade 

de potencializar a resposta imune e, assim, melhorar os resultados terapêuticos. Uma 

técnica que tem se mostrado promissora nesse campo é o phage display. Esse 

método tem sido utilizado para identificar novos candidatos imunogênicos contra 

diversas doenças, incluindo a leishmaniose (Costa et al. 2014; Toledo-Machado et al. 

2015; Ramos et al. 2017; Guedes et al. 2021; Soyer et al. 2023; Berardinis et al. 1999; 

Luzar, Štrukelj, e Lunder 2016). 

 

3.7 O uso da imunoterapia com a  técnica de phage display nas 
leishmanioses 

 
As origens da imunoterapia remontam ao século XIX, com os estudos pioneiros 

de Louis Pasteur sobre vacinação. A vacinação representa um dos maiores marcos 

da medicina, tendo salvado milhões de vidas ao longo dos séculos. Contudo, foi 

somente nas últimas décadas que essa área da medicina obteve um impulso 

significativo, resultante de avanços substanciais na compreensão do sistema 

imunológico e no desenvolvimento de novas terapias. A imunoterapia envolve o uso 

de substâncias ou moléculas que modulem as respostas imunes, com o objetivo de 

alcançar sucesso terapêutico a partir da alteração da resposta imunológica do 

organismo, sendo considerada uma estratégia aplicada contra várias doenças, como 

câncer, alergias e hepatite (Oldham, Smalley, 1983; Silva, 2017; Falçoni et al., 2020).  

Uma alternativa para reverter o perfil imunológico relacionado à suscetibilidade 

à infecção poderia ser baseada na associação do tratamento com a terapia vacinal, 

levando aos chamados procedimentos imunoterápicos (Pradhan et al., 2022). Dessa 

forma, o uso da imunoterapia seria uma ferramenta acessória importante na tentativa 

de resolução de casos de LV e LT. 

Dentre as várias abordagens imunoterapêuticas, a imunoterapia à base de 

citocinas tem recebido grande atenção especialmente por desempenharem papéis 

diferentes na resistência/suscetibilidade e na imunopatogênese da infecção por 

Leishmania. A resposta imune do tipo Th1 direcionada contra o parasito Leishmania, 

é refletida pela produção de citocinas, como IFN-γ, IL 2, TNF-α, IL-12, entre outras, e 

está relacionada à resistência e proteção contra infecção (Carvalho et al., 2012; 

Valentim et al., 2022). Essa resposta imune está relacionada à regulação positiva da 

atividade antileishmanial das células fagocíticas, que é um importante mecanismo 
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efetor da morte do parasito (Iniesta, Gómez-nieto, Corraliza, 2001).  

Em contrapartida, o estabelecimento de resposta do tipo Th2, tem a presença 

em níveis elevados de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, TGF-β, entre outros, e está relacionado 

à suscetibilidade no desenvolvimento da doença ativa (Reis et al., 2009). Nesse 

contexto, para alcançar uma estratégia imunoterapêutica bem-sucedida, seria 

desejada a associação entre drogas conhecidas e imunógenos capazes de induzir 

uma resposta do tipo Th1. Mayrink e seus colaboradores (1992) ao avaliar a 

imunoterapia utilizando a vacina Leishvaccine, composta por uma mistura de cinco 

cepas de Leishmania, alcançaram 76% de cura em indivíduos com LC.  

Diversas pesquisas têm sido realizadas utilizando citocinas para o tratamento 

da leishmaniose em associação com quimioterapia. Em modelos experimentais de 

leishmaniose, a depleção de IL-4 em camundongos BALB/c infectados com L. major 

(espécie causadora da leishmaniose cutânea) aumentou a eficácia da terapia com 

antimonial (Nabors, Farrell, 1994). Da mesma maneira em um outro estudo, a 

combinação de IL-12 com antimonial induziu a uma resposta protetora e promoveu 

cura nos camundongos infectados (Nabors et al., 1995).  

A associação de IFN-γ e antimonial pentavalente administrado sistemicamente 

demonstrou efetividade para a cura de 11 pacientes com LC e LM e que eram 

resistentes à terapêutica com antimonial (Falcoff et al.,1994). Em pacientes com LV 

tratados com uma combinação de INF-γ humano e antimônio pentavalente tiveram 

uma melhor recuperação da doença (Badaro et al., 1990; Sundar et al., 1995).  

Na LC, as abordagens imunoterapêuticas já adotadas basearam-se 

principalmente na administração de parasitos de Leishmania atenuados ou em adição 

á outras vacinas, como feito por Mayrink e seus colaboradores (2006), em que a 

associação entre antimônio e vacina BCG (Bacilo Calmette-Guérin) mostrou a mesma 

taxa de cura quando comparada com o tratamento padrão de antimoniato e ainda 

reduziu a duração do tratamento diminuindo assim os efeitos colaterais. Dessa forma, 

as vacinas terapêuticas poderiam ser consideradas como um instrumento para o 

tratamento das leishmanioses, uma vez que a imunoterapia tem ganhado atenção na 

busca por protocolos terapêuticos mais efetivos, menos tóxicos e mais acessíveis para 

o tratamento da doença (O'hagan, Valiante, 2003; WHO, 2010).  

Com o avanço das pesquisas em biotecnologia, novas ferramentas estão 

disponíveis para a identificação de antígenos, como a técnica de Phage display. Essa 

abordagem, baseada no uso de DNA recombinante, resulta na expressão de 
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peptídeos exógenos (mimotopos) fundidos com proteínas de superfície de 

bacteriófagos (Smith, 1985).  

Phage display é uma técnica inovadora para identificar novos candidatos 

imunogênicos, ou seja, moléculas que desencadeiam respostas imunológicas. Em 

doenças como a leishmaniose, essa abordagem permite descobrir mimotopos, 

pequenos peptídeos que imitam partes de antígenos chamados epítopos, 

reconhecidos pelo sistema imunológico. Os mimotopos oferecem várias vantagens: 

são fáceis de produzir em larga escala e têm baixo custo  (Berardinis et al., 1999; 

Costa et al., 2014; Toledo-Machado et al., 2015). 

Uma das características mais importantes dos mimotopos é que, quando são 

exibidos no capsídeo do fago (a estrutura que envolve o fago), eles podem ser 

apresentados pelas células do sistema imunológico através das vias de MHC classe I 

e classe II. O MHC (complexo principal de histocompatibilidade) é responsável por 

apresentar antígenos às células T, que são essenciais para a defesa do organismo. A 

apresentação por MHC classe I ativa células T CD8+, enquanto a apresentação por 

MHC classe II ativa células T CD4+. Esse processo gera uma resposta imune 

direcionada contra os mimotopos (Luzar, Štrukelj, Lunder, 2016; Ramos et al., 2017; 

Guedes et al., 2021; Soyer et al., 2023). 

A tecnologia de Phage display utiliza de diversas classes de bacteriófagos, tais 

como os fagos filamentosos (Ff) ou de cauda, incluindo fago T7, lambda (λ) ou T4, 

que são vírus capazes de infectar células bacterianas, dentro das quais eles podem 

se replicar (D’hérelle, 1917). A replicação pode ocorrer através de dois ciclos, tais 

como o ciclo lisogênico de replicação, em que não há necessidade de romper a célula 

bacteriana hospedeira para finalizarem seu ciclo, ou seja, os fagos são secretados da 

célula hospedeira sem sua lise. E o ciclo lítico, em que há necessidade de romper a 

célula hospedeira, o fago insere seu material genético na célula hospedeira e utiliza 

de seus recursos para fazer inúmeros fagos novos fazendo com que a célula lise, 

ocorrendo a morte celular (Willats, 2002).  

Os bacteriófagos apresentam alta especificidade em relação ao hospedeiro, 

não sendo nocivos a organismos eucariotos (Summers, 2001). Além disso, os fagos 

que fazem o ciclo lítico podem ser utilizados como antimicrobianos devido ao uso de 

proteínas codificadas por esses agentes, como as endolisinas, que degradam o 

peptideoglicanos e as holinas, que rompem a membrana celular da célula infectada. 

Essas proteínas demonstraram ter importante ação antibacteriana (Young, Blasi, 
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1995; Drulis, Kawa et al., 2012).  

Bateriófagos podem ser fagos filamentosos (Ff), do tipo M13, sendo vírus da 

família Inoviridae com DNA de fita simples, que infectam e se replicam em células 

bacterianas de Escherichia coli (Sartorius et al., 2019). O tipo M13, apresenta 

vantagens experimentais, tais como o ciclo lisogênico, ou seja, os fagos são 

secretados da célula hospedeira sem sua lise, diminuindo consideravelmente a 

presença de endotoxinas bacterianas na amostra final (Willats, 2002).  

A identificação e isolamento de clones virais são obtidos devido à presença do 

gene LacZ na partícula viral, que ao infectar a célula bacteriana e, na presença do 

reagente IPTG no meio, tem a produção de galactosidade induzida, que é responsável 

por clivar o composto X-galactose (X- Gal) gerando colônias azuis (Messing et al., 

1977; Kowalczyk et al., 2012). O emprego do phage display tem promovido um 

impacto significativo no campo da biotecnologia médica, possibilitando a descoberta 

de novas moléculas que são empregues como marcadores diagnósticos de diversas 

doenças, como malária (Greenwood et al.,1991), toxoplasmose (Beghetto et al.,2003), 

LV canina (Costa et al.,2014) e humana (Salles et al., 2017); além da utilização como 

candidatos vacinais contra cisticercose (Manoutcharian et al., 2004), câncer (Hardy, 

Raitter et al., 2005), hepatite B (Wan et al., 2001), triquinelose (Gu et al., 2008) e a 

leishmaniose visceral (Ramos et al., 2017) e leishmaniose tegumentar (Carvalho et 

al., 2018).  

Além disso, a técnica permitiu algumas inovações tecnológicas na produção de 

medicamentos com alvos imunológicos, como o Adalimumab (Humira), medicamento 

aprovado para o tratamento de artrite reumatóide, artrite idiopática juvenil e doença 

Crohn (Nixon et al., 2014; Frenzel et al.,2016). O impacto biológico e comercial dessa 

tecnologia vem sendo considerado relevante nas últimas décadas (Salmond, Fineran, 

2015). Diversos estudos utilizam da avaliação das subclasses de IgG como subsídio 

indireto para avaliação do tipo de resposta que está sendo desenvolvida, sendo o 

isotipo IgG1 característico de resposta Th2 e os isotipos IgG2a e IgG3, da resposta 

Th1 (Costa et al., 2014; Rodrigues et al., 2016; Dias et al., 2017; Lage et al., 2016; 

Maroof et al., 2012).  

Em 2017, foi publicada uma pesquisa desenvolvida por nosso grupo de 

pesquisa (Ramos et al., 2017), que avaliou a imunogenicidade de dois clones de 

bacteriófagos recombinantes filamentosos, denominados clones B1 e D11. Esses 

fagos foram selecionados a partir do cultivo de clones com PBMCs com amostras de 
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indivíduos saudáveis e pacientes com LV. O estudo apontou que os clones B1 e D11 

possuem potencial como candidatos a vacina contra a LV.   

Novos trabalhos foram então desenvolvidos por nosso grupo, como o de 

Carvalho e seus colaboradores (2018) em que foram selecionados os clones A4 e A8, 

que foram capazes de induzir uma resposta do tipo Th1 quando PBMCs de indivíduos 

saudáveis e de pacientes com LT foram estimulados com os fagos. Nos ensaios em 

camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis, os resultados foram 

satisfatórios, desde que os animais imunizados e então infectados mostraram o 

desenvolvimento de uma resposta do tipo Th1, com níveis significativos de IFN-γ, IL-

2, IL-12, TNF-α e GM-CSF, além da produção de anticorpos do isotipo IgG2a, que 

resultaram em menor carga parasitária no tecido infectado e nos órgãos avaliados, 

quando comparados aos grupos controle.  

Nesse sentido e diante das dificuldades inerentes ao tratamento das 

leishmanioses, o presente trabalho propõe avaliar o potencial imunoterapêutico de 

bacteriófagos recombinantes filamentosos: A4 e A8 para LT como agentes 

imunoterapêuticos contra a infecção causada por L. amazonensis, e B1 e D11 para 

leishmaniose visceral como agentes imunoterapêutico conta infecção causada por L. 

infantum, ambos em camundongos BALB/c, a fim de avaliar se tais moléculas seriam 

alvos promissores para um futuro tratamento imunoterapêutico contra esse importante 

complexo de doenças prevalente em nosso país. 
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4 OBJETIVOS 
 

4.1 Objetivo geral da tese 

 
Avaliar o potencial imunoterapêutico de clones de bacteriófagos contra a 

infecção causada por L. amazonensis e L. infantum em camundongos BALB/c. 

 

4.2 Objetivos específicos do artigo 01 
 

▪ Proceder com ensaio in vivo de imunoterapia utilizando os clones A4 e A8 em 

camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis, tendo anfotericina B 

como controle; 

▪ Avaliar a toxicidade do tratamento em camundongos BALB/c, por meio de 

parâmetros bioquímicos nos animais infectados e tratados; 

▪ Avaliar o potencial imunoterapêutico nos animais infectados e tratados por meio 

da avaliação da carga parasitária no tecido, linfonodos, baço, fígado, medula 

óssea dos animais, pela técnica de diluição limitante e qPCR;  

▪ Avaliar a imunogenicidade dos fagos por meio da dosagem das citocinas IFN-

γ, IL-4, IL-10 e IL-12 por ELISA de captura e citometria de fluxo; bem como de 

óxido nítrico nos sobrenadantes de culturas; 

▪ Avaliar a resposta humoral pela determinação dos níveis de IgG total, IgG1 e 

IgG2a específicos aos fagos e parasitos. 

 

4.3 Objetivos específicos do artigo 02 

 

▪ Proceder com ensaio in vivo de imunoterapia utilizando os clones B1 e D11 em 

camundongos BALB/c infectados com L. infantum, tendo anfotericina B como 

controle; 

▪ Avaliar a toxicidade do tratamento de camundongos BALB/c por meio de 

parâmetros bioquímicos nos animais infectados e tratados; 

▪ Avaliar o potencial imunoterapêutico por meio da avaliação da carga parasitária 

de linfonodos, baço, fígado, medula óssea dos animais, pela técnica de diluição 
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limitante e qPCR;  

▪ Avaliar a imunogenicidade dos fagos após a infecção desafio, por meio da 

dosagem das citocinas IFN-γ, IL-4, IL-10 e IL-12 por ELISA de captura e 

citometria de fluxo; bem como de óxido nítrico nos sobrenadantes de culturas; 

▪ Avaliar a resposta humoral nos animais pela determinação dos níveis de IgG 

total, IgG1 e IgG2a específicos aos fagos e parasitos. 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1 Aspectos éticos  
 

O projeto de pesquisa foi aprovado pelos Comitês de Ética em Pesquisa da 

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG; Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil) 

com o número de protocolo 144/2020 e 056/2022. Camundongos BALB/c (fêmeas, 6 

a 8 semanas de idade) foram utilizados neste trabalho e mantidos sob condições 

específicas livres de patógenos. 

 

5.2 Parasitos e preparo do extrato solúvel de Leishmania sp. 
 

Os experimentos foram realizados com promastigotas de Leishmania 

amazonensis (IFLA/BR/1967/PH-8) e L. infantum (MHOM/BR/1970/BH46) Os 

parasitos foram cultivados a 24 °C em meio de Schneider (Sigma, St. Louis, MO, USA) 

suplementado com 20% de soro fetal bovino inativado por calor (SFB, Sigma), 20 mM 

de L-glutamina, 200 U/mL de penicilina e 100 μg/mL de estreptomicina, pH 7,4. Os 

extratos proteico solúveis (SLA) dos parasitos foram preparados a partir de 2×108 

promastigotas em fase estacionária, conforme descrito por Coelho et al. (2003). 

  

5.3 Seleção e amplificação de fagos 
 

A seleção dos bacteriófagos recombinantes filamentosos: B1 e D11 foi feita de 

acordo com protocolo definido por Ramos et al. (2017), enquanto a seleção dos clones 

A4 e A8 foi realizada conforme descrito por Carvalho et al (2018). Um bacteriófago do 

tipo selvagem (WTP), que não expressa peptídeo exógeno, também foi amplificado e 

usado como controle de moléculas. Para amplificação dos fagos e utilização nos 

experimentos in vitro e in vivo, foi utilizada uma colônia isolada de E. coli ER2738 

incubada em meio Lumia Bertani (LB, Sigma-Aldrich, USA) adicionado de tetraciclina 

(10 µg/mL) em erlenmeyer de 50 mL e incubadora de bancada a 37 ºC (CT-712, 

Cientec), até se atingir a densidade ótica (D.O.) de 0,3, sendo a leitura das 

absorbâncias realizadas a 600 nm. As células bacterianas foram infectadas com os 

clones de fagos separadamente e mantidas em estufa por 18 horas a 37 ºC. 
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Posteriormente, as culturas foram vertidas em tubos falcon (50 mL) e centrifugadas a 

9000 x g, durante 20 minutos a uma temperatura de 4 ºC (Sigma, 3K15, Alemanha). 

O sobrenadante, contendo as partículas virais, foram isolados para novo tubo (50 mL), 

sendo adicionado ao volume final 1/5 de Polietilenoglicol 8000 em solução salina 

(PEG/NaCl; 2,5M NaCl) e mantidos por 18 horas a 4 ºC, para provocar a precipitação 

dos fagos.  

Os tubos contendo fagos precipitados foram centrifugados a 9000 x g durante 

20 minutos e a 4 ºC, o sobrenadante descartado e o precipitado ressuspendido em 

PBS 1x (Phosphate-Buffered Saline) em pH 7,4. Esse passo foi repetido duas vezes 

e, posteriormente, os fagos amplificados foram ressuspendidos em PBS 1x e 

quantificados em espectrofotômetro (269nm – 320nm). Para promover sua 

preservação, os fagos foram armazenados em glicerol 50% a -20ºC ou mantidos em 

PBS 1X na temperatura 2°C a 8°C para utilização durante 3 semanas (Mourez, Collier, 

2004; Ramos et al., 2017). 

Além da amplificação dos fagos, também foi realizado um teste para confirmar 

a infecção e a viabilidade dos fagos (Figura 3 e 4). Com o auxílio de uma alça 

bacteriológica foram feitas estrias por espalhamento sobre placas de petri (Meio LB + 

IPTG + X-Gal) e incubadas ao abrigo da luz, overnight a 37 ºC. No dia seguinte, as 

colônias que se apresentavam azuis confirmavam que as bactérias haviam sido 

infectadas por clones de fagos demonstrando a viabilidade dos fagos. 

 

Figura 3  - Amplificação e Teste de viabilidade dos fagos. 
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

 

 

 

 

Figura 4 - Clones de Fagos em placas de petri. 

 

As imagens mostram placas de Petri (A4, A8, B1 e D11) contendo o meio LB com IPTG e X-Gal, onde 
foram realizadas estrias por espalhamento com o auxílio de uma alça bacteriológica. As placas foram 
incubadas ao abrigo da luz, overnight a 37 ºC. Em todas as placas, observa-se a presença de colônias 
azuis, o que confirma a infecção das bactérias por clones de fagos e evidencia a viabilidade dos fagos. 
Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 

5.4 Infecção e regimes imunoterapêuticos 
 

5.4.1 Modelo de estudo na leishmaniose tegumentar 
 

A disposição do experimento de imunoterapia foi feita a partir da distribuição 

dos animais em oito grupos de camundongos BALB/c (n=16 animais por grupo) sendo 

infectados pela via subcutânea na base da cauda com 106 formas promastigotas 
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estacionárias de Leishmania amazonensis, e o desenvolvimento da lesão foi 

monitorado utilizando-se um paquímetro. Posteriormente, aproximadamente 50-60 

dias após a infecção, os animais foram divididos em grupos de acordo com o tamanho 

da lesão (2 a 3 mm), com o objetivo de garantir um diâmetro médio de lesão 

semelhante entre os grupos. A imunoterapia foi aplicada por via subcutânea, com três 

doses em intervalo de sete dias entre eles. Medições semanais foram realizadas com 

auxílio de paquímetro eletrônico (modelo 799-6/150, Starrett, Itu, Brasil) a fim de se 

avaliar o diâmetro médio das lesões em todos os grupos experimentais. Os animais 

foram divididos por grupos conforme quadro 1. 

 
Quadro 1 - Grupos de tratamento para Leishmania amazonensis. 

GRUPOS CONTROLE 

Grupo controle da infecção: receberam apenas 50 μL de PBS; 

Grupo controle do fago: receberam clone WTP (1 × 1010 fagos) diluídos em PBS; 

Grupo controle do tratamento: receberam apenas AmpB (1 mg/kg/peso). 

GRUPOS TESTES 

Grupo WTP/AmpB: receberam WTP (1010 fagos) mais AmpB (1mg/kg/peso); 

Grupo A4: receberam o clone A4 (1010 fagos) diluídos em PBS; 

Grupo A4/AmpB: receberam o clone A4 (1010 fagos) mais AmpB (1mg/kg/peso); 

Grupo A8: receberam o clone A8 (1010 fagos) diluídos em PBS; 

Grupo A8/AmpB: receberam o clone A8 (1010 fagos) mais AmpB (1mg/kg/peso). 

Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

 
Os animais foram eutanasiados um dia (n=8 por grupo) e trinta dias (n=8 por 

grupo) após o fim dos tratamentos, e fragmentos de tecido infectado, amostras de 

baço, fígado, linfonodo, medula óssea e sangue, foram coletados para análises 

parasitológicas e imunológicas.  

 
5.4.2 Modelo Leishmaniose Visceral 
 

Os experimentos de imunoterapia foram compostos por 08 grupos de 

camundongos BALB/c (n=8 por grupo) sendo infectados pela via subcutânea na base 

da cauda com 107 formas promastigotas estacionárias de Leishmania infantum. 

Posteriormente, aproximadamente 60 dias após a infecção, os animais foram divididos 

nos seguintes grupos:  
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Quadro 2  - Grupos de tratamento para Leishmania infantum. 

GRUPOS CONTROLE 

Grupo controle da infecção: receberam apenas 50 μL de PBS; 

Grupo controle do fago: receberam clone WTP (1 × 1010 fagos) diluídos em PBS; 

Grupo controle do tratamento: receberam apenas AmpB (1 mg/kg/peso). 

GRUPOS TESTES 

Grupo WTP/AmpB: receberam WTP (1010 fagos) mais AmpB (1mg/kg/peso); 

Grupo B1: receberam o clone B1 (1010 fagos) diluídos em PBS; 

Grupo B1/AmpB: receberam o clone B1 (1010 fagos) mais AmpB (1mg/kg/peso); 

Grupo D11: receberam o clone D11 (1010 fagos) diluídos em PBS; 

Grupo D11/AmpB: receberam o clone D11 (1010 fagos) mais AmpB (1mg/kg/peso). 

Fonte: Elaborado pelo autor (2023). 

 
A imunoterapia foi realizada por via subcutânea, com cinco doses em intervalo 

de cinco dias nos grupos controle da infecção, controle do tratamento, controle do fago 

e grupos testes. Um dia e 30 dias após o fim dos tratamentos, os animais (n=8 em 

cada fase) foram eutanasiados e amostras de baço, fígado, linfonodo, medula óssea 

e soro coletadas para análises parasitológicas e imunológicas. Com isso, o potencial 

imunoterapêutico dos agentes foram avaliados para o tratamento da LV causada por 

L. infantum.  

 

5.5 Avaliação da resposta celular 

 
5.5.1 ELISA de captura e produção de Nitrito 

 
Células do baço (5 × 106 por poço) foram coletados de animais eutanasiados 

em ambos os períodos (n = 8 por grupo, em cada etapa), e banhados em meio RPMI 

1640 completo em duplicata em placas de 24 poços (Nunc). As células foram 

estimuladas com cada fago utilizado e sua associação(1010 fagos) ou com  os grupos 

salina e AmpB. As células também foram estimuladas com SLA (25 μg/mL) por 48 h 

a 37 °C em CO a 5%. Os níveis de IFN-γ, IL-4, IL-10 e IL-12 foram medidos no 

sobrenadante das culturas por ELISA de captura (catálogos 555138, 555232, 555252 

e 555256, respectivamente; OptEIA TM conjunto de mousekits; todos adquiridos da 
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BD Pharmingen, San Diego, CA, EUA). O sobrenadante de cultura também foi 

utilizado para avaliar a presença de nitrito pela reação de Griess, quando 50 μL de 

sobrenadante foram misturados com um volume igual de reagente de Griess, e a 

concentração de nitrito foi calculada a partir de uma curva padrão, com absorvâncias 

sendo medidas a 540 nm. 

 
5.5.2 Análise de células T polifuncionais por citometria de fluxo 
 

O perfil da resposta celular foi avaliado pela produção das citocinas IFN-γ, TNF-

α, IL-2 e IL-10 nos sobrenadantes de cultura dos esplenócitos por ELISA de captura. 

As dosagens foram realizadas utilizando kits comerciais (Intertest Mouse, 

Pharmingen, USA), de acordo com as instruções do fabricante. Anticorpos contra IL-

2 (PE anti-mouse, clone JES6-5H4, catálogo 554428), IFN-γ (AF700 anti-mouse, 

clone XMG1.2, catálogo 557998), TNF (PE-Cy7 anti-mouse, clone LG.3A10, catálogo 

557644) e IL-10 (APC anti-mouse, clone JES5-16E, catálogo 554468). As células 

foram adquiridas (100.000 eventos) em um citômetro LSR Fortessa (BD Biosciences, 

EUA) usando o software FACSDiva, e os dados foram expressos como índices, que 

foram calculados pela razão entre as porcentagens de células positivas encontradas 

nas culturas estimuladas versus aquelas encontradas em as culturas não estimuladas.  

 
5.5.3 Extração de RNA e qPCR em tempo real (RT-qPCR) 
 

A expressão do IFN-γ foi avaliada nas culturas de células estimuladas, 30 dias 

após, conforme descrito anteriormente (Giulietti, 2001). Os resultados foram 

mostrados graficamente como alterações na expressão do gene usando a média ± 

desvio padrão do gene alvo. Os dados foram analisados de acordo com a expressão 

relativa usando o método 2 –ΔΔCT . 

 
5.6 Avaliação da resposta humoral 

 
Anticorpos dos isotipos IgG1 e IgG2a, anti-fago e anti-SLA foram avaliados nos 

animais tratados em ambos os tempos  (n= 8 camundongos por grupo, em cada 

etapa), conforme descrito anteriormente (Lage et al., 2020). Resumidamente, placas 

de microtitulação (Jetbiofil®, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil) foram revestidas 

com os fagos A4, A8, WTP ou SLA (1010 , 1010, 1010 e 1,0 µg por poço, 

respectivamente) em tampão carbonato 50 mM em pH 9,6, por 18 h a 4 °C. Os locais 



46 
 

 

   

 

de ligação livre foram bloqueados usando PBS-T [PBS e Tween 20 0,05% mais 5% 

(p/v) soroalbumina bovina) por 1 h a 37 °C. As placas foram lavadas em PBS-T e 

incubadas com soros individuais (1:100 diluídos em PBS-T) por 1 h a 37 °C. As placas 

fora novamente lavados em PBS-T e incubados com anticorpos conjugados anti-

mouse IgG1 ou IgG2a peroxidase (catálogos SA1-35640 e SA1-35646, 

respectivamente; Invitrogen, Waltham, MA, EUA). As curvas de titulação para 

anticorpos IgG1 e IgG2a conjugados com peroxidase foram feitas usando soros 

agrupados e diluições variando de 1:1.000 a 1:80.000, que foram realizadas em PBS-

T. Uma nova incubação foi realizada por 1 h a 37 °C, quando as placas foram lavadas 

com PBS-T e as reações foram desenvolvidas adicionando uma solução composta 

por H2O2, orto-fenilenodiamina e tampão citrato-fosfato em pH 5,0 por 30 min e no 

escuro. As reações foram interrompidas pela adição de 2NH2SO4, e os valores de 

densidade óptica (OD) foram lidos em espectrofotômetro a 492 nm. 

 

5.7 Ensaios de toxicidade 

 
A toxicidade do tratamento foi em um e trinta dias após os procedimentos 

imunoterápicos. Para isso, foram coletados soros dos animais (n = 8 camundongos 

por grupo, em cada etapa) e foram medidos os níveis das enzimas alanina 

transaminase (ALT) e aspartato transaminase (AST), como marcadores de dano 

hepático, e também, ureia e creatinina, como marcadores de dano renal. Foram 

utilizados kits comerciais (Labtest Diagnostica ®, Belo Horizonte, Minas Gerais, 

Brasil), seguindo as instruções do fabricante. Amostras de camundongos não 

infectados e não tratados (n = 5) foram usadas como controle. 

 
5.8 Avaliação da carga parasitária 

 
O parasitismo foi avaliado no tecido infectado, fígado, baço e linfonodos 

drenantes (do inglês, dLNs) dos animais tratados, em ambos os períodos (n = 8 

camundongos por grupo, em cada etapa), por uma técnica de diluição limitante e de 

acordo com o descrito anteriormente (Lage  et al., 2020). Os resultados foram 

expressos como o log do título negativo ajustado por miligrama de tecido e órgão. 

Além disso, o parasitismo esplênico também foi avaliado nos animais (n = 8 

camundongos por grupo), 30 dias após a imunoterapia, aplicando-se a técnica de 

qPCR (Lage  et al., 2020). Os resultados foram calculados por interpolação de uma 
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curva padrão incluída na mesma corrida, que foi realizada em duplicata e expressa 

como o número de parasitos por DNA total. 

 

5.9 Análise estatística 

 
As planilhas do Microsoft Excel (versão 10.0) e GraphPad Prism TM foram 

utilizadas para avaliar os resultados. A análise de variância (ANOVA) de uma via e o 

teste t de Student pareado foram usados para avaliar os resultados entre os grupos. 

As diferenças foram consideradas significativas com p < 0,05. 
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6 RESULTADOS DO ARTIGO 01 

 
Conforme regem as normas gerais do Programa de Pós-Graduação em 

Ciências da Saúde: Infectologia e Medicina Tropical da UFMG, segundo a Resolução 

nº 02/2013, de 18 de setembro de 2013, os resultados e discussão deste relatório 

serão apresentados sob a forma de um artigo científico publicado na revista 

Pathogens. 

 

Soyer TG, Ramos FF, Pereira IAG, Lage DP, Bandeira RS, de Jesus MM, Costa GP, 

Machado AS, Freitas CS, Vale DL, Martins VT, Galdino AS, Chávez-Fumagalli MA, 

Menezes-Souza D, Duarte MC, Roatt BM, Coelho EAF, Tavares GSV. 

Immunotherapy Using Immunogenic Mimotopes Selected by Phage Display plus 

Amphotericin B Inducing a Therapeutic Response in Mice Infected 

with Leishmania amazonensis. Pathogens. 2023 Feb 14;12(2):314. doi: 

10.3390/pathogens12020314. PMID: 36839586; PMCID: PMC9964457. Disponivel 

em: artigo 01. 

 
 
 
 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36839586/#:~:text=Evaluations%20performed%20one%20and%20thirty%20days%20after%20the,infected%20tissue%20and%20distinct%20organs%20of%20the%20animals.
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6.1 Considerações finais do artigo 01 

 
O presente estudo avaliou a eficácia imunoterapêuticas dos fagos A4 e A8 

associados ou não com AmpB, em dois desfechos, um e trinta dias após os 

procedimentos imunoterápicos. Os resultados obtidos nas análises imunológicas, 

bioquímicas e parasitológicas mostraram que os valores pareciam ser semelhantes 

entre as análises um dia e trinta dias após o tratamento, embora uma resposta mais 

polarizada do tipo Th1 e menor parasitismo tenham sido encontrados com 

experimentos realizados 30 dias após. Sugerindo uma melhora no perfil de resposta 

celular e da proteção obtida contra a infecção.  

No entanto, ensaios adicionais também devem ser realizados entre um e trinta 

dias, ou mais, nos animais tratados, com o objetivo de definir a proteção a longo prazo 

e avaliar uma possível cura estéril. Este trabalho também apresenta limitações 

específicas, e os resultados aqui apresentados devem ser considerados como uma 

prova de conceito do efeito da associação entre mimotopos imunogênicos e um 

conhecido fármaco antileishmanial como um novo procedimento imunoterápico, que 

deve eventualmente ser avaliado em mais combinações, buscando diminuir o número 

de doses e suas concentrações, e produzir novos testes desse procedimento em 

outros hospedeiros mamíferos. 
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7 RESULTADOS DO ARTIGO 02 

 
Conforme regem as normas gerais do Programa de Pós-Graduação em 

Ciências da Saúde: Infectologia e Medicina Tropical da UFMG, segundo a Resolução 

nº 02/2013, de 18 de setembro de 2013, os resultados e discussão deste relatório 

serão apresentados sob a forma de um artigo científico publicado na revista 

Pathogens. 

 

Soyer TG, Bandeira Câmara RS, Pereira IAG, Ramos FF, de Jesus MM, Ludolf F, de 

Paula Costa G, Lage DP, de Freitas CS, Vale DL, Pimenta BL, Martins VT, Galdino 

AS, Chávez-Fumagalli MA, Roatt BM, de Sousa Vieira Tavares G, Coelho EAF. 

Immunotherapy Combining Mimotopes Selected by Phage Display Plus 

Amphotericin B Is Effective for Treatment Against Visceral Leishmaniasis. 

Parasite Immunol. 2024 May;46(5):e13037. doi: 10.1111/pim.13037. PMID: 

38720446. Disponível em: Artigo 02 .  

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38720446/
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7.1 Considerações finais do artigo 02 
 

O presente estudo avaliou a eficácia imunoterapêutica dos fagos B1 e D11 

associados ou não com AmpB, em dois desfechos, um e trinta dias após os 

procedimentos imunoterápicos. Os resultados obtidos nas análises imunológicas, 

bioquímicas e parasitológicas foram semelhantes em ambos tratamentos, embora 

uma resposta mais polarizada do tipo Th1 e menor parasitismo tenham sido 

encontrados com experimentos realizados após os 30 dias. Isto sugere uma melhora 

no perfil de resposta celular e da proteção obtida contra a infecção.  

No entanto, ensaios adicionais também devem ser realizados entre um e trinta 

dias, ou mais, nos animais tratados, com o objetivo de definir a proteção a longo prazo 

e avaliar uma possível cura estéril. Este trabalho também apresenta limitações 

específicas, e os resultados aqui apresentados devem ser considerados como uma 

prova de conceito do efeito da associação entre mimotopos imunogênicos e um 

conhecido fármaco antileishmanial como um novo procedimento imunoterápico, que 

deve eventualmente ser avaliado em combinações mais refinadas, buscando diminuir 

o número de doses e suas concentrações, e produzir novos testes desse 

procedimento em outros hospedeiros mamíferos. 
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8 CONCLUSÕES 
 

Os resultados obtidos em ambos os estudos representam uma prova de 

conceito promissora sobre o potencial da associação entre mimotopos imunogênicos 

e anfotericina B como uma nova estratégia imunoterapêutica contra infecções por 

Leishmania. A abordagem proposta demonstrou eficácia no controle do parasitismo e 

na modulação da resposta imunológica, destacando-se como uma alternativa 

terapêutica relevante. Contudo, novos estudos são necessários para otimizar o 

número e a concentração das doses, assim como para expandir os testes em outros 

modelos experimentais, visando consolidar sua eficácia e segurança.  
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