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Abstract 

 
Leishmania amazonensis is one of the major etiologic agents of a broad spectrum of 

clinical forms of leishmaniasis and has a wide geographical distribution in Americas, 

which overlaps with the areas of transmission of many other Leishmania species. In 

this work, the protective efficacy induced by immunization with a polymer originated 

from two synthetic peptides selected by Phage Display and Spot-Synthesis techniques 

was evaluated in BALB/c mice against L. amazonensis challenge infection. Phage-

displayed peptides were screened using IgGs antibodies purified from serum samples 

of dogs with active visceral leishmaniasis. Three clones were found to interact with 

antibodies and the corresponding synthetic peptides were synthesized by the Spot-

Synthesis method on cellulose membrane. In the screening using the peptides, two of 

them (named 11H and 12A) were recognized in Spot-ELISA and, synthesized in their 

soluble form, covalently conjugated with glutaraldehyde originating a polymer of 

approximately 30 kDa and these was used as immunogen. Immunization with 

polymer was able to induce a Th1 immune response prior to infection. After challenge 

infection, a sustained IFN-γ production, low levels of IL-4, IL-10 and specific anti-

parasite antibodies were detected in this mices. In contrast, mice of the control groups 

displayed low levels of IFN-γ and high levels from IL-4, IL-10 and specific anti-parasite 

antibodies. We concluded that the use of synthetic peptides can be an alternative 

approach to generate vaccines against American Tegumentary Leishmaniasis. 

 

 

 

 
 
 
 
 



 
 

 

 

Resumo 
 

Leishmania amazonensis é um dos principais agentes etiológicos em um amplo 

espectro de formas clínicas de leishmanioses e apresenta ampla distribuição 

geográfica nas Américas, que coincide com áreas comuns de transmissão de outras 

espécies de Leishmania. Neste trabalho, a eficácia protetora induzida pela imunização 

com o polímero formado por dois peptídeos sintéticos selecionados pelas técnicas de 

Phage Display e Spot synthesis foi avaliada em camundongos BALB/c contra a infecção-

desafio com L. amazonensis. Os peptídeos foram selecionados utilizando anticorpos da 

classe IgG purificados a partir de uma mistura  de amostras de soro de cães com 

leishmaniose visceral. Foram obtidos três clones de bacteriófagos expressando 

peptídeos de interesse que apresentaram maior especificidade em relação aos 

anticorpos IgGs purificados. Os peptídeos sintéticos foram sintetizados pelo método 

de Spot synthesis (técnica de síntese química de peptídeos em membranas de celulose) 

e testados em experimentos de screening. Dois peptídeos (denominados de 11H e 

12A) foram reconhecidos pela técnica de Spot synthesis e foram sintetizados nas suas 

formas solúveis; em seguida, foram conjugados covalentemente com glutaraldeido, 

originando um polímero de aproximadamente 30 kDa e nesta forma, usados como 

imunógeno. A imunização com o polímero foi capaz de induzir uma elevada resposta 

imune Th1 antes da infecção. Após o desafio, uma produção elevada de IFN-γ, baixos 

níveis de IL-4, IL-10 e anticorpos específicos ao parasita foram observados nestes 

animais. Em contraste, camundongos dos grupos controle exibiram baixos níveis de 

IFN –γ e níveis elevados de IL-4, IL-10 e anticorpos anti-parasita. Dessa forma, o 

polímero composto pelos dois peptídeos mostrou-se como um bom candidato à vacina 

contra a Leishmaniose Tegumentar Americana. 
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1. Introdução 
 

As leishmanioses são consideradas doenças endêmicas em cerca de 88 países 

no mundo distribuídos em cinco continentes – África, Ásia, Europa, América e Oceania 

- com um total de 350 milhões de pessoas expostas aos riscos de infecção. Acredita-se 

que 12 milhões de pessoas sejam clinicamente afetadas pela doença e que 1,5 a 2,0 

milhões de novos casos ocorram a cada ano. Deste montante, 1,0 a 1,5 milhões 

correspondem a casos de leishmaniose tegumentar e cerca de 500 mil de 

leishmaniose visceral. Dessa forma, a Organização Mundial de Saúde (OMS) classificou 

as leishmanioses como uma das seis doenças endêmicas mais importantes no mundo 

(OMS, 2007). 

Em modelos murinos, após a cura da leishmaniose cutânea causada pela 

espécie Leishmania major, os animais adquirem imunidade contra a re-infecção. Tal 

fato tem estimulado experimentos visando o desenvolvimento de vacinas que possam 

atuar no controle da infecção (Scott et al., 1987; Guimarães et al., 1996; Reed & 

Campos-Neto, 2003). Preferencialmente, antígenos vacinais devem ser 

compartilhados por diferentes espécies do parasita e imunogênico na maior parte 

delas, para ofertarem proteção cruzada, ou heteróloga, entre diferentes espécies de 

Leishmania (Beyrodt, et al, 1997). 

Vacinas utilizando peptídeos sintéticos, que são capazes de induzir imunidade 

celular, são a grande promessa na prevenção e terapia de diversas doenças infecciosas 

(Van der Burg et al., 2006). Algumas vantagens na produção de peptídeos sintéticos 

correspondem à facilidade do manuseio técnico, pelo fato de não desenvolverem 

situações adversas, in vivo, tais como o potencial de integração ou de recombinação 

gênica com o DNA do hospedeiro mamífero, além da não exposição de seqüências 

deletérias da proteína de origem; são quimicamente estáveis não necessitando de 

condições especiais de armazenamento e apresentam-se livres de contaminantes 

virais ou bacterianos (Jackson, et al., 2006). Vacinas usando peptídeos sintéticos vêm 

sendo testadas experimentalmente em protocolos de vacinação contra alguns 

patógenos (Lindeberg, 1999; Harlow, et al., 1988; Thompson, et al., 1994).        
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A tecnologia que utiliza a expressão de peptídeos na superfície de fagos, 

denominada de phage display, apresenta-se como uma nova alternativa na busca de 

novos antígenos para seu uso em vacinas em diversas doenças. Esta técnica permite a 

seleção de peptídeos que são expressos na superfície de fagos filamentosos (neste 

trabalho foram usados fagos da classe M13), através da ligação individual a uma 

determinada molécula alvo e, conseqüentemente, de uma ligação de alta afinidade (Yu 

& Smith, 1996). 

A principal vantagem desta técnica é a ligação direta e de elevada 

especificidade que ocorre entre a superfície do fago e a molécula alvo. Assim,  é 

possível realizar a seleção de epitopos e mimotopos com potencial para serem usados 

como antígenos vacinais ou no imunodiagnóstico de várias doenças. 

Juntamente com a técnica de phage display, a técnica de síntese química de 

peptídeos em membranas de celulose (denominada de spot synthesis) representa uma 

metodologia complementar para a construção de epitopos e mimotopos identificados 

por phage display (Hohne etal., 1993; Ferrieres et al., 1998; Liu et al., 1999). Um 

grande número de peptídeos pode ser sintetizado e testado simultaneamente para 

identificar e caracterizar os sítios de ligação de interesse. 

Neste trabalho, foram utilizados anticorpos da classe IgG purificados de  soros 

de cães com leishmaniose visceral, para selecionar peptídeos, usando-se as técnicas de 

phage display e spot synthesis. Após a síntese química dos peptídeos predefinidos, 

estes foram polimerizados e usados como antígenos para induzir resposta imune 

protetora em camundongos BALB/c contra a infecção experimental por L. 

amazonensis. 
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2. Revisão da Literatura 
 

2.1. Agente etiológico 
 

As leishmanioses são doenças causadas por protozoários do gênero 

Leishmania, parasitas pertencentes ao Sub-Reino Protozoa, Filo Sarcomastigophora, 

ordem Kinetoplastida e família Trypanosomatidae, parasito intracelular obrigatório 

de células do sistema fagocítico mononuclear, com duas formas morfológicas 

distintas: a promastigota, forma flagelada encontrada no tubo digestivo do inseto 

vetor, e a amastigota, sem flagelo e que é encontrada no hospedeiro mamífero. 

 

2.2. Vetor 
 

 São insetos denominados flebotomíneos, pertencentes à Ordem Díptera, 

Família Psychodidae, Subfamília Phlebotominae, Gênero Phlebotomus, em países do 

Velho Mundo e do Gênero Lutzomyia nas Américas, neste caso, conhecidos 

popularmente como mosquito palha, tatuquira, birigui, dentre outros. Há de se 

destacar que apenas as fêmeas têm hábitos hematófagos e são capazes de transmitir o 

parasita ao hospedeiro mamífero (Grimaldi & Tesh, 1993). 

 

2.3. Hospedeiros 
 

Já foram registrados como hospedeiros e possíveis reservatórios naturais 

algumas espécies de roedores, marsupiais, edentados e canídeos silvestres. Com a 

urbanização da doença, cães domésticos tornaram-se importantes reservatórios do 

parasita. 
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2.4. Ciclo Biológico 
 

Após uma refeição de sangue proveniente do hospedeiro mamífero infectado, 

formas amastigotas existentes dentro de células fagocíticas, tais como os macrófagos, 

no intestino do vetor, desenvolvem-se em formas alongadas, flageladas e móveis 

denominadas de promastigotas procíclicas. Há, então, um processo denominado de 

metaciclogênese, no qual essas formas extracelulares, altamente replicativas e não 

infectivas diferenciam-se em formas promastigotas metacíclicas, essas, sem 

capacidade replicativa, mas altamente infectivas, que são as responsáveis pela 

infecção do hospedeiro vertebrado. O vetor, agora contaminado, no momento de uma 

nova refeição injeta, junto com sua saliva, algumas centenas de formas promastigotas 

metacíclicas na derme do hospedeiro mamífero. Os parasitas são, na sua maioria, 

fagocitados por células do sistema fagocítico mononuclear, como macrófagos, células 

dendríticas e células de Langerhans, onde são formados os fagossomos, que se fundem 

a lisossomos, formando os fagolisossomos que originam os vacúolos parasitóforos. 

Dentro destas organelas, há a diferenciação das promastigotas em amastigotas. Essas 

formas aflageladas, parasitas intracelulares obrigatórios, são altamente infectivas e 

responsáveis pelo desenvolvimento da doença no hospedeiro mamífero (Grimaldi et 

al., 1989; Sacks, 2001).     

 

2.5. Epidemiologia 
 

A Leishmaniose Visceral (LV) apresenta um amplo espectro epidemiológico no 

mundo, ocorrendo em diversas áreas tropicais e subtropicais. É encontrada 

principalmente  nas Américas, desde a Argentina até os Estados Unidos (Grimaldi, et 

al., 1989). É considerada endêmica em 88 países (21 no Novo Mundo e 67 no Velho 

Mundo), com cerca de 90% de casos notificados em países subdesenvolvidos como 

Brasil, Bangladesh, Índia e Sudão (Monteiro et al., 1994). Nesses países, a doença pode 

se apresentar como uma zoonose ou antroponose. 

 No Brasil, a LV é considerada uma zoonose e há a ocorrência anual de 2,0 a 3,0 

mil casos. A doença apresenta aspectos geográficos, climáticos e sociais diferenciados, 
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em função da sua ampla distribuição geográfica, envolvendo as regiões Norte, 

Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste (WHO, 2003).   

 O Brasil tem 90% de todos os casos de LV que ocorrem no continente 

Americano. A região Nordeste é a que possui o maior número de casos (89%), seguida 

das regiões Sudeste (6%), Norte (4%) e, finalmente, da Centro-Oeste (1%) (Monteiro 

et al., 1994). 

 O município de Belo Horizonte e sua região metropolitana são considerados, 

atualmente, como área endêmica da LV (Alves & Bevilcqua, 2004).  A região convive, 

desde o ano de 1993, com uma epidemia de LV. Nos últimos anos, o número de casos 

humanos e caninos de LV tem crescido, indicando um aumento na transmissão da 

doença (Silva, et al., 2001).  

 Embora fosse considerada doença de áreas predominantemente rurais, 

recentemente, a LV tem-se estabelecido em áreas urbanas e peri-urbanas, onde o 

vetor encontra boas condições para a manutenção do seu ciclo de vida (Caldas et al., 

2001). Com a emergência da doença nas áreas urbanas, a LV assumiu importante 

papel na Saúde Pública (Marzochi et al., 1994).  

 Do ponto de vista epidemiológico, a leishmaniose visceral canina (LVC) tem 

sido considerada mais importante do que a doença humana, visto apresentar uma 

maior prevalência e pelo fato de que muitos animais assintomáticos, residentes em 

áreas endêmicas da doença, podem estar contaminados e apresentar parasitos na pele 

(Marzochi et al., 1985). A migração de cães infectados, acompanhando seus donos, 

também contribui para o alastramento da doença durante as migrações de pessoas 

para áreas não endêmicas (Arias et al., 1996).  

 O controle da LVC ainda é feito através da eliminação dos cães infectados 

(Alencar, 1961), devido à ineficácia na terapêutica desta enfermidade.  
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2.6. Aspectos clínicos, diagnóstico e tratamento. 
 

A evolução clinica das leishmanioses é determinada, principalmente, pela 

espécie infectante do parasita e pelas características genéticas e pela imunidade inata 

e específica do hospedeiro mamífero (Muller et al., 1989; Homme et al., 1995). 

As leishmanioses podem ser classificadas em duas grandes categorias clinicas: a 

leishmaniose tegumentar e a leishmaniose visceral. 

A leishmaniose tegumentar compreende três formas clinicas: a cutânea, a 

forma mais comum da doença,  que se caracteriza pela presença de uma lesão única 

nos pacientes e é causada pelas espécies L braziliensis, L amazonensis, L.mexicana, L. 

lainsioni e L.guyanensis; a forma mucocutânea, uma forma debilitante da doença e que 

pode evoluir a lesões desfigurantes; é causada pelas espécies L. braziliensis, L. 

panamensis, L.guyanensis e L. mexicana e a forma cutânea difusa, uma forma anérgica 

e que se caracteriza pela presença de lesões disseminadas em diversas regiões do 

corpo, sendo associadas a uma fraca resposta celular e é causada pelas espécies L. 

mexicana, L. venezuelensis e L. amazonensis (Raso&Genaro, 1994; Kane & Mosser, 

2000; Ashford, 2000; Weigle & Saraiva, 1996; Grimaldi & Tesh, 1993). 

A doença causada pela espécie L. amazonensis é, normalmente, uma zoonose, 

na qual vetores e reservatórios são silvestres. Alem do Brasil, é também encontrada 

na Bolívia, Peru, Equador, El Salvador, Colômbia, Venezuela, Panamá e Guiana 

Francesa (Weigle & Saraiva, 1996). 

Varias formas clinicas de leishmanioses podem ser causadas por L. 

amazonensis, sendo as mais comuns as formas cutânea e cutânea difusa (Garcez et al., 

2002). Paralelamente, Abreu-Silva et al. (2004) demonstraram que camundongos 

BALB/c desafiados com L. amazonensis apresentaram manifestações patológicas 

similares às encontradas na leishmaniose visceral causada por L. infantum. 

  Nas lesões causadas por L. amazonensis, macrófagos são encontrados muito 

parasitados, abrigando um grande número de amastigotas no interior dos vacúolos 

parasitóforos. As lesões, normalmente, não apresentam cura espontânea e o paciente 

necessita de tratamento quimioterápico. A ocorrência de recidivas é comum e a 
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resposta imune frente ao parasita não é eficaz para o controle da infecção (Antoine et 

al., 1990; Prina et al., 2003). 

 A leishmaniose visceral é a forma mais agressiva da doença que, 

invariavelmente, causa o óbito ao paciente, caso o mesmo não seja tratado. No Brasil, é 

também conhecida com o nome de calazar. Pode ainda, após o tratamento realizado, 

causar recidivas ou evoluir à forma clínica de leishmaniose dérmica pós-calazar. 

  O diagnóstico das leishmanioses é realizado, inicialmente, com base nas 

características clínicas que o paciente apresenta, associado à anamnese, na qual os 

dados epidemiológicos são de grande importância. Análises microscópicas de 

aspirados de lesões ou de cortes histológicos em lâminas, a inoculação de aspirados de 

tecidos infectados em hamsters e a cultura de fragmentos de tecidos são os métodos 

mais utilizados no diagnóstico definitivo (Ferreira et al., 2003; Tavares et al., 2003).  

A técnica da reação em cadeia da polimerase (PCR) tem-se mostrado como uma 

opção útil de diagnóstico, principalmente, em função da sua grande sensibilidade, 

sendo possível identificar o gênero do agente etiológico, a partir do material clínico 

obtido para a realização dos testes parasitológicos convencionais, entretanto, não 

apresenta condições de ser aplicada em triagens de campo.  

Outros testes, tais como a eletroforese de enzimas e o uso de anticorpos 

monoclonais podem ser utilizados na identificação da espécie infectante (Grimaldi & 

Tesh, 1993). Entre os métodos imunológicos, o teste intradérmico de Montenegro, que 

avalia a resposta celular, é o mais utilizado no Brasil. Entre os métodos sorológicos, a 

RIFI, a ELISA e o teste de aglutinação direta são os mais usados.  

O tratamento clínico das leishmanioses baseia-se na aplicação de compostos 

antimoniais pentavalentes, dos quais o Pentostan® (estibogliconato de sódio) e 

Glucantime® (N-metil antimoniato de meglumina) são os mais usados. Entretanto, tais 

fármacos causam toxicidades renal, hepática e cardíaca; têm custo elevado e 

dificuldade de logística de administração, haja vista terem de ser administrados por 

vários dias ininterruptamente, dessa forma, o paciente, na maioria das vezes, inicia o 

tratamento, mas não o completa. 

Pelas dificuldades inerentes ao tratamento da doença, pelo aumento do 

numero de casos de resistência do parasita e de recidivas, o controle da transmissão 
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do parasita pode constituir-se em uma alternativa importante. Há também, a 

capacidade de adaptação do parasita que, mesmo na ausência de seu reservatório 

natural, pode sobreviver em outros hospedeiros presentes em seu habitat (Desjeux, 

1992; Kamhawi, 2000). 

 

2.7. Resposta Imune 
 

Os estudos envolvendo os mecanismos de resposta imune nas leishmanioses 

são realizados, normalmente, em modelos murinos, na tentativa de se identificarem os 

fatores responsáveis pelos fenótipos de resistência e susceptibilidade a infecção pelo 

parasita Leishmania (Launois et al., 1996).  

A resistência do hospedeiro mamífero é associada à ativação seletiva e à 

diferenciação das células T helper CD4+ efetoras, que se diferenciam em células Th1 

produtoras de interferon-gama (IFN-γ), interleucina 12 (IL-12) e o fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-α), dentre outras. Por outro lado, a suscetibilidade ao parasita é 

relacionada com a resposta imune Th2, por meio de células T produtoras de citocinas 

tais como a interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5), interleucina 6 (IL-6), 

interleucina 10 (IL-10), dentre outras (Launois et al., 2002; Peters & Sacks, 2006; Sher 

& Coffman, 1992). 

A infecção experimental de camundongos BALB/c com L. amazonensis 

apresenta características diferentes em relação aos fatores envolvidos nos fenótipos 

de resistência e susceptibilidade à espécie L. major. O parasita L. amazonensis 

desencadeia uma infecção crônica, sem cura espontânea, em linhagens de 

camundongos resistentes a outras espécies de Leishmania (Soong et al., 1997; Jones et 

al., 2000). 

Jones et al. (2000), utilizando camundongos C3H/HeN, demonstraram que a 

suscetibilidade de camundongos BALB/c à L. amazonensis ocorre devido a ausência do 

receptor da IL-12 (IL-12R) na população de LT CD4+ e que essa inibição era 

independente da presença de níveis elevados de IL-4. Assim, a suscetibilidade á 

infecção estaria relacionada com a incapacidade do hospedeiro em montar uma 
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resposta imune Th1 eficiente, ao invés da existência de uma resposta imune Th2 

exacerbada (Afonso & Scott, 1993).      

A ativação policlonal de linfócitos B (LB) resulta na produção de anticorpos que 

reconhecem especificamente antígenos do parasita. Anticorpos contra Leishmania 

parecem ter pouca ou nenhuma importância na proteção contra a infecção (Jaffe, 

1999). 

Anticorpos da classe IgG  participam do processo de adesão e fagocitose  das 

promastigotas infectantes ao macrófago, sem ativar a explosão oxidativa, por meio de 

receptores para a  porção Fc dos anticorpos (Peters et al., 1995), alem de serem 

capazes de inibir a produção de citocinas importantes, tais como IFN-γ, TNF-alfa e IL-

12, bem como induzir a produção de IL-10 e TGF-beta pelos macrófagos parasitados. 

Dessa forma, um milieu de citocinas antiinflamatórias se estabelece e inibe o 

desenvolvimento de uma resposta Th1, favorecendo o desenvolvimento da doença 

(Kane & Mosser, 2001).  

Kima et al., (2000) demonstraram que o curso da infecção com L. amazonensis é 

limitado na ausência de anticorpos circulantes e que infecções em camundongos 

deficientes do receptor Fc de macrófagos também resultam em lesões limitadas, 

mesmo em camundongos geneticamente suscetíveis a infecção por esta espécie de 

parasita. Wanasen et al.(2008) sugerem que LB e anticorpos possam favorecer a 

infecção por L. amazonensis promovendo a proliferação de células B e a migração 

celular ao lugar da infecção.  

As proteínas do sistema de complemento, principalmente o C3 e seus produtos 

de clivagem (C3b, C3bi e C3dg), favorecem a fagocitose, uma vez que macrófagos 

possuem receptores específicos para os mesmos (CR1, CR2, CR3 e CR4). O complexo 

lítico final do complemento (C5-9) é capaz de se aderir à superfície das promastigotas 

e provocar a lise dessas formas. Entretanto, os lipopolissacarídeos (LPS) dos parasitos 

interferem na inserção do complexo C5-9, provavelmente, por impedimento estérico. 

A glicoproteína gp63 e alguns carboidratos (fucose e manose) também estão 

envolvidos com a ligação do parasito com a célula hospedeira (Sacks & Kamhawi, 

2001). 
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 A penetração na célula por meio de receptores para estes ligantes resulta em 

uma forma de escape do parasita, uma vez que, dessa forma, o mecanismo microbicida 

dos macrófagos não é ativado. Espécies reativas de oxigênio, de nitrogênio e o oxido 

nítrico (NO) são os principais responsáveis pela atividade microbicida dos 

macrófagos. O NO é produzido nos macrófagos a partir da L-arginina em uma reação 

catalisada pela enzima oxido nítrico sintetase induzível (iNOS). Citocinas como IFN-γ e 

TNF-α estimulam a expressão da iNOS; já a IL-4, IL-10 e TGF-β inibem a sua 

expressão. No interior dos vacúolos parasitóforos, as promastigotas se 

citodiferenciam em amastigotas, que sobrevivem e se multiplicam, dando início à 

doença.  

A saliva do vetor contribui efetivamente na infectividade das formas 

pormastigotas, por meio de substâncias vasodilatadoras. Estas substâncias, com 

funções imunossupressoras parecem inibir a apresentação de antígenos do parasita 

pelos macrófagos. Além disso, exercem um papel imunomodulador da resposta imune 

Th1, inibindo a produção e secreção de citocinas, tais como a IL-12 e o IFN-γ, 

favorecendo a progressão da infecção (Sacks & Kamhawi, 2001). 

 

 

2.8. A Técnica de phage display: expressão de peptídeos na superfície 
de fagos 

 

Phage Display é uma técnica de seleção de peptídeos in vitro na qual uma 

proteína ou peptídeo é geneticamente fundido a proteínas de superfície de um 

bacteriófago filamentoso, resultando na expressão de uma proteína heteróloga na 

superfície do capsídeo viral. A inserção de seqüências de nucleotídeos nos fagos é feita 

em uma região pré-determinada do genoma viral e permite a construção de uma 

biblioteca conformacional (Smith, 1985).  

Esta biblioteca possui uma população de ligantes em potencial. Cada membro 

da biblioteca apresenta uma forma distinta de peptídeo e, portanto, diferentes 

capacidades de interação deste com a molécula alvo. Fagos que apresentam em sua 

superfície peptídeos com especificidade de ligação desejada podem ser selecionados á 
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partir da biblioteca através da ligação com uma molécula imobilizada em uma 

superfície e a seqüência do peptídeo selecionado pode ser deduzida da seqüência do 

DNA do fago (Scott & Smith, 1990).  

Esta técnica possibilita a expressão de um grande número (maior que 1011) de 

peptídeos ou proteínas na superfície de fagos (Sidhu et al., 2000). Quanto maior o 

número de formas representadas na biblioteca, mais facilmente será encontrado um 

ligante específico (Posner et al., 1994). 

 A partícula viral do bacteriófago M13 é composta por cinco proteínas 

estruturais denominadas de P3, P6, P7, P8 e P9. No fago selvagem, encontram-se cerca 

de 2.800 cópias da P8. Nas extremidades do capsídeo, encontram-se de 3 a 5 cópias 

das demais proteínas estruturais. A P7 e P9 encontram-se na extremidade distal 

enquanto que a P3 e P6 estão na proximal. A incorporação de proteínas exógenas na 

superfície dos fagos é feita pela fusão destas às proteínas estruturais. As duas 

principais proteínas utilizadas para este fim são a P8 e P3. A P3 é necessária para o 

reconhecimento e infecção da célula e é a principal proteína estrutural para a 

apresentação de proteínas exógenas. 

Quando comparadas a outras bibliotecas de expressão, os sistemas utilizando 

fagos filamentosos apresentam vantagens. Uma delas é que fagos filamentosos não 

lisam as células infectadas, o que possibilita a separação de partículas virais do 

conteúdo intracelular, eliminando-se muito da reatividade cruzada com proteínas 

celulares.  

Uma outra vantagem desta estratégia é a seleção de epitopos descontínuos, 

significando ser possível selecionar um mimotopo (Geysen et al., 1986). 

A utilização de amostras de soros na seleção de peptídeos, através da técnica 

de phage display, é uma estratégia atrativa que pode ser aplicada para o 

imunodiagnóstico ou no desenvolvimento de vacinas contra diversas doenças, na 

tentativa de se identificar seqüências específicas que se liguem a anticorpos presentes 

em tais amostras. Tal procedimento pode gerar o desenvolvimento de novos 

compostos mais simples e sensíveis, além de permitir o entendimento da participação 

de antígenos conhecidos, ou não, nos mecanismos de resposta imune (Manoutcharian, 

et al., 1999). 
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Essa técnica demonstra um grande potencial na seleção e identificação de 

antígenos reconhecidos pelas amostras de soro de cães com LV, sem o prévio 

conhecimento de tais antígenos. Além disso, mostra-se como uma interessante 

alternativa a ser verificada no desenvolvimento de antígenos vacinais contra as 

leishmanioses.
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3. Objetivos 
 

3.1. Objetivo Geral 
 

Avaliar a proteção induzida pela imunização com peptídeos sintéticos 

selecionados pelas técnicas de phage display e spot synthesis, em camundongos 

BALB/c infectados experimentalmente com Leishmania amazonensis. 

 

3.2 Objetivos específicos 
 

• Purificar anticorpos da classe IgG a partir de amostras de soro de cães naturalmente 

infectados com Leishmania chagasi. 

 

• Selecionar peptídeos expressos na superfície de bacteriófagos utilizando os 

anticorpos IgGs purificados, por meio da  técnica de phage display. 

 

• Extrair e seqüenciar o DNA dos bacteriófagos que expressarem os peptídeos que 

apresentam reatividade frente aos anticorpos específicos. 

 

• Sintetizar, quimicamente, em membranas de celulose (spot synthesis) e na forma 

solúvel, os peptídeos selecionados. 

 

• Realizar a ligação dos peptídeos selecionados com glutaraldeído. 

 

• Avaliar o perfil da resposta imune celular (produção de IFN-γ, IL-4 e IL-10) e 

humoral (IgG total, IgG1 e IgG2a) em camundongos induzidas pela imunização com os 

peptídeos sintéticos nos animais, antes da infecção desafio com L. amazonensis. 
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• Avaliar a eficácia de proteção induzida nos animais imunizados com os peptídeos 

sintéticos e posteriormente desafiados com L. amazonensis, por meio da medição das 

lesões desenvolvidas, da carga parasitária e da resposta imunológica após a infecção 

desafio. 
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4. Material e Métodos 

 

4.1. Parasitas 
 

As amostras IFLA/BR/1967/PH-8 de Leishmania amazonensis e 

MHOM/BR/1970/BH46 de L. chagasi foram gentilmente cedidas pela Profa. Maria 

Norma Melo do Departamento de Parasitologia (ICB/UFMG). 

Os parasitas foram cultivados em meio Schneider’s completo, o qual foi 

constituído pelo meio Scheneider’s (SIGMA) acrescido com 20 % de soro fetal bovino 

(SIGMA) inativado, 20 miliMolar (mM) de L-glutamina, 50 microgramas por mililitro 

(µg/mL) de gentamicina, 200 unidades por mL de penicilina e 100 µg/mL de 

estreptomicina, em pH 7,4. 

 Os parasitas permaneceram em cultivo a 24°C, sendo que repiques das 

culturas foram efetuados de cinco em cinco dias, períodos nos quais os parasitas 

apresentam-se em fase logarítmica de crescimento. Estoques de parasitas foram 

congelados em glicerol estéril, na concentração de 20%, diluídos em um mL de meio 

Schneider’s completo e armazenados em nitrogênio liquido (-196C). 

 

4.2. Preparação de extratos protéicos solúveis de Leishmania 
 

As amostras de L. chagasi e L amazonensis foram cultivadas em meio de cultura 

Schneider’s completo e incubadas a 24°C. Decorridos cinco dias de cultivo e sendo 

constatadas a viabilidade e a ausência de agentes contaminantes, as formas 

promastigotas em fase estacionária de crescimento foram quantificadas em câmara de 

Newbauer, sendo ajustadas para a concentração de 2x108 promastigotas por mL. 

Para o preparo do extrato solúvel de formas promastigotas de L. chagasi 

(ScLAE) e de L. amazonensis (SLALA), os parasitas foram recuperados por 

centrifugação a 2900 G (centrífuga modelo CT5000R Cientec) por 20 minutos (min) e 

lavados em salina tamponada com fosfato (PBS, o qual foi constituído por 8,0 gramas 
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(g) de NaCl; 1,16 g de Na2HPO4; 0,2 g de KH2PO4 e de 0,2 g de KCl, para 1 litro (L) em 

água destilada pH 7,4) estéril por 4 vezes. O sedimento foi ressuspendido em cinco 

mililitros (mL) de PBS estéril e submetido a seis ciclos de choque térmico, com 

congelamento em nitrogênio liquido e descongelamento em banho-maria a 37°C. 

A fração antigênica solúvel foi coletada após centrifugação (6000 G por 20 min) 

e a concentração de proteínas foi determinada pelo método de Bradforf (Bradford, 

1976). As amostras foram armazenadas em alíquotas a -80 °C ate o momento do uso. 

  

4.3. Amostras de soros de cães  
 

Os soros de cães com leishmaniose visceral (n=38) utilizados neste trabalho 

foram obtidos no Hospital Veterinário da Escola de Medicina Veterinária da UFMG e 

cedidos pelo Prof. Dr. Rubens Antônio Carneiro, da Escola de Veterinária da 

Universidade Federal de Minas Gerais.  

O diagnóstico da leishmaniose visceral canina (LVC) foi determinado através de 

testes ELISA, RIFI e pela confirmação da presença de parasitas observados em 

aspirados da medula óssea.  

As amostras de soro de cães saudáveis (n=16), negativos para leishmanioses, 

foram obtidas do laboratório do Centro de Controle de Zoonoses da Prefeitura 

Municipal de Belo Horizonte e cedidos pela Dra. Eliane Lobato.  

Amostras de soro de cães com doença de Chagas (n=10) foram gentilmente 

cedidos pelo Prof. Dr. Yeso de Miranda Castro da Universidade Federal de Ouro Preto. 

Estes soros foram previamente testados por ELISA.  

Foram realizadas a extração e purificação de imunoglobulinas da classe IgG 

anti-L. chagasi,  de cães saudáveis e daqueles com doença de Chagas, para a seleção 

dos fagos específicos. 

A extração das imunoglobulinas, da classe IgG, para a seleção de fagos 

específicos foi realizada de acordo com o protocolo da AMERSHAM PHARMACIA 

BIOTECH (1998), com algumas modificações, como descrito: 
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 Uma solução de sulfato de amônio saturado (50% p/v) foi adicionado  

lentamente aos pools de soros (positivos, negativos e anti-Chagas) com auxílio de uma 

bureta. O volume adicionado de sulfato e soro foram os mesmos. A precipitação de 

imunoglobulinas ocorreu a 4o C por 12 horas, sob leve agitação.  A mistura foi 

transferido para tubos Falcon (Nunc) de 50 ml e centrifugados por 30 minutos a 2.900 

G a 4oC. O sobrenadante foi desprezado e as imunoglobulinas presentes no precipitado 

foram novamente dissolvidas em tampão fosfato salino (PBS) 0,15M, pH 7,4 e 

dialisadas contra este mesmo tampão por 48 horas, trocando-se duas vezes ao dia 

para a completa retirada do sulfato de amônio. 

Após a precipitação das imunoglobulinas totais com sulfato de amônio, as 

imunoglobulinas da classe IgG foram purificadas por cromatografia de 

imunoafinidade em coluna de proteína A-sepharose, como descrito por Chávez-

Olortegui et al. (1994). 

A concentração protéica das imunoglobulinas foi determinada por meio de 

leitura espectrofotométrica, com comprimento de onda de 260:280 nanômetros (nm). 

 

4.4. Teste ELISA para verificação da reatividade das IgGs purificadas 
 

Foram realizados ensaios imunoenzimáticos (Enzyme Linked Immunosorbent 

Assay-ELISA) para verificar a reatividade das IgGs de cão purificadas frente ao extrato 

solúvel de L. chagasi e L. amazonensis. A metodologia utilizada é descrita abaixo: 

  Os poços de uma microplaca de polietileno (Falcon) foram sensibilizados 

durante um período de 16 horas, a 4o C, com 100 µL/poço (volume padrão) de solução 

de tampão carbonato 0,02 M, pH 9,6, (tampão de sensibilização ou coating buffer) 

contendo o extrato solúvel de L. chagasi (1 µg/ml). 

 A placa foi lavada com solução de lavagem (PBS 1x com Tween a 0.05%) cinco 

vezes para a retirada do antígeno que não aderiu à fase sólida. O bloqueio dos sítios 

livres foi feito com 200 µL de solução de bloqueio (caseína 2% em PBS 1x 0.05M, pH 

7.4) a 37oC durante 1 hora. 
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  A placa foi lavada cinco vezes e, em seguida, foi realizada a reação com IgGs de 

cães anti-L.chagasi e normais diluídas em tampão de incubação (caseína 0.25% em 

PBS 1x 0.05M, pH 7.4 e 0.05% Tween 20), a 37oC durante 1hora. As placas foram 

lavadas seis vezes com solução de lavagem. Foram adicionados 100 µL de tampão de 

incubação contendo a anticorpo anti-IgG total de cão conjugado à peroxidase (Sigma) 

diluído (1:1000), a 37oC durante 1hora. 

 Os poços foram lavados seis vezes com solução de lavagem. A atividade 

enzimática foi revelada pela adição de 100 µL da solução reveladora (duas mg de OPD 

e 2 µL de peróxido de hidrogênio para 10 mL de tampão citrato 0,05 M pH 5,0). 

 A placa foi incubada por 20 minutos à temperatura ambiente, ao abrigo da luz. 

A interrupção da reação foi feita com 20 µL da solução de ácido sulfúrico (1:20) e a 

leitura espectrofotométrica feita a 492 nm (SpectraMax340). 

 

4.5. Técnica de phage display 
 

4.5.1. Seleção dos peptídeos expressos na superfície dos fagos (bio-
seleção) 

 

Para a bio-seleção de moléculas capazes de se ligar especificamente às 

imunoglobulinas dos soros de cães com leishmaniose visceral (LV), foram utilizadas 

quatro bibliotecas expressando peptídeos aleatórios de 12, 15, 17 e 30 aminoácidos. 

As bibliotecas foram obtidas pelo Dr. J. Scott (Simon Fraser University, Burnaby BC, 

Canadá). Os fagos foram selecionados após três ciclos consecutivos de bio-seleção e 

amplificação, a fim de se aumentar a especificidade das ligações.  

A bio-seleção foi feita de acordo com protocolo descrito por Smith (1985), com 

modificações:  

 Uma placa de Petri de polietileno (10 X 1.5 cm, Falcon 1029) foi sensibilizada 

com as imunoglobulinas purificadas do soro de cães com LV, na concentração de 100 

µg/mL em coating buffer (NaHCO3  100mM pH 8,6), overnight a 4oC, sob leve agitação. 

Os anticorpos não ligados foram removidos por cinco lavagens de dois minutos cada 
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com solução de lavagem (TBS 50mM, NaCl 150mM, Tween 0.05%, pH 7.5). A placa foi 

bloqueada com a adição de 200 µL/poços de solução de bloqueio (TBS 50mM, NaCl 

150mM, Tween 0.05%, pH 7.5, BSA 3%) overnight a 4oC. Após cinco lavagens de dois 

minutos cada com solução de lavagem, 5X1012 fagos de cada biblioteca foram 

adicionados à placa, em 10 mL de TBS 50mM, NaCl 150mM, Tween 0.05%, pH 7.5, 

para incubação com anticorpos, overnight a 4oC. Os fagos que não se ligaram foram 

removidos por dez lavagens de dois minutos cada com NaCl/Tris (50mM Tris, 150mM 

NaCl, 0.5% Tween 20, pH 7.5) e  cinco lavagens de dois minutos cada com solução de 

lavagem.  

 Os fagos ligados foram eluídos pela incubação com o respectivo competidor 

(no caso, o extrato protéico solúvel de L. chagasi, na concentração de 10µg/mL) em 

TBS (Tris 50mM, NaCl 150mM, Tween 0.05%, PH=7.5), overnight a 4ºC, sob agitação. 

 A amplificação dos fagos eluídos foi iniciada com a adição destes em 5 mL de 

uma cultura de células de Escherichia coli K 91 (Densidade ótica a 550nm = 1.8) em 

meio LB, que se encontra em fase exponencial de multiplicação. Depois de uma 

incubação de 10 minutos a 37oC, as bactérias infectadas foram selecionadas com 

adição de tetraciclina ao meio (0.2 µg/mL de meio) por 30 minutos a 37oC, com 

agitação de 225 rpm.  

Em seguida, foi adicionada tetraciclina em maior quantidade (20µg por mL de 

meio), para a seleção final das bactérias infectadas e, conseqüentemente, resistentes. 

As bactérias infectadas foram colocadas a 37oC overnight com agitação constante de 

225 rpm para propagação.  

  As células foram lavadas com duas centrifugações (4000 em seguida 8000 

rpm). Os fagos resultantes foram separados do sobrenadante por precipitação em 

20% de polietileno glicol 8000 (PEG 8000 20% 2.5M NaCl), overnight, em banho de 

gelo.  

O precipitado foi coletado após duas centrifugações a 8000 rpm, a 4oC (40 e 10 

minutos). Finalmente, o pellet foi dissolvido em 3 mL de Tris/NaCl, e incubado a 37oC 

por 30 minutos com agitação de 150 rpm e essa solução foi transferida para tubos de 

microcentrífuga e centrifugados para retirar qualquer vestígio de bactéria (10 

minutos 15.000 rpm). O sobrenadante foi então armazenado a –20o C. Após a obtenção 
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dos fagos, estes foram titulados para se iniciar um novo ciclo de bio-seleção, com o 

objetivo de se aumentar a especificidade de ligação dos peptídeos selecionados em 

relação às moléculas alvo empregadas. 

 A titulação foi feita a partir de diluições seriadas (10-1 a 10-12) dos fagos em 

meio LB líquido. Dez microlitros das diluições 10-6, 10-8, 10-10 e 10-12 foram utilizadas 

para infectar, separadamente, 200 µL de uma cultura de E. coli em crescimento 

exponencial (Densidade ótica a 550nm = 1.8). Para aperfeiçoar a infecção, as células 

foram mantidas a 37o C por 15 minutos e a 37oC por mais 15 minutos com agitação de 

225 rpm. O volume total de células (200 µL) das diluições escolhidas foram 

plaqueados em meio LB ágar com tetraciclina (20µg/mL). O título foi estabelecido a 

partir da maior diluição onde houve crescimento.   

 

4.5.2. ELISA para testar a reatividade dos fagos nos três ciclos de bio-
seleção 

  

 A fim de comprovar o aumento da afinidade dos fagos específicos às IgGs anti-

L. chagasi, após o terceiro panning (P3), foi realizado um ensaio ELISA, conforme o 

protocolo descrito: 

  Uma placa para ELISA (Nunc) foi sensibilizada com IgGs do pool de soros de 

cães com LV, em uma concentração de 10 µg/mL em coating buffer (NaHCO3 100mM 

pH 8,6), por 16 horas a 4oC.  

O bloqueio dos sítios livres foi feito utilizando-se uma solução PBS-Tween 

0.1%/ Leite Molico 2% durante 1 hora a 37o C. A cada poço, foram adicionados 1010 

fagos que foram eluídos de cada ciclo de seleção. Como controle negativo, a mesma 

concentração de fagos silvestres foi utilizada. A placa foi incubada por 2 horas a 37o C. 

Após, as cavidades foram lavadas seis vezes com PBS-Tween 0,1% e incubadas a 37o C 

durante 1 hora com o anticorpo anti-fago M13 conjugado à peroxidase (Sigma), 

diluído 1:5000. As cavidades foram lavadas novamente por 6 vezes com PBS-Tween 

0,1% e reveladas com 100 µL de solução reveladora (duas mg de OPD para 10 mL de 

tampão substrato (citrato trissódico, ácido cítrico e de água oxigenada 30 volumes). 
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A interrupção da reação foi feita com 20 µL de solução de ácido sulfúrico (2 N) 

e a leitura espectrofotométrica feita a 492nm. 

 

4.5.3. Screening dos clones de fagos selecionados 

 Ao fim terceiro ciclo de bio-seleção, uma titulação foi realizada e colônias 

isoladas foram amplificadas para serem analisadas individualmente. As colônias 

foram transferidas, uma a uma, para uma placa de cultivo celular de 96 poços 

contendo 200 µL de meio LB mais 20 µg/mL de tetraciclina, permanecendo overnight 

a 37oC, com agitação de 225 rpm. A placa foi centrifugada a 1500 rpm por 30 minutos 

e o sobrenadante da cultura, onde estão os fagos isolados, foi testado por meio da 

técnica de ELISA, como descrita abaixo: 

  Uma placa para ELISA (Nunc) foi sensibilizada com imunoglobulinas do pool de 

soros de cães com LV em uma concentração de 10 µg/mL em tampão de sensibilização 

(coating buffer), overnight a 4o C.  

O bloqueio dos sítios livres foi feito utilizando-se solução de bloqueio, durante 

1 hora a 37o C. A cada poço, foram adicionados 50 µL do sobrenadante de cultura de 

E.coli infectadas por clones individuais de fagos selecionados no terceiro ciclo de 

seleção, previamente cultivados, acrescidos de 50 µL da solução de bloqueio. A placa 

foi incubada por 1 hora a 37o C.  

 Após, as cavidades foram lavadas 6 vezes com PBS-Tween 0,1% e incubadas a 

37oC durante 1 hora com anticorpo anti-fago M13 conjugado à peroxidase diluído 

1:5000. As cavidades foram lavadas 6 vezes com PBS-Tween 0,1%  e reveladas com 

100 µL de solução reveladora. A interrupção da reação foi feita com 20 µL de solução 

de ácido sulfúrico (2 N) e a leitura espectrofotométrica feita a 492nm.  

Os clones que apresentaram densidade ótica a 492 nm superior a 0.8 foram 

considerados positivos.  
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4.5.4. Especificidade dos clones positivos frente às IgGs de cães saudáveis 
 

Com o objetivo de se selecionar apenas clones com alta especificidade contra 

anticorpos purificados anti-L. chagasi foi feito ELISA utilizando-se soros de cães 

saudáveis.                                                                         

 

4.5.5. Teste de reação cruzada dos clones positivos frente às IgGs de cães 
com doença de Chagas 

  

Com o objetivo de selecionar apenas clones com elevada especificidade em 

relação aos anticorpos anti-L. chagasi purificados, foram feitos ensaios ELISA 

utilizando-se anticorpos IgGs purificados a partir de amostras de soro de cães 

infectados com Trypanosoma cruzi.                                                                      

  

4.5.6. Sub-clonagem dos clones positivos 

 
Após os clones específicos terem sido caracterizados, como descrito na etapa 

anterior, as bactérias aderidas na placa de cultura foram ressuspensas em meio LB e 

novamente plaqueadas em meio LB ágar contendo tetraciclina (20µg/ml), overnight a 

37o C.  

Uma colônia correspondente a cada clone positivo foi transferida para 5 mL de 

meio LB líquido com tetraciclina e submetida à agitação constante com 225 rpm, 

overnight, a 37o C. Após essa etapa, foi acrescentado 1 ml de glicerol estéril para 

congelamento e estoque das culturas de bactérias. 

 
 
 
 
 
 
 
 



Material e Métodos 

 
 

28

4.6. Seqüenciamento do DNA viral 
 

4.6.1. Extração do DNA  
 

Para extrair o DNA dos fagos selecionados, foi usado o protocolo de extração 

QIAprep Spin M13 purification procedure (protocolo), da QIAGEN. Este kit é designado 

exclusivamente para preparação da fita única de DNA do fago M13, utilizando colunas 

em microcentrífuga. 

 

4.6.2. Dosagem do DNA 
 

Após a extração, foi feito um gel de agarose 1% e, a ele, foi adicionado 1 µL do 

DNA viral. Para comparação, foi utilizado um padrão de 250 ng de DNA. 

 

4.6.3. Seqüenciamento automático capilar  
 

Após a dosagem, 250 ng de cada DNA foram submetidos ao seqüenciamento no 

aparelho ABI Prism- 310 Genetic Analyser (Perkim Elmer). 

  

  

4.6.4. Identificação dos peptídeos selecionados 
 

Para identificação dos peptídeos selecionados, primeiramente, as seqüências 

de nucleotídeos codificadoras dos peptídeos foram identificadas, através da análise 

das seqüências de DNA. Após a identificação dos nucleotídeos, foi usada a opção DNA,  

protein select translate 3’5’ frame 1,  do programa  proteomics tools disponível em 

http://www.expasy.ch para identificar os peptídeos. 
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4.6.5. Análise de homologia 

As seqüências dos nucleotídeos referentes aos clones seqüenciados foram 

analisadas quanto à sua similaridade com outras seqüências já registradas em bancos 

de dados através do programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST- ALTSCHUL 

e cols., 1990) disponível em http://www.ncbi.nlm.nih.gov 

 

4.7. Síntese e imunoensaios dos peptídeos em membranas de celulose 
 

Com a identificação das seqüências codificadoras dos peptídeos de interesse, os 

mesmos foram sintetizados sobre uma membrana de celulose pelo método de spot 

synthesis (Franck, 1992) e o ensaio realizado como descrito: 

Após a síntese dos peptídeos sobre a membrana, para a verificação da 

reatividade dos mesmos em relação às amostras de soro de cães com LV, as 

membranas contendo os peptídeos foram lavadas três vezes com TBS 1x pH 7.4 e 

incubadas por 24 horas com solução de bloqueio em TBS, contendo Tween-20 a 

0,05% (T-TBS) e sacarose a 0.5%, à temperatura ambiente. Após o bloqueio, as 

membranas foram lavadas e incubadas com os pools de soros de cães negativos e 

positivos para LV, por 90 min à 37oC.  

Posteriormente, três lavagens foram realizadas e  o anticorpo  anti-IgG de cão 

conjugado à fosfatase alcalina foi adicionado e mantido sob agitação por 90 min. 

Foram realizadas duas lavagens com TBS/Tween 20 e outras duas subseqüentes com 

CBS pH 7,0 por 10 min e sob agitação constante, à temperatura ambiente, adicionou-

se o substrato (MTT-BCIP, Sigma), permanecendo em incubação por 30 minutos. A 

reação foi interrompida depois de duas lavagens da membrana com o tampão CBS pH 

7,0 para a visualização da reatividade dos spots de acordo com a formação de 

precipitado azul sobre os peptídeos (spots) mais reativos.  

Ao final dos ensaios, as membranas foram documentadas e, em seguida, 

submetidas a um tratamento de regeneração, para sua posterior reutilização. As 

membranas foram tratadas com dimetilformamida (DMF), reagente A (uréia 8M, 1% 

de SDS, 0.1% de 2-mercaptoetanol), reagente B (etanol/água/ácido acético nas 
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proporções 50:40:10 vol/vol/vol),  e metanol para remoção dos complexos 

moleculares precipitados sobre os peptídeos (três lavagens, de 10 min cada). Este 

procedimento permite a reutilização das membranas por cerca de 30 a 40 vezes para 

o emprego de anticorpos policlonais e de até 70 vezes para anticorpos monoclonais. 

 

4.8. Síntese química dos peptídeos em fase sólida – Método F-moc 
 

Os peptídeos selecionados foram sintetizados sob a forma solúvel, utilizando-

se, para tal, um protocolo de síntese de peptídeos em fase sólida (resina), que usa 

aminoácidos especiais para a síntese in vitro. Esses aminoácidos possuem o 

grupamento amina protegido pelo grupamento Fmoc (fluorenil metil oxicarbonila) e 

são acoplados à resina, que também se encontra protegida.  

O protocolo foi realizado conforme Merryfiel (1965), com algumas 

modificações: 54 mg da resina (Rink Amide-40 µM) foram colocados em um tubo de 

síntese e o seu grupamento Fmoc foi liberado, cobrindo a resina com 3 ml de 

piperidina 20% em DMF. A resina foi lavada três vezes, por 10 minutos cada, com a 

solução mencionada, sob agitação contínua à temperatura de 37ºC. Todas as lavagens 

foram feitas com auxílio de uma bomba a vácuo. 

O tubo de síntese foi lavado três vezes com 5 ml de DMF por lavagem. Iniciou-

se, então, o acoplamento dos aminoácidos Fmoc. A quantidade despendida para cada 

aminoácido foi equivalente a 160 µM. O primeiro aminoácido a ser acoplado é ligado 

pelo seu grupamento carboxila ao grupamento amina da resina, formando uma 

ligação peptídica.  

O primeiro aminoácido foi colocado no tubo de síntese e, para cada 160 µM do 

aminoácido foram acrescentados 21.6 mg de hidroxibenzotriazol (HOBt) e 25 µL de 

diisopropilcabodiimida (DIPC). O DIPC e HOBt são reagentes que permitem a ativação 

da função COOH dos aminoácidos Fmoc.  

Com DMF suficiente para cobrir toda a resina, o tubo permaneceu sob agitação 

constante por 3 horas à 37oC. Após, todo o líquido do tubo de síntese foi retirado com 

auxílio de uma bomba a vácuo e a resina lavada com DMF por três vezes.  
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O grupamento amina desse primeiro aminoácido acoplado foi desprotegido 

lavando-se a resina com 3 ml de uma solução de piperidina 20% em DMF, por três 

vezes de 10 minutos cada com agitação contínua à 37°C. O segundo aminoácido, com 

seu grupamento amina protegido, foi colocado no tubo de síntese juntamente com o 

HOBt e DIPC e este foi processado exatamente como o anterior. Este ciclo foi repetido 

até que todos os aminoácidos do peptídeo fossem acoplados.  

Após o término dos ciclos, o último aminoácido foi desprotegido como os 

anteriores e a resina lavada por 4 vezes, durante 5 minutos cada, com diclorometano. 

O peptídeo foi dissociado da resina pelo uso de uma solução de clivagem contendo 

2.5% de β-mercaptoetanol e 2.5% de água, num volume final de 5 mL de TFA (ácido 

trifluoracético). O tubo de reação permaneceu sob agitação com a solução por 4 horas.  

A solução contendo os peptídeos foi coletada com auxílio de uma bomba a 

vácuo e os produtos da síntese foram precipitados com éter gelado, overnight a 4oC. O 

tubo foi lavado e centrifugado por três vezes a 3000 rpm por 30 minutos, enquanto o 

sobrenadante foi desprezado e o peptídeo ressuspenso  em água. 

Após a obtenção do peptídeo, este foi liofilizado, purificado em sistema de 

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) e analisado em espectrômetro de 

massa. 

 

4.9. Purificação dos peptídeos sintéticos  
 

Os peptídeos sintetizados foram purificados por cromatografia em fase reversa 

utilizando-se a coluna Sephasil Peptide C18 – Shimadzu (volume 4.24 mL, diâmetro 

0.46 cm e altura 15 cm) acoplada a sistema de HPLC. Primeiramente, a coluna foi 

lavada com a solução A (TFA 1.1% diluído em água), por 10 minutos. Os componentes 

presentes foram eluídos, utilizando-se um gradiente que variou entre 0 e 25% de 

acetonitrila durante 75 minutos (0 –10 minutos até 10% de acetonitrila e de 10-75 

minutos até 25% de acetonitrila). Os 20 minutos seguintes foram utilizados para 

lavagem da coluna com acetonitrila P.A.. Após a purificação, os peptídeos foram 
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submetidos à espectrometria de massa (Micromass Q-Tof- micro TM) e sua massa 

molecular foi confirmada. 

 

4.10. Polimerização dos peptídeos com glutaraldeído 
 

Os peptídeos sintéticos 11H e 12A foram acoplados utilizando-se uma solução 

de glutaraldeido a 1%. Este é capaz de interagir com as lisinas e o grupo amino das 

cisteínas formando uma ligação covalente. A ligação foi realizada como descrito por 

Machado de Ávila et al. (2004). 

 

4.11. Análise por eletroforese em gel de poliacrilamida dos peptídeos 
polimerizados 

 

4.11.1. Gel de eletroforese SDS-PAGE 
 

Um gel em concentração de 15% de acrilamida (Laemmli, 1970) foi preparado 

para a migração do polímero dos peptídeos 11 H e 12 A em presença de 10% 

dodecil sulfato de sódio (SDS) em sistema BioRad. Utilizaram-se 10 e 20 μg, do 

polímero dos peptídeos. Estas amostras foram adicionadas ao tampão de amostra 

em condições não redutoras (Tris-HCl 0,5 mol/l, pH 6.8, glicerol 10%, SDS 10% 

(p/v) e azul de bromofenol 0,1% (p/v)). A migração aconteceu utilizando-se 

tampão de migração (Tris 0, 025 mol/l, glicina 0,2 mol/l e SDS 0,5% , pH 8.3) sob 

voltagem de 150 V. 

4.11.2. Método de coloração pela prata 
 

Para a coloração do gel, o método de coloração pela prata foi o adotado 

(Rabilloud, 1994). Após a migração do gel, este foi embebido durante 1 hora a 

temperatura ambiente em solução fixadora – Metanol: Acido Acético: Formaldeído 

(5:1.2: 0.004) em água. Após 3 lavagens de 7 minutos com água,  foi adicionado ao 

gel uma solução de tiossulfato de sódio a 4% durante 1 minuto. Novamente, o gel 

foi submetido a 3 lavagens de 7 minutos com água para posterior incubação deste, 
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por 20 minutos, com a solução de prata  (AgNO3- 0.1 g+ formaldeído 75 ul em 100 

ml de água). A solução foi então incubada com a solução de desenvolvimento 

(Na2CO3 6g + Formaldeido 50 µl + sol. Tiossulfato de sódio 2ml em agua). Após o 

aparecimento das bandas, o gel foi colocado em contato com a solução de parada - 

Metanol: Acido Acético (5:1.2) em água.  

 

4.12. Animais de experimentação 
 

Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal 

(CETEA) da UFMG. 

Foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c, fêmeas, de 4 a 6 semanas 

de idade. Os animais foram adquiridos junto ao Biotério do instituto de Ciências 

Biológicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e mantidas no 

Biotério do Departamento de Bioquímica e Imunologia do ICB/UFMG. 

 

4.13. Esquemas de imunização 
 

Grupos de camundongos BALB/c (n=12, por grupo) foram imunizados com 50 

µg do polímero peptídico, composto pelos peptídeos 11H e 12A, por via subcutânea. 

Quatro doses foram administradas em intervalo de 15 dias, em um volume final de 

100 µl em PBS estéril, por animal. O adjuvante de Freund foi utilizado. Grupos de 

camundongos que receberam PBS, adjuvante de Freund, o polímero de um peptídeo 

não relacionado com L. amazonensis mais adjuvante, o polímero do peptídeo 11H mais 

adjuvante, o polímero do peptídeo 12A mais adjuvante e SLALA (50 µg) mais 

adjuvante, foram usados como controle. 
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4.14. Infecção desafio 
 

Na infecção desafio, realizada 21 dias após a última dose da vacina, foram 

utilizadas 1x106 promastigotas em fase estacionária de crescimento de L. 

amazonensis. Para tal, os parasitas foram cultivados em meio Schneider’s completo a 

24° C. Os parasitas foram quantificados em câmara de Newbauer e administrados no 

coxim plantar direito dos animais, em um volume final de 20 µl em PBS. 

Após o desafio, o desenvolvimento da lesão foi monitorado por meio de leituras 

semanais da espessura da pata infectada, comparando-se com os valores obtidos na 

pata não-infectadas, de onde foi obtido o valor médio e o erro padrão dos grupos 

experimentais. A medição foi realizada com a utilização de um paquímetro (L.S. 

Starrett S.A., SP, Brasil). 

Todos os experimentos foram repetidos por 2 vezes, com a obtenção de 

resultados similares. 

 

4.15. Isolamento e cultura dos esplenócitos 
 

Camundongos BALB/c imunizados e/ou desafiados foram sacrificados para a 

coleta do baço, o isolamento, a cultura e a estimulação dos esplenócitos. Para tal, um 

dia antes da infecção desafio e cerca de 8 a 9 semanas após, animais (n=4) foram 

sacrificados e o baço foi coletado para o cultivo das células esplênicas e a posterior 

analise de citocinas produzidas nos sobrenadantes das culturas. 

Os órgãos foram macerados em meio de cultura Dullbecco’s Modified Eagle’s 

Médium (DMEM; SIGMA) completo, o qual foi constituído por meio DMEM acrescido 

de 20% de soro fetal bovino inativado, 4,5 g/L de glicose, 20 µg/mL de sulfato de 

gentamicina, 100 U/mL de penicilina e 50 µg/mL de estreptomicina, pH 7,4 em placas 

de cultivo celular de 24 poços (Nunc). Após a maceração, procedeu-se à lavagem das 

células em meio DMEM incompleto e, em seguida, a lise de hemácias com tampão de 

lise (Tris HCl 17 mM pH 7,4 e Cloreto de amônio 144 mM), por 4 mim. As células 
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viáveis foram recuperadas por centrifugação (1500 G por 10 min a 4 C) e  

ressuspensas  em 1 mL de DMEM completo.  

A seguir, as células foram contadas  em câmara de Newbauer e ajustadas para 

uma concentração final de 5x106 células por mL, sendo então diluídas em meio DMEM 

completo e plaqueadas em placas de 24 poços. 

As concentrações utilizadas para os antígenos estimuladores das células, no 

caso, do polímero (11H-12A) e do extrato proteico solúvel de L. amazonensis (SLALA) 

foram as menores possíveis capazes de induzir a máxima produção das citocinas, 

definidas através de uma curva padrão de dose e resposta. Dessa forma, as 

concentrações utilizadas para cada antígeno foram de 10 µg/mL do polímero e de 50 

µg/mL do SLALA. O mitógeno concavalina A (Con A) foi utilizado como controle de 

viabilidade celular, na concentração de 5 µg/mL.  

Após o acréscimo dos antígenos, as placas foram incubadas em estufa a 5% de 

CO2 por 48 horas a 37°C. Após, os sobrenadantes foram coletados e utilizados nos 

experimentos de ELISA ou armazenados a -80°C. 

 

4.16. Dosagem de citocinas 
 

O perfil da resposta celular foi avaliado através da produção das citocinas IFN-

γ, IL-4 e IL-10 nos sobrenadantes de cultura celular após os estímulos. As dosagens 

foram realizadas por ELISA de captura, utilizando-se os kits Intertest Mouse IFN-γ 

ELISA kit, Intertest Mouse IL-4 ELISA kit e Intertest Mouse IL-10 ELISA kit 

(Pharmingen), de acordo com as instruções do fabricante. 
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4.17. Avaliação da produção de anticorpos 
 

O perfil da resposta humoral nos animais imunizados e/ou desafiados foi 

avaliado através da produção de anticorpos IgG total e das sub-classes IgG1 e IgG2a, 

específicos ao polímero ou ao SLALA.  

Para tal, após a morte dos animais, cerca de 1 mL de sangue total foi retirado 

do plexo braquial. As amostras foram incubadas por 15 min a 37o C e, posteriormente, 

centrifugadas (1500 G por 15 min), para a obtenção de soro. 

Os ensaios ELISA foram realizados em placas de 96 poços (Nunc), utilizando-se 

como antígenos sensibilizadores os peptídeos sintéticos polimerizados ou SLALA. 

Curvas de titulação foram realizadas para se determinar a menor concentração 

possível dos antígenos a serem utilizados na sensibilização das placas, sem a alteração 

qualitativa dos resultados. Dessa forma, foram determinadas as concentrações de 0,5 

µg/mL para os peptídeos sintéticos ou o polímero e de 1 µg/mL para o SLALA. Curvas 

de titulação com as amostras de soro foram também realizadas. Nesses casos, optou-

se por uma diluição padrão de 1:100. 

As placas foram sensibilizadas em tampão carbonato/bicarbonato 

(0,1M/0,05M, respectivamente, pH 9,6) e incubadas a 4oC por 16 horas. Em seguida, 

foram efetuadas 3 lavagens e a solução de bloqueio (PBS 0,15 M pH 7,4 e caseína a 

2%) foi acrescentada, por 2 h a 37oC. Novamente, as placas foram lavadas por 3 vezes 

e as amostras de soro foram acrescentadas na diluição de 1:100, em duplicata, 

diluídas em tampão de incubação (PBS 0,15 M pH 7,4; caseína a 0,2% e Tween a 

0,05%) e mantidas em repouso por 1 hora a 37oC.    

 Para a determinação de IgG total, as placas foram lavadas por 7 vezes e o 

anticorpo anti-IgG total de camundongo, conjugado a peroxidase, foi acrescentado na 

diluição de 1:10.000, em tampão de incubação, sendo mantidas por 2 horas a 37oC. 

Após 7 lavagens, a solução reveladora foi acrescentada. Essa foi composta por OPD a 

0,02% e H2O2 20 volumes e 100 ml de tampão citrato fosfato 0,5 M (Na2HPO4 24 mM, 

acido cítrico 17,5 mM para um litro de água destilada, pH 5,0). 
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 As placas foram incubadas por 20 min, ao abrigo da luz, e a reação foi 

interrompida pela adição de acido sulfúrico (H2SO4) 2 N. A leitura das absorbâncias foi 

realizada em leitor de ELISA (BioRad), com comprimento de onda de 492 nm. 

Para a determinação dos isotipos IgG1 e IgG2a, após a incubação das placas 

com as amostras de soro e posterior lavagem, foram acrescentados os anticorpos anti-

IgG1 (SIGMA) ou anti-IgG2a (SIGMA), respectivamente. Os anticorpos foram diluídos a 

1:5.000 em tampão de incubação e as placas foram incubadas por 2 horas a 37°C. 

 Após 7 lavagens, o anticorpo anti-IgG total de camundongo, conjugado a 

peroxidase, foi acrescentado na diluição na diluição de 1:5.000 em tampão de 

incubação. As placas foram incubadas por 1 hora a 37oC e, após sucessivas lavagens, a 

solução reveladora foi acrescentada. A reação de revelação ocorreu no escuro, por 20 

min e foi interrompida pela adição de H2SO4 2 N. A leitura das absorbâncias foi 

realizada em leitor de ELISA a 492 nm. Em todos os ensaios, controles positivos e 

negativos foram utilizados. 

 

4.18. Quantificação de parasitas 
 

Ao final dos experimentos (cerca de 8 a 9 semanas após a infecção), a 

quantificação de parasitas foi realizada através da técnica de diluição limitante. Para 

tal, a carga parasitaria foi determinada após a morte dos animais e a remoção de 

fragmentos das bordas da lesão na pata infectada.  

Os fragmentos foram pesados, homogeneizados em meio de Schneider’s 

completo (proporção de 100 mg de tecido para 1 mL de meio de Schneider’s) e 

macerados em triturador de vidro estéril. Esta suspensão foi plaqueada, em duplicata 

e diluições sucessivas foram realizadas ate a ordem de grandeza logarítmica de 10-12, 

em placas de cultura de 96 poços (Nunc). 

  As placas foram incubadas por sete dias a 24oC, quando foram levadas ao 

microscópio ótico e o resultado final foi determinado pela maior diluição logarítmica 

na quais parasitas móveis podiam ser visualizados. 
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4.19. Analise estatística 
 

A análise estatística foi realizada pela obtenção das médias, dos desvios-padrão 

e erros-padrão. Os resultados obtidos foram comparados através do teste t de Student 

não-pareado, sendo consideradas significativas as diferenças de p<0,05. 
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5. Resultados 
 

5.1. Purificação de IgGs de cães infectados e reatividade frente aos 
antígenos de Leishmania chagasi, L. amazonensis e L. major. 

 
 Após a purificação dos anticorpos IgGs obtidos a partir do pool de amostras de 

soro de cães infectados com L. chagasi, um ensaio ELISA foi realizado para se verificar 

a reatividade das imunoglobulinas frente aos antígenos de L. chagasi, L. amazonensis e 

L. major, uma vez que, para a seleção dos clones expressando os peptídeos de 

interesse, foram utilizados anticorpos de cães com leishmaniose visceral (LV) e, neste 

trabalho, os peptídeos sintetizados foram testados em experimentos de proteção 

contra L. amazonensis, uma espécie relacionada, principalmente, aos casos de 

leishmaniose tegumentar.  

Pode-se observar, na Figura 1, que as imunoglobulinas purificadas anti-L. 

chagasi foram capazes de apresentar elevada reatividade não apenas com o antígeno 

da referida espécie, mas também em relação aos antígenos de L. amazonensis e L. 

major. 

 

5.2. Reatividade dos clones de fagos após os três ciclos de seleção. 
 

Após os três ciclos de bio-seleção (Pannings 1, 2 e 3), foi feita uma ELISA tipo 

sanduíche para se verificar o aumento da afinidade entre os clones selecionados e 

amplificados e as imunoglobulinas anti-L. chagasi (Figura 02). As imunoglobulinas 

usadas nessa ELISA foram as mesmas utilizadas para a seleção inicial dos fagos nos 

ciclos de bio-pannings. Podemos observar, na análise da figura 02, que a reatividade 

dos clones de fagos foi maior no Panning 3 (P3) sugerindo que, em cada ciclo, a 

especificidade e a reatividade dos fagos amplificados foi aumentada. 
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Figura 01- ELISA de reação cruzada de antígenos de Leishmania spp. Sensibilização da placa de 
ELISA com 5 µg/ml dos extratos protéicos solúveis de L. chagasi, L. amazonensis e L. major e incubação 
com diluições seriadas dos anticorpos IgGs anti-L.chagasi purificados. 
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 Figura 02-Reatividade dos fagos dos pannings 1, 2 e 3. Sensibilização da placa de ELISA com 10 
µg/ml de IgG policlonal anti-L. chagasi e incubação com 1x1010 fagos eluídos dos pannings 1,2 e 3 (P1, 
P2 e P3). Como controle negativo, fagos silvestres que não expressam peptídeos de interesse foram 
utilizados nos ensaios. 
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5.3. Seleção individual dos clones de fagos 

 
A análise individual da reatividade dos clones selecionados no P3 foi realizada 

através de uma ELISA tipo sanduíche. Foram sensibilizadas duas placas de ELISA com 

a mistura de IgGs anti-L. chagasi, purificadas a partir das amostras de soro dos cães 

com LV (10 µg/mL). Como controle negativo, foi usado sobrenadante de cultura de 

fagos silvestres.  

O objetivo desta etapa é individualizar e selecionar apenas os clones com as 

maiores reatividades. Na figura 03, pode-se observar uma elevada variabilidade na 

reação de ELISA dos clones de fagos individuais frente ao extrato protéico solúvel de 

L. chagasi. Os clones que apresentaram leitura de absorbância com valores iguais ou 

maiores a 0,8 (Abs de 492nm), foram considerados positivos.  

Dos cerca de 190 clones selecionados, 25 deles mostraram-se positivos. Tais 

clones foram utilizados para serem testados frente às imunoglobulinas de cães 

saudáveis e daqueles com doença de Chagas. 

 

5.4. Especificidade dos clones positivos frente às imunoglobulinas 
purificadas de cães saudáveis. 

  

Os 25 clones reativos com IgGs de cães com LV foram analisados em relação à 

sua reatividade com IgGs de cães saudáveis. O resultado, representado na figura 04, 

demonstra que nenhum dos 25 clones positivos apresentou reatividade elevada frente 

aos anticorpos purificados a partir de amostras de soro de cães saudáveis. 
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Figura 03- ELISA tipo sanduíche para a individualização dos clones de fagos. Sensibilização da 
placa de ELISA com 5 µg/ml de IgGs anti-L. chagasi e incubação com 50 µl do sobrenadante de cultura 
de K91 infectada com os fagos de interesse e, no controle negativo, 50 µl de sobrenadante de cultura de 
K91 infectadas com fagos silvestres. 
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Figura 04- Especificidade dos clones positivos frente às IgGs de cães saudáveis. Sensibilização da 
placa de ELISA com 10 µg/ml de IgGs de cães saudáveis e incubação com 50 µl de sobrenadante de 
bactérias K91 infectada com os fagos de interesse. Como controle positivo, a placa foi sensibilizada com 
o pool de IgGs anti-L. chagasi e incubada com 50 µl do sobrenadante de um dos fagos positivos. 
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5.5. Especificidade dos clones positivos frente às IgGs de cães com 
doença de Chagas. 

 

  A especificidade dos 25 clones positivos foi verificada novamente através do 

ensaio de ELISA, na qual as placas de ELISA foram sensibilizadas com 50 µl de 

sobrenadante de cultura de K91 infectada com os fagos selecionados e incubadas com 

anticorpos IgGs purificados de cães infectados com Trypanossoma cruzi e Leishmania. 

chagasi. 

 

A figura 05 demonstra que a reatividade dos 25 clones selecionados em relação 

às IgGs anti-T. cruzi foi baixa, alcançando, na maioria dos clones, absorbância de 0.1 

até a alguns valores em torno de 0.5. 

  

 
 
 
Figura 05- Especificidade dos clones positivos frente às IgGs de cão anti-T. cruzi.  Sensibilização 
com 50 µl de sobrenadante de cultura de K91 infectada com os fagos selecionados e incubação com 10 
µg/ml de IgGs de cães chagásicos. 
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Os clones que apresentaram elevada reatividade (>1.4) em relação aos anticorpos 

IgGs anti-L.chagasi e baixa reatividade (<0.2) em relação aos anticorpos anti-T. cruzi 

foram selecionados. Dessa forma, três clones (denominados de 3B, 11H e 12A) foram 

selecionados para o seqüenciamento e posterior realização de ensaios imunológicos.  

5.6. Seqüenciamento dos clones positivos 
 

Os três clones foram seqüenciados e apresentaram as seguintes seqüências: 3B 

(TZDZZKLLLXLTXRX), 11H (KIXAQDZAGNXS) e 12A (KXZSIZGAVLXV).  

 

5.7. Imunoensaios com os peptídeos ligados à membrana 

 
Após a síntese dos peptídeos 3B, 11H e 12A sobre uma membrana de celulose 

(com 7 repetições de cada peptídeo), os mesmos foram submetidos à técnica de spot 

com a utilização de 02  soros de cães com LV, usados na purificação das IgGs anti-L. 

chagasi (Figura 06).  

Pode-se observar que os clones 11H e 12A apresentaram elevada reatividade 

em relação às amostras de soro de cães com LV. O peptídeo 3B não apresentou reação 

frente às amostras de soro e, dessa forma, não mais foi utilizado nos experimentos. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Fig.06- Análise da reatividade dos peptídeos sobre a membrana de celulose com amostras de 
soro de cães com LV. A) Soro imune, B) Soro normal. Os soros foram usados na diluição 1:250.  Foi 
empregado o anticorpo anti-IgG de cão, conjugado à peroxidase, na diluição de 1:500. 
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5.8. Síntese e purificação dos peptídeos em fase sólida 
 

Uma vez verificada a reatividade dos peptídeos 11H e 12A pelo método de spot, 

os mesmos foram sintetizados na fase sólida pelo método F-moc. 

Os peptídeos foram purificados por cromatografia em fase reversa utilizando a 

coluna Sephasil Peptide C18 – Shimadzu (volume 4.24 mL, diâmetro 0.46 cm e altura 

15 cm) acoplada a sistema de HPLC. 

O perfil do fracionamento apresentou um pico principal quando foi utilizado 

um gradiente de acetronitrila que variou de 0 a 25% de acetronitrila em 75 minutos. O 

perfil cromatográfico está representado na figura 07. Os picos principais foram 

liofilizados e sua análise foi realizada por espectrometria de massa, para confirmação 

da massa molecular dos peptídeos (figura 08). 
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Figura07- Perfil de eluição dos peptídeos sintéticos em coluna de fase reversa C18 em sistema 
de HPLC. 
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Figura 08-Análise por espectrometria de massa dos picos purificados. 
 
 

5.9. Analise por eletroforese em gel de poliacrilamida dos peptídeos 
polimerizados 

 
Analise por eletroforese em gel de poliacrilamida, mostraram que o polímero dos 

peptídeos 11H e 12 A apresenta massa aproximada entre 30 KDa (Figura 9). 

 

5.10 Desenvolvimento de lesão e carga parasitária nos animais 
imunizados e desafiados com L. amazonensis 

 

Camundongos BALB/c foram imunizados com os peptídeos 11H e 12A ligados 

covalentemente por glutaraldeído, associados ao adjuvante de Freund, como 

estimulador de resposta inflamatória e foram desafiados com L. amazonensis. 

Na avaliação do desenvolvimento das lesões (figura 10), pode-se observar que 

os animais imunizados com o polímero composto pelos peptídeos 11H e 12A 

apresentaram redução significativa no tamanho dos edemas, quando comparados aos 

grupos controles. 

Na avaliação da carga parasitária, pode-se observar (Figura 11) que os animais 

imunizados com o polímero apresentaram redução significativa na carga recuperada 
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de parasitas, em relação aos grupos controle C1, C2 e C4, que não apresentaram 

diferenças entre si. 

 

 

 
 

                                                              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9: Eletroforese dos peptídeos polimerizados, SDS-PAGE 10% corado pela prata. Uma 
alíquota de 20 µl foi separada em gel de poliacrilamida 15% em condições não redutoras e 
posteriormente coradas pela prata.  Canaleta (A) 10 µg de polímero 11 H e 12 A; canaleta (B) 5µg 
Padrão de peso molecular.  

A          B      
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Figura 10- Avaliação do tamanho médio das lesões nas patas infectadas de camundongos 
BALB/c imunizados com o polímero, após a infecção desafio com L. amazonensis. A) C1=Grupo 
PBS, C2=Grupo adjuvante e C3= grupo de animais imunizados com o polímero 11H e 12A mais 
adjuvante. B) C1=Grupo PBS, C2=Grupo adjuvante, C3=Grupo de animais imunizados com o polímero 
11H e 12A mais adjuvante, C4=Grupo de animais imunizados com o polímero de um peptídeo não 
relacionado com L. amazonensis, mas adjuvante, C5=Grupo de animais imunizados com o polímero do 
peptídeo 11H mais adjuvante, C6=Grupo de animais imunizados com o polímero do peptídeo 12A mais 
adjuvante e C7=Grupo de animais imunizados com SLALA mais adjuvante. 
 

 

 

A) 

B) 
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Figura 11- Quantificação de parasitas nas patas infectadas de camundongos BALB/c imunizados 
com peptídeos sintéticos, após 8 a 9 semanas da infecção desafio com L. amazonensis. A) 
C1=Grupo PBS, C2=Grupo adjuvante, C3= grupo de animais imunizados com o polímero 11H e 12A mais 
adjuvante. B) C1=Grupo PBS, C2=Grupo adjuvante, C3=Grupo de animais imunizados com o polímero 
11H e 12A mais adjuvante, C4=Grupo de animais imunizados com o polímero de um peptídeo não 
relacionado com L. amazonensis, mas adjuvante, C5=Grupo de animais imunizados com o polímero do 
peptídeo 11H mais adjuvante, C6=Grupo de animais imunizados com o polímero do peptídeo 12 A mais 
adjuvante e C7=Grupo de animais imunizados com SLALA mais adjuvante.* indica diferença estatística 
significativa (p<0.05 teste t-student). 

A) 

B) 

* 
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Dessa forma, pôde-se observar a concordância entre os resultados obtidos na 

avaliação do tamanho médio das lesões e na carga parasitaria dos animais imunizados 

com o polímero composto pelos peptídeos 11H e 12A e dos animais dos grupos 

controle. Estes resultados indicaram a eficácia dos peptídeos 11H e 12A 

polimerizados, mesmo tendo sido selecionados a partir de amostras de soro de cães 

infectados com L. chagasi, em conferir proteção heteróloga contra L. amazonensis.  

 

5.11 Perfil da resposta imune celular e humoral em camundongos 
BALB/c imunizados, antes e depois a infecção desafio com L 

amazonensis 
 

Na avaliação da resposta imune celular, foi realizada a determinação dos níveis 

de IFN-γ, IL-4 e IL-10 nos sobrenadantes de cultura celular dos esplenócitos dos 

animais imunizados e/ou desafiados. 

Pode-se observar, pela análise da figura 12A, que os animais dos grupos 

controle C1 e C2 apresentaram, antes e após a infecção desafio, uma baixa produção 

de IFN-γ utilizando os peptídeos sintéticos ou o SLALA como antígenos estimuladores 

das células. Na figura 12B, observa-se também que os grupos controle C1 e C2 

apresentaram níveis baixos de IFN-γ, enquanto que o grupo C7 mostra níveis altos de 

IFN-γ.  

Nos animais imunizados com os peptídeos, observou-se que seus esplenócitos 

produziram níveis elevados de IFN-γ, antes e após o desafio (figuras 12A e 12C), 

quando estimulados tanto com os peptídeos quanto com o SLALA. A produção 

observada foi significativamente maior após o desafio, em relação aos níveis obtidos 

antes da infecção, utilizando o polímero ou o SLALA como antígenos sensibilizadores. 

Na avaliação dos níveis de IL-4 e IL-10 pelos sobrenadantes das culturas de 

esplenócitos, pode-se observar que, antes da infecção desafio, os níveis dessas 

citocinas foram similares nos grupos avaliados, utilizando-se o polímero dos 

peptídeos 11H e 12A ou o SLALA como antígenos estimuladores das células esplênicas 

(Figura 13A, C e E). 
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Figura 12- Produção de IFN-γ pelos esplenócitos de camundongos BALB/c imunizados, após a 
infecção desafio com L. amazonensis. A) C1=Grupo PBS, C2=Grupo adjuvante e C3= grupo de animais 
imunizados com o polímero 11H e 12A mais adjuvante. B e C) C1=Grupo PBS, C2=Grupo adjuvante, 
C3=Grupo de animais imunizados com o polímero 11H e 12A mais adjuvante, C4=Grupo de animais 
imunizados com o polímero de um peptídeo não relacionado com L. amazonensis, mas adjuvante, 
C5=Grupo de animais imunizados com o polímero do peptídeo 11H, mais adjuvante, C6=Grupo de 
animais imunizados com o polímero do peptídeo 12A, mais adjuvante e C7=Grupo de animais 
imunizados com SLALA, mais adjuvante. Sensibilização com 50 µg/ml de SLALA ou 10 µg/ml do 
polímero e incubação com sobrenadante de cultura de esplenócitos (100 µl). *indica diferença 
estatística significativa (p<0.05 teste t de Student). 
 

C) 

* 
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Figura 13- Produção de IL-4 e IL-10 pelos esplenócitos de camundongos BALB/c imunizados 
com o polímero, antes e após a infecção desafio com L. amazonensis. A e B) C1=Grupo PBS, 
C2=Grupo adjuvante, C3= grupo de animais imunizados com o polímero 11H e 12A mais adjuvante. C, 
D, E e F) C1=Grupo PBS, C2=Grupo adjuvante, C3=Grupo de animais imunizados com o polímero 11H e 
12A mais adjuvante, C4=Grupo de animais imunizados com o polímero de um peptídeo não relacionado 
com L. amazonensis, mais adjuvante, C5=Grupo de animais imunizados com o polímero do peptídeo 
11H, mais adjuvante, C6=Grupo de animais imunizados com o polímero do peptídeo 12A, mais 
adjuvante e C7=Grupo de animais imunizados com SLALA, mais adjuvante. Sensibilização com 50 µg/ml 
de SLALA ou 10 µg/ml do polímero e incubação com sobrenadante de cultura de esplenócitos (100 µl). 
*indica diferença estatística significativa (p<0.05 teste t de Student). 
 
 

E) 

F) 
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Após o desafio, os animais do grupo C1 produziram níveis significativamente 

maiores de IL-4 e IL-10 em relação aos animais imunizados com o polímero associado 

ao adjuvante (Figura 13), utilizando-se o SLALA como antígeno estimulador. 

Os níveis de IL-4 entre os animais dos grupos C2 e C3 foram similares, embora 

com valor médio acima encontrado para o último grupo. Entretanto, na avaliação dos 

níveis de IL-10, pode-se observar que tal citocina encontra-se com valores médios 

significativamente maiores no grupo adjuvante, em relação aos animais imunizados 

com o polímero, utilizando-se o SLALA como antígeno estimulador das células 

esplênicas (Figura 13).  

A produção de anticorpos foi também avaliada nos animais imunizados com o 

polímero, antes e após a infecção desafio com L. amazonensis. 

Pode-se observar, pela análise da figura 14 A, que os animais imunizados com o 

polímero apresentaram níveis de anticorpos IgG2a maiores em relação aos níveis de 

IgG1, antes da infecção desafio, quando o próprio polímero dos peptídeos 11H e 12A 

foi utilizado como antígenos sensibilizadores das placas de ELISA. Após o desafio, tal 

perfil de resposta não foi alterado. 

Quando o SLALA foi utilizado como antígeno sensibilizador, pôde-se observar 

que, antes da infecção desafio, os animais de todos os grupos apresentaram baixos 

níveis de IgG total, IgG1 e IgG2a. Entretanto, após o desafio, observou-se que os 

animais dos grupos PBS e adjuvante produziram níveis de IgG1 específicos ao parasita 

significativamente maiores em relação aos níveis de IgG2a (Figura 14). 
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Figuras 14- Produção de IgG total, IgG1 e IgG2a em amostras de soro de camundongos BALB/c 
imunizados com o polímero e SLALA, antes e após a infecção desafio. C1=Grupo PBS, C2=Grupo 
adjuvante, C3= grupo de animais imunizados com o polímero dos peptídeos 11H e 12A mais adjuvante, 
C4=Grupo de animais imunizados com o polímero de um peptídeo não relacionado com L. amazonensis, 

mas adjuvante, C5=Grupo de animais imunizados com o polímero do peptídeo 11H, mais adjuvante, 
C6=Grupo de animais imunizados com o polímero do peptídeo 12A, mais adjuvante e C7=Grupo de 
animais imunizados com SLALA, mas adjuvante. Sensibilização das placas de ELISA com 0,5 µg/ml do 
polímero dos peptídeos 11H e 12A (A e C) ou com 1 µg/ml de SLALA (B e D) e incubação com amostras 
de soro de camundongos, na diluição de 1:100. * indica diferença estatística significativa (p<0.05 teste t 

de Student). 

D) 
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6 Discussão 
  

Leishmania amazonensis é um dos principais agentes etiológicos de 

leishmanioses nas Américas e é associado a um amplo espectro de sintomas clínicos 

nos seres humanos, que variam desde a infecção assintomática à doença visceral, 

potencialmente fatal (Grimaldi, et al.,1989). Além disso, a espécie L. amazonensis 

possui áreas de distribuição comuns a outras espécies de Leishmania, tais como a L. 

chagasi (Grimaldi et al.,1993). 

 A leishmaniose visceral canina (LVC) tem sido considerada a mais importante 

causa para o alastramento da doença em humanos. É comum a migração de cães 

infectados, acompanhando seus donos, para áreas não endêmicas (Arias et al., 1996). 

O controle da LVC ainda é feito através da eliminação dos cães infectados (Alencar, 

1961), devido à ineficácia na terapêutica desta enfermidade.  

O desenvolvimento de uma vacina contra leishmanioses é desejado não só 

como uma medida profilática assim como no tratamento da doença (Palatnik-de-

Sousa, 2008). Vacinas de primeira geração, compostas por parasitas mortos e extratos 

brutos substituíram a leishmanização. Na América, muitas vacinas usam o lisado de L. 

amazonensis (Vélez, 2005; Armijos, 2004) ou a mistura de espécies nativas (Antunes, 

1986). No Velho Mundo é usado o antígeno autoclavado de L. major (ALM). A 

autoclavagem de vacinas de parasitas mortos foi introduzida como a melhor maneira 

de esterilizar e preservar as vacinas em lugares onde não há infra-estrutura 

necessária para a manutenção das vacinas.   

Vacinas de segunda geração usam parasitas vivos geneticamente modificados, 

bactérias ou vírus que contêm genes de antígenos de Leishmania ou frações nativas 

purificadas do parasita. Vacinas que usam parasitas vivos geneticamente modificados, 

Leishmanias knockout, causam uma resposta imune especifica, provocada por uma 

infecção abortiva que não causa doença. Entre os genes que codificam proteínas como 

alvo temos drts (Cruz, 1991), Cp (Souza, 1994; Alexander, 1998) e Bt (Papadopoulo, 

2002).  
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As vacinas de terceira geração são as que usam como antígenos vacinais DNA, 

proteínas derivadas de saliva do vetor e peptídeos sintéticos. Dentre os antígenos 

vacinais baseados em DNA mais promissores temos LEIF, TSA, LmsTl1, H1, CpA+CpB, 

KMP11e NH36 que nos próximos 4 anos deveram ser testados em vários modelos 

animais (Palatinik-de-Sousa, 2008). Baseados na observação de que a saliva do vetor 

incrementa a infectividade do patógeno, vem se testando antígenos que não só 

protegem contra a infecção, mas que também diminuem a viabilidade e 

reprodutibilidade do parasita no vetor. Este e o caso da proteína maxadilana (Brodie, 

2007) e do antígeno SP15 obtido do Phlebotomus papatasi que induz substancial 

resistência em camundongos contra a infecção desafio com L. major (Valenzuela, 

2001). Recentes achados sugerem que células T CD8+ e CD4+ podem ter um papel 

crucial na defesa e cura nas leishmanioses. A identificação de epitopos que 

reconheçam CD8+ para poder serem usados como vacinas sintéticas são de suma 

importância no controle das leishmanioses. 

Neste sentido, no presente trabalho, utilizamos as técnicas de phage display e 

spot synthesis com o intuito de identificar epitopos/mimotopos que apresentassem 

reatividade com anticorpos purificados de soro de cães infectados com Leishmania 

chagasi e que, após serem sintetizados quimicamente, pudessem ser utilizados em 

protocolos de vacinação de camundongos BALB/c a fim de se verificar sua possível 

eficácia de proteção contra a infecção experimental pela espécie L. amazonensis, uma 

importante espécie causadora de leishmaniose tegumentar no Brasil e em países das 

Américas. 

  Phage display é uma metodologia, desenvolvida por Smith (1985), que se 

caracteriza pela combinação de técnicas moleculares na apresentação de peptídeos na 

superfície de fagos. A partir de uma biblioteca construída em fagos filamentosos, 

seleciona-se o peptídeo baseando-se em sua afinidade por um ligante-alvo fixado. No 

caso de anticorpos é possível selecionar e identificar seu(s) respectivo(s) epitopo(s). 

Nos últimos anos, a utilização de clones de bacteriófagos expressando 

peptídeos de interesse ou de peptídeos sintéticos mostrou-se como uma ferramenta 

eficaz na indução de proteção em modelos experimentais contra algumas doenças de 
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importância em todo o mundo (Bastien et al., 1997; Manoutcharian et al., 1999; Irving 

et al., 2001; Noya et al., 2003; Manoutcharian et al., 2004).  

Após a purificação das imunoglobulinas da classe IgG de cães portadores da 

infecção por L. chagasi, foi verificado que estas reagem cruzadamente com antígenos 

presentes em extratos solúveis das espécies L. amazonensis e L. major, resultados que 

confirmam a identidade antigênica entre espécies do gênero Leishmania(Reed, 1987). 

Anticorpos anti-L. chagasi foram usadas para sensibilizar as placas utilizadas 

nos ciclos de bio-seleção. Três ciclos foram realizados para que a especificidade de 

ligação dos fagos às imunoglobulinas aumentasse gradativamente, uma vez os fagos 

selecionados no primeiro ciclo são amplificados e utilizados no ciclo seguinte. Na 

realização do terceiro ciclo, a placa foi sensibilizada com uma quantidade cinco vezes 

menor de imunoglobulinas e, conseqüentemente, apenas os fagos que possuíssem 

uma elevada afinidade em relação às moléculas alvo seriam selecionados e 

amplificados novamente. 

Vinte e cinco clones considerados os mais reativos frente ao anticorpo anti-L. 

chagasi foram testados quanto à possibilidade da existência de reação cruzada com 

anticorpos purificados de cães com doença de Chagas. Entre os 25 clones avaliados, 

três deles apresentaram alta reatividade com os anticorpos anti-L. chagasi e baixa 

reatividade em relação aos anticorpos de cães saudáveis ou anti-T. cruzi. Os três 

clones positivos selecionados (denominados de 3B, 11H e 12A) tiveram seus DNAs 

extraídos, foram seqüenciados e suas estruturas primárias deduzidas. Para verificar a 

existência de homologia com epítopos presentes em proteínas de L. chagasi ou de 

outros organismos, uma analise em banco de dados BLAST 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) (Altschul, 1990) foi realizada e não se 

encontrou homologia com nenhuma proteína já descrita, possivelmente, ou por tratar-

se de epitopos conformacionais ou de serem mimotopos. 

Após a síntese dos peptídeos (KXZSIZGAVLXV (12A), KIXAQDZAGNXS (11H) e 

TZDZZKLLLXLTXRX (3B)) sobre a membrana de celulose, verificou-se que um dos 

peptídeos, denominado de 3B, não mais apresentou reação com amostras de soro que 

foram utilizadas para a purificação das IgGs anti-L. chagasi, acreditamos que o 

peptídeo ao ser sintetizado na membrana de celulose tenha mudado a sua 
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conformação e assim, sua capacidade de ser reconhecido pelos anticorpos presentes 

no soros. Os peptídeos 11H e 12A foram então sintetizados na sua forma solúvel pelo 

método F-moc (F-moc synthesis) e utilizado para os experimentos de imunização.  

 

Como estratégia para aumentar a resposta imune em camundongos BALB/c, os 

peptídeos sintéticos foram misturados e usados como imunógenos após serem 

previamente polimerizados por ligação covalentemente usando glutaraldeído como 

espaçador (Machado de Avila, et al., 2004). De esta forma obtivemos o antígeno de 

aproximadamente 30 kDa de massa molecular avaliado por SDS-PAGE (Laemmli, 

1970).  

Na avaliação da carga parasitaria, observou-se que os animais imunizados, 

após 8 a 9 semanas da infecção desafio, apresentaram uma redução significativa do 

tamanho médio das lesões e do numero de parasitas vivos, quando comparados aos 

animais dos grupos controle. Dados semelhantes foram demonstrados por Coelho et 

al. (2003), na qual usaram o antígeno A2 como imunógeno. 

A proteção induzida pela imunização com os peptídeos sintéticos foi associada 

à presença de níveis elevados de IFN-γ e uma baixa produção de IL-4 e, especialmente, 

de IL-10. Tal fato pode é consistente com a associação direta de níveis elevados de 

IFN-γ, um marcador da resposta imune Th1, com a indução de proteção contra várias 

espécies de Leishmania (Afonso & Scott, 1993; Jones, et al., 2000; Kaye, et al., 1991; 

Kima, et al., 2000). 

A susceptibilidade à infecção por L. amazonensis, assim como é observado com 

L. chagasi, parece ser devido a uma falha do sistema imune do animal na montagem de 

uma resposta Th1, preferivelmente, do que uma resposta Th2 exacerbada (Afonso & 

Scott, 1993; Ji et al., 2000;  Soong, et al., 1997). Alguns trabalhos, tais como observado 

em Jones et al. (2000), demonstraram que, na infecção de camundongos BALB/c com 

L.amazonensis, a susceptibilidade à doença está associada à uma deficiência na 

expressão do receptor da IL-12 nas células parasitadas, sendo independente dos 

níveis produzidos de IL-4. 

Na análise comparativa, os animais imunizados com o polímero dos peptídeos 

11H e 12A apresentaram reduções significativas no tamanho médio das lesões e na 
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carga parasitária produziram níveis significativamente menores de IL-10 quando 

comparados aos grupos controle, demonstrando, possivelmente, o efeito 

imunomodulador desta citocina sobre o estabelecimento de uma resposta pró-

inflamatória, necessária para a proteção in vivo contra a infecção por Leishmania. 

(Padigel, 2003). 

Outra diferença observada entre os animais imunizados com o polímero em 

relação aos demais grupos foi à resposta humoral. Os animais imunizados produziram 

níveis mais baixos de anticorpos IgG total, IgG1 e IgG2a específicos ao parasita, 

quando comparados com os níveis observados nos demais grupos. Alguns trabalhos, 

como o descrito por Kima et al. (2000), demonstram que a presença de altos níveis de 

anticorpos pode causar efeitos deletérios ao fenótipo de proteção contra a infecção 

por Leishmania. Dessa forma, os níveis elevados de IgG total, IgG1 e IgG2a observados 

nos animais não protegidos contra L. amazonensis pode ter tido papel importante na 

susceptibilidade á infecção e ter contribuído a progressão da doença.  



 

 
 

Conclusões 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 

 



Conclusões 
 

 70

7 Conclusões 
 

• A técnica de phage display possibilitou a seleção de clones de bacteriófagos 

reativos com anticorpos IgGs purificados de cães com leishmaniose visceral. 

 

• A resposta imune induzida pelo polímero composto pelos peptídeos sintéticos 

11H e 12A, associado ao adjuvante de Freund, caracterizou-se pela elevada 

produção de IFN-γ e baixos níveis de IL-4, IL-10 e de anticorpos anti-parasita. A 

imunização foi capaz de induzir proteção significativa em camundongos 

BALB/c contra o desafio com L. amazonensis. 

 

Este é o primeiro reporte acerca da imunoproteção alcançada pela imunização 

com peptídeos sintéticos selecionados por phage display e spot synthesis a 

partir da espécie L. chagasi. 
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8 Perspectivas 
 

• Uso de anticorpos anti-peptídeos em ensaios de imunolocalização das 

proteínas do parasita mimetizadas pelos peptídeos sintéticos. 

 

• Avaliar outros esquemas de imunização a fim de se obter um modelo ideal 

de imunização que possa induzir à máxima proteção contra a infecção 

desafio. 

 

• Testar a eficácia protetora dos peptídeos sintéticos frente às outras 

espécies de Leishmania. 

 

• Testar os peptídeos sintéticos em outros modelos animais e também como 

possíveis agentes imunoterápicos. 

 

• Testar os peptídeos sintéticos como antígenos sensibilizadores de placas de 

ELISA e seu potencial para serem utilizados no diagnóstico sorológico da 

leishmaniose visceral canina. 
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