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Resumo 

 
 

Leishmanioses são parasitoses causadas por protozoários flagelados do gênero Leishmania e 

encontram-se entre as principais endemias no mundo. A leishmaniose pode ser subdividida, 

dependendo da espécie do parasito e da resposta imune do hospedeiro, em cinco formas clínicas 

principais: cutânea localizada, cutânea difusa, cutânea disseminada, mucocutânea e visceral; essa 

última a forma mais grave, podendo ser fatal, se não tratada. Diferentes métodos de diagnóstico são 

usados para a confirmação da doença, dentre os quais podemos citar: parasitológico, molecular e 

imunológico. Apesar do diagnóstico de certeza ser o parasitológico, o diagnóstico definitivo, na 

maioria das vezes, resulta da associação desses diferentes métodos. Um dos métodos parasitológicos 

utilizados em laboratório de patologia para identificação de formas amastigotas de Leishmania em 

amostras tecidos de pacientes (biópsias) é a técnica de imuno-histoquímica. Tafuri et al., 2004 

demostraram um método imuno-histoquímico de diagnóstico para leishmaniose visceral canina 

que, segundo, os autores, trata-se de uma técnica tão eficiente quanto as rotineiras, porém menos 

dispendiosa. Esse trabalho justifica-se pela busca de uma melhor compreensão dessa metodologia por 

meio da identificação das proteínas reativas, que permitem que a mesma seja usada para ambas as 

formas clínicas: LV e LTA. Para isso foram utilizados extratos protéicos de espécies de 

Leishmania fracionados em gel 2-DE seguido de western blot, utilizando o soro da técnica 

preconizada por Tafuri et al.,2004. Foram selecionados para identificação por EM os spots 

reativos em cada espécie e por todas as espécies simultaneamente. Dentre as proteínas 

identificadas, duas foram comuns às três espécies, hsp 70 e β-tubulina, e seis foram específicas 

para L. amazonensis, nove para L. braziliensis e quatro para L. infantum. Algumas dessas 

proteínas já foram descritas na literatura em relação a sua antigenicidade, enquanto outras 

parecem ser antígenos novos, que poderiam ser alvos de estudos futuros, para o desenvolvimento 

de teste diagnóstico alternativo.  

 

Palavras-chave: proteômica, Leishmania, imunohistoquímica 
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Abstract 
 

Leishmaniasis are caused by flagellate parasites of the genus Leishmania and are among the main 

endemic diseases of the world. The leishmaniasis can be subdivided, depending on parasite species 

and host immune response into five main clinical forms: localizated cutaneous, diffuse cutaneous, 

disseminated cutaneous, mucocutaneous and visceral, which is the most severe form of leishmaniasis, 

may be fatal if left untreated. Different diagnostic methods are used for confirmation of the disease, 

among which we can mention: parasitological, molecular and immunological. Although the 

parasitological diagnosis be sure, the definitive diagnosis, in most cases, results from the combination 

of these different methods. One of the parasitological methods used in pathology laboratory for 

identification of Leishmania amastigotes in tissue samples of patients (biopsies) is the 

immunohistochemistry technique. Tafuri et al., 2004 demonstrated a immunohistochemistry diagnosis 

for canine visceral leishmaniasis, that according to the authors this is an technique as efficient as 

routine, but less expensive. Therefore, this work is justified for a better understanding of this 

methodology by identifying reactive proteins that makes this test able to be used in both clinical 

forms: ATL and VL. To this, protein extracts of Leishmania  species were  fractionated in to 2-DE 

gels followed by western blot using serum on technique recommended by Tafuri et al.,2004. The 

reactive spots in each species and all species simultaneously, were selected to identification by MS. 

Among the proteins identified, two were common to the three species, hsp 70 and β-tubulin, and six 

were specific to L. amazonensis, nine to L. braziliensis and four to L. infantum. Some of these proteins 

have been described in the literature because of its antigenicity, whereas others appear to be new 

antigens, which could be targets of future studies for developing alternative diagnostic test.  

 

 

Key words: proteomic, Leishmania, immunohistochemistry 
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1 Introdução 

1.1 Leishmanioses e Leishmania 

 

Atualmente, as leishmanioses encontram-se entre as principais endemias no mundo (WHO, 2013). 

Nas Américas tem caráter zoonótico podendo acometer o homem de forma acidental, quando este se 

insere no ciclo de transmissão do parasito. No Brasil, as leishmanioses apresentam importância nos 

contextos sanitário, econômico e social, devido a sua ampla distribuição geográfica e gravidade de 

suas manifestações clínicas. Nos últimos anos, têm se tornado ainda mais relevante, em virtude do 

aumento da incidência e disseminação de algumas formas da doença para novas áreas geográficas, 

além da tendência à urbanização. As modificações ambientais causadas pelo homem têm alterado 

o perfil epidemiológico da doença em diversas áreas, exigindo a adaptação do vetor para o 

estabelecimento do ciclo das leishmanioses (Tolezano et al., 1980; Lainson, 1989; Marzochi, 

1992). As dificuldades referentes ao diagnóstico, tratamento e controle das diversas formas das 

leishmanioses também são fatores que devem ser considerados, pois interferem diretamente na 

epidemiologia da doença (Marzochi & Marzochi, 1994). 

 

As leishmanioses são parasitoses causadas por protozoários flagelados do gênero Leishmania 

(Kinetoplastida: Trypanosomatidae) (Ross, 1903). A transmissão acontece durante o repasto 

sanguíneo de fêmeas de flebotomíneo infectadas, quando as formas infectivas são regurgitadas nos 

hospedeiros e reservatórios. Esses vetores são representados pelos gêneros Phebotomus, no Velho 

Mundo, e Lutzomyia, no Novo Mundo. Atualmente, existem cerca de 12 milhões de casos de 

leishmanioses em todo mundo, e estima-se que outros dois milhões de novos casos ocorram a cada 

ano, sendo cerca de 1,5 milhões de leishmaniose tegumentar (LT) e 500.000 de leishmaniose visceral 

(LV) (Desjeux, 1996). As leishmanioses são prevalentes nos quatro continentes e endêmicas em 88 

países. Mais de 90% dos casos de LV do mundo ocorrem em Bangladesh, Brasil, Índia, Sudão e 

Nepal, e mais de 90% dos casos de LT são relatados no Afeganistão, Irã, Arábia Saudita e Síria no 

Velho Mundo, e no Brasil e Peru no Novo Mundo (Desjeux, 1996; Ashford, 2000; Murray et al., 

2005). 

 

A transmissão vetorial é a principal forma de disseminação do parasito, no entanto, atualmente, casos 

de transmissão dos parasitos envolvidos na forma visceral da doença por meio de transplantes de 
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órgãos (Basset et al., 2005), transfusão sanguínea (Dey & Singh, 2006) e pelo compartilhamento de 

seringas entre usuários de drogas (Alvar et al., 1996; Alvar et al., 1997), têm merecido maior atenção 

dos pesquisadores. 

 

Cerca de 30 espécies diferentes de flebotomineos podem atuar como vetores da doença e outras 20 

espécies de Leishmania são conhecidas por causar algum tipo de manifestação clínica no homem 

(Desjeux, 1996). Os parasitos do gênero Leishmania são digenéticos, tendo o seu ciclo de vida 

dividido entre hospedeiros vertebrados e invertebrados. O ciclo de vida do parasito é intracelular nos 

mamíferos e a transmissão tem início quando uma fêmea do flebotomíneo realiza o repasto sanguíneo 

em um animal infectado e que funciona como fonte de infecção para o inseto. Durante a ingestão de 

sangue, o invertebrado ingere também células do sistema monocítico mononuclear (SMM), e assim, 

macrófagos infectados com as formas amastigotas, também são ingeridos. Essa forma intracelular do 

parasito é normalmente ovóide e o flagelo não é exteriorizado, ficando contido na bolsa flagelar, 

estrutura formada pela invaginação da membrana externa do parasito. No trato intestinal do 

flebotomíneo e envolvido por uma membrana peritrófica, que é secretada pelas células do epitélio 

intestinal, as amastigotas modificam-se em formas extracelulares, flageladas, alongadas, e móveis, 

genericamente denominadas promastigotas, que se multiplicam por divisão binária. Esses vetores, ao 

realizarem novo repasto sanguíneo, regurgitam as formas infectivas nos hospedeiros vertebrados, e 

dessa forma ocorre a transmissão (Bates, 2007). 

 

No hospedeiro definitivo, as promastigotas são fagocitadas por macrófagos, e dentro dessas células, os 

parasitos internalizados ficam dentro de um vacúolo parasitóforo (fagolisossoma), envolvido na 

destruição de microorganismos. No entanto, o parasito apresenta mecanismos capazes de evadir 

da ação microbicida do macrófago, dentre outros, se transformando em amastigotas. Inicia-se, 

então, o processo de multiplicação, que se estende, até a ruptura da célula, quando as amastigotas 

são liberadas para infectar outros macrófagos, propagando a infecção. Durante este processo 

ocorre, ainda, a liberação de produtos antigênicos que serão apresentadas ao sistema imune, 

gerando uma resposta imune específica. Os mecanismos de eliminação das amastigotas pelos 

macrófagos ativados pelo IFN-γ, envolvem a síntese de radicais de oxigênio e nitrogênio, como o 

óxido nítrico (Matlashewski, 2001; Sacks & Noben-Trauth, 2002; Peters & Sacks, 2006). 
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De acordo com Lainson e Shaw 1987, as espécies de Leishmania encontradas em mamíferos, no 

Novo Mundo, podem ser classificadas em dois subgêneros: Viannia e Leishmania. Essa classificação 

se baseia em critérios, tais como: o potencial de crescimento em meios de cultura, a virulência dos 

parasitos quando inoculados em animais experimentais e o desenvolvimento do parasito no vetor. O 

subgênero Viannia é caracterizado pelo fato de os parasitos apresentarem baixo potencial de 

crescimento em meio de cultivo NNN convencional, baixa virulência em hamsters experimentalmente 

infectados e desenvolverem-se no intestino posterior do flebotomíneo. No subgênero Leishmania, 

entretanto, os parasitos crescem mais facilmente, são mais virulentos e se desenvolvem no intestino 

médio e anterior do vetor.   No primeiro subgênero encontram-se as espécies causadoras das formas 

cutânea e mucocutânea da leishmaniose tegumentar nas Américas, das quais podemos citar: L (V.) 

braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (V.) lainsoni. No subgênero Leishmania estão classificadas as 

espécies que causam as formas cutânea difusa, disseminada e localizada, representadas pela L. (L.) 

mexicana e L.(L.) amazonensis e as espécies causadoras da leishmaniose visceral, no Novo Mundo, 

representada pela L. (L.) infantum (Lainson & Shaw, 1987). 

 

Vertebrados, como canídeos silvestres (Cerdocyon thous e Dusicyon vetulus) e domésticos (Canis 

familiaris), marsupiais (Didelphis albiventris) e roedores, principalmente dos gêneros Rattus, Mus, 

Bolomys, Oryzomys, Akodon, podem estar envolvidos no ciclo da Leishmania spp. (Reithinger & 

Davies, 1999; Cabrera et al., 2003; Garg & Dube, 2006). 

 

 

1.2 Leishmaniose Tegumentar Americana 

 

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) ocorre desde o sul dos Estados Unidos até o norte da 

Argentina, presente em quase todos os países, com exceção do Chile e Uruguai (Gontijo & Carvalho, 

2003; Lainson & Shaw, 2010). É uma doença que acompanha o homem desde a antiguidade. Trata-se 

de uma afecção dermatológica, considerada zoonose primária de mamíferos silvestres e que acomete o 

homem de forma acidental (Gontijo & Carvalho, 2003; Desjeux, 2004; Pavli et al., 2010, Lainson & 

Shaw, 2010).  

 

A doença está crescendo no país devido à manutenção de focos da mesma e ao aparecimento de 

surtos epidêmicos relacionados a fatores, tais como: construção de estradas, expansão de 
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fronteiras agrícolas, invasão das periferias das cidades e implantação das áreas de garimpo 

(Guerra et al., 2006). 

 

Embora cada uma das espécies de Leishmania cause manifestações clínicas e possua áreas de 

endemicidade peculiares, nenhum desses aspectos é exclusivo de uma ou outra forma da doença, 

podendo essas manifestações se sobrepor. Isso ocorre porque o quadro clínico é dependente de 

determinantes relacionados à espécie de Leishmania envolvida na infecção e ao hospedeiro. Dentre 

esses fatores, podemos citar: a infectividade, virulência e forma de disseminação do parasito, linfática 

ou hematogênica, além da resposta imune e susceptibilidade genética do hospedeiro (Grevelink & 

Lerner, 1996). 

 

Dentre o espectro das formas clínicas de LTA, podemos citar a forma cutânea, considerada a 

manifestação mais comum da leishmaniose tegumentar, causada, principalmente, pela L. major e 

L. tropica no Velho Mundo e L. braziliensis e L. mexicana no Novo Mundo (Grevelink & 

Lerner, 1996). A resposta imune nessa forma da doença é predominantemente mediada por 

células T e um infiltrado inflamatório misto no local da infecção é visível na maioria dos casos. 

No caso das lesões mais crônicas, com resposta imunológica mais evidente, normalmente 

encontram-se granulomas epitelióides com pouca quantidade de parasitos, enquanto que nas 

lesões crônicas e com resposta imunológica menos pronunciada observa-se um infiltrado difuso 

de macrófagos com grande número de parasitos (Mehregan et al., 1999). Pápulas inflamatórias 

satélites podem se desenvolver em torno da lesão primária como uma reação à disseminação 

local do parasito e de seus produtos antigênicos (Weigle & Saravia, 1996). As lesões cutâneas 

são geralmente únicas ou em pequeno número e assintomáticas, a menos que se desenvolva no 

local uma infecção bacteriana, tornando-as mais inflamadas, dolorosas e purulentas (Marzochi, 

1992; Vera et al., 2001; Gontijo & Carvalho, 2003). 

 

Outra forma da leishmaniose tegumentar, conhecida como forma difusa, é caracterizada como 

forma anérgica da doença. No Velho Mundo pode ser causada pela L. aethiopica, no entanto, a 

mais comumente encontrada é causada pela L. amazonensis no Novo Mundo. A doença tem 

início com uma lesão primária podendo ser disseminada para várias partes do corpo, e que se 

apresentam como nódulos não ulcerados repletos de parasitos. A resposta inflamatória limitada é 
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secundária, e essa forma pode ser caracterizada, ainda, pela ausência de envolvimento visceral, 

resposta parcial ao tratamento e recaídas frequentes (Convit et al., 1993).  

 

A forma disseminada da leishmaniose tegumentar é definida como a ocorrência de múltiplas lesões 

em duas ou mais áreas do corpo não contíguas, sendo uma forma mais rara, mas que têm aumentado a 

sua frequência no Novo Mundo. Nesse ambiente, se encontra muitas vezes associada à co-infecção 

com HIV e uma resposta predominante do tipo Th2 pode ser observada (Turetz et al., 2002; Silveira 

et al., 2004; Schraner et al., 2005). 

 

Outras formas crônicas/recorrentes da LTA também raras, mas não menos importantes são: 

leishmaniose mucocutânea (MCL) e leishmaniose dérmica pós calazar (PKDL). A primeira 

possui manifestacões clínicas, normalmente na superificie da mucosa do nariz, boca e faringe, e 

ocorre um a cinco anos após uma leishmaniose cutânea devido à infecção, normalmente, por 

Leishmania (Viannia) braziliensis, no Novo Mundo; e afeta entre 1 a 10% dos casos não tratados 

de LTA, dependendo da espécie envolvida, localização geográfica, e outros fatores de risco. A 

causa das lesões cutâneas e nasofaríngeas, no Brasil, foram confirmadas, por Lindenberg, em 

1909, quando ele encontrou formas idênticas à Leishmania tropica (Wright, 1903) em lesões 

cutâneas de indivíduos em São Paulo, que trabalhavam em matas. Essa foi denominada L. 

braziliensis, agente etiológico da “úlcera de Bauru”, “ferida brava” ou “nariz de tapir” (Pessôa, 

1982; Basano et al., 2004). A segunda forma clínica é normalmente observada após uma 

leishmaniose visceral devido à infeçcão por L. donovani em países como Sudão e Índia 

(Ahluwalia et al.,2004; Lawn et al.,2004; Murray et al., 2005). 

 

1.3 Leishmaniose Visceral 

 

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma doença de notificação compulsória e que pode ter evolução 

grave, devendo ser diagnosticada precocemente (Ministério da Saúde, 2006). A leishmaniose 

visceral ocorre na Ásia, na Europa, no Oriente Médio, na África e nas Américas, sendo que, nesse 

último continente, 90% dos casos ocorrem no Brasil (Desjeux, 1996; Desjeux, 2004, Ministério da 

Saúde, 2006). O não tratamento adequado da doença pode levar a morte, podendo a letalidade 

alcançar o índice de 10%, nos locais em que esse quadro se instaurar (Gontijo & Melo, 2004). 
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Inicialmente, a LV era mais frequente no meio rural, entretanto, nos dias atuas, têm se observado uma 

tendência à urbanização da endemia, devido ao aumento da frequência e intensidade da doença, nessas 

áreas. Em países endêmicos, o número de casos assintomáticos de LV é maior que os casos com 

algum tipo de manifestação clínica (Le Fichoux et al., 1999; Basset et al., 2005). 

 

A LV, também conhecida como calazar trata-se de uma doença sistêmica causada pela L. donovani no 

Velho Mundo e L. infantum no Novo Mundo. Sinais e sintomas da doença incluem febre, 

esplenomegalia, emaciação, linfadenopatia, hiperglobulinemia e pancitopenia. Durante o período ativo 

da LV aparece o escurecimento desigual da pele explicando a origem do nome calazar, que significa 

febre negra. A pele normalmente se torna seca e áspera e a alopecia é frequente. O período de 

incubação da infecção é de normalmente dois a quatro meses, após o qual a doença passa para um 

curso crônico. É possível observar um aumento de IgG e IgM no soro do paciente, no entanto, uma 

depressão da imunidade  mediada por célula predispõe o hospedeiro a infecções secundárias (Ghosh 

Dastidar et al., 1983; Haldar et al., 1983).   

 

Os animais considerados os principais reservatórios da doença nas Américas são os canídeos 

domésticos e silvestres, mas no Brasil, o parasito causador da LV foi encontrado, ainda, em gatos 

(Felis catus), marsupiais (Didelphis marsupiali e D. albiventris) e roedores (Proechymis oris) 

(Sherlock et al., 1984; Sherlock, 1996; Dantas-Torres & Brandão-Filho, 2006). Entretanto, ainda se 

desconhece o papel epidemiológico dos outros animais não canídeos, sendo o cão doméstico (Canis 

familiaris) a principal fonte de infecção para os vetores. Um fator epidemiológico importante 

verificado no quadro da doença é que a infecção canina é mais prevalente do que a humana, sendo que 

a primeira precede à segunda, em relação à ocorrência (Ministério da Saúde, 2006).  

 

No Brasil as duas formas da doença, tegumentar e visceral, possuem ampla distribuição geográfica 

inclusive com áreas de sobreposição. As espécies mais frequentes e amplamente distribuídas são L. 

(V.) braziliensis e L.(L.) amazonensis, causando a forma tegumentar e L. (L.) infantum causando a 

forma visceral. No estado de Minas Gerais a situação não difere do quadro nacional, destacando-se 

amplas áreas de sobreposição das formas clínicas (Ministério da Saúde 2006, 2007). 
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1.4 Diagnóstico 

 

A faixa geográfica de ocorrência das leishmanioses tem aumentado devido à variedade de fatores 

climáticos, ecológicos e sociais.  Tanto animais, como seres humanos podem apresentar a forma 

assintomática da doença dificultando assim o seu diagnóstico (Reithinger & Dujardin, 2007; 

Gramiccia, 2011). O tratamento efetivo da doença requer diagnóstico correto e precoce, de maneira a 

evitar o desenvolvimento de doença crônica e/ou de lesões desfigurantes (Van der Meide et al., 2005). 

Diferentes métodos de diagnóstico associados são usados para a confirmação da doença, dentre os 

quais podemos citar: o parasitológico, o molecular  e o imunológico. Os métodos parasitológicos 

podem ser ainda classificados em direto e indireto, enquanto os imunológicos podem ser separados 

em celular e sorológico. 

 

O diagnóstico parasitológico direto da LTA é realizado por aposição de fragmentos da lesão 

sobre uma lâmina e posterior coloração com Giemsa e visualização das amastigotas em 

microscópio óptico. Dentre as vantagens, podemos destacar: o curto prazo para conclusão, o 

baixo custo e a execução fácil, e em relação às desvantagens podemos citar: a baixa sensibilidade 

e a necessidade de grande habilidade profissional (Ashford, 2000; Marfurt et al., 2003; Van der 

Meide et al., 2005). 

 

De forma semelhante, para o diagnóstico parasitológico direto da LV é necessária a coleta de 

aspirados de medula óssea, baço, linfonodo ou de fígado, tornando o método invasivo. Os testes 

apresentam especificidade que pode atingir aproximadamente 100%, mas, a sensibilidade é 

variável, ficando entre, 55-97% em material de medula óssea, 95% em aspirados esplênicos e 

60% em linfonodos (Murray et al., 2005; Singh, 2006). A coleta de material para o diagnóstico 

necessita de profissional experiente e bem treinado; e sendo o procedimento de difícil execução, 

deve ser realizado em locais especializados. Em algumas situações, como de anemia grave, de 

tendência à hemorragia ou em casos de gravidez, a técnica é contra-indicada (Desjeux, 2004). A 

punção de baço e fígado pode ser complicada e às vezes fatal (Siddig et al., 1988;  Zijlstra et al., 

1992), sendo a utilização do aspirado de medula óssea considerada a mais segura  (Kafetzis & 

Maltezou, 2002).  
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Outra metodologia usada e caracterizada como forma direta de diagnóstico parasitológico são as 

técnicas rotineiras de histologia e /ou imuno-histoquímica, que, também se baseiam na detecção 

das amastigotas em fragmentos de tecidos (biópsias). Essas foram realizadas em amostras de 

cães (Livni et al.,1983; Ferrer et al., 1988; Bourdoiseau et al., 1997; Tafuri et al., 2004) e em 

amostras de humanos (Livni et al.,1983; Barbosa et al., 1988; Salinas et al., 1989; Kenner et al., 

1999; Quintella et al., 2009). Uma técnica imuno-histoquímica descrita por Tafuri et al. 2004 

utilizando soro hiperimune de cão naturalmente infectado com L. infantum, como anticorpo 

primário, tornou a mesma mais aplicável, de menor custo e mais rápida, quando comparado com 

as que usam anticorpos monoclonais ou policlonais anti-Leishmania. A detecção é feita 

utilizando anticorpo secundário biotinilado de cabra anti-camundongo e anti-coelho. Um fator 

importante e que influi na sensibilidade desse tipo de teste é o sistema de detecção usado 

(Ramos-Vara et al., 2008; Rocha et al., 2009), e o mais comumente empregado nas técnicas de 

imuno-histoquimica é o da estreptoavidina-biotina peroxidase (Ramos-Vara et al. 2008). 

 

Como diagnóstico parasitológico indireto, temos o cultivo dos parasitos, realizado a partir do 

material aspirado ou de biópsia, e que pode ser usado como forma de aumentar a sensibilidade 

do diagnóstico. A cultura desses tecidos é geralmente realizada em meios como: meio líquido de 

LIT- “liver infusion tryptose” ou de Schneider, e meio de NNN – “Novy MacNeal-Nicolle”, 

ficando os índices de positividade da cultura de aspirado medular, entre 40-50%, enquanto que a 

de aspirado esplênico situa-se em torno de 70-98% (Singh & Sivakumar, 2003). Entretanto, é 

uma técnica que requer dias ou semanas para a conclusão do resultado, sendo essa uma 

desvantagem do método (Murray, 2000), e raramente usado para LT, exceto em trabalhos de 

pesquisa que pretendem identificar a espécie do parasito.  

 

Outra forma indireta de diagnóstico da doença é a inoculação do material de biopsia em hamsters 

(Mesocricetus auratus) e a posterior confirmação da presença do agente, mas é uma maneira 

também prolongada (Cuba et al., 1986; Cuba et al., 1986; Sampaio et al., 2002).  

 

O xenodiagnóstico, também considerado um método diagnóstico parasitológico indireto, consiste 

em uma metodologia que necessita dos vetores para sua conclusão e é realizado em cães com 
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suspeita de LV. Nesse, flebotomíneos, sabidamente isentos de parasitos, são colocados para 

alimentarem-se em cães suspeitos, e dias após essa atividade, os insetos são dissecados e seu 

conteúdo intestinal avaliado em relação à presença das formas flageladas. Trata-se de um método 

sensível e específico, mas pouco usual, por se tratar de uma técnica muito dispendiosa (Gradoni 

& Gramiccia, 2008). 

 

As técnicas moleculares são metodologias inovadoras para o diagnóstico das leishmanioses e 

estão sendo desenvolvidas e aprimoradas. Dentre elas, podemos destacar a amplificação de alvos 

gênicos, conhecida como reação em cadeia da polimerase (PCR) e suas variantes (PCR 

multiplex, nested-PCR, RT- PCR, PCR quantitativo) (Britto et al., 2005; Cupolillo, 2005). Essas 

são consideradas muito sensíveis, sendo capazes de detectar o alvo, mesmo que ele esteja em 

quantidade mínima nas amostras clínicas analisadas, sendo uma vantagem da técnica. Além 

desse, outros fatores positivos dos métodos moleculares são que as amostras podem ser coletadas 

de maneira menos invasiva, e há geração de um resultado seguro num pequeno intervalo de 

tempo (Ikonomopoulos et al., 2003; Silva et al., 2004). Entretanto, trata-se de uma técnica ainda 

onerosa, que depende de pessoal laboratorialmente treinado e qualificado e, portanto, pouco 

empregada na rotina do diagnóstico da doença.  

 

Dentre a última categoria dos métodos de diagnóstico, temos os métodos imunológicos, que 

podem ser agrupados em: celulares e sorológicos, sendo o primeiro deles mais adequado para 

LTA e o segundo para LV.  

 

Para o diagnóstico imunológico da LTA, o teste intradérmico ou intradermorreação de Montenegro, 

baseado na hipersensibilidade celular tardia, é muito usado e apresenta especificidade e sensibilidade 

satisfatórias (Reithinger & Dujardin, 2007). Nesse teste, 0,1mL de antígeno bruto é inoculado na 

região anterior do antebraço, e a leitura é realizada entre 48 e 72 horas, com a aferição do tamanho da 

área de induração formada, no caso de positivo ou falso positivo. Nos locais endêmicos, a reação 

positiva pode ser devido à doença ou inoculação do antígeno, anteriormente, além da exposição ao 

parasito sem doença, alergia ao diluente, ou ainda reação cruzada com outras doenças (Montenegro, 

1926; Carvalho et al., 1995). A mesma pode ser negativa entre quatro a seis semanas após o 

surgimento da lesão na pele. A reação pode ser exacerbada no caso da forma mucocutânea ou 
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negativa na forma difusa e em pacientes imunossuprimidos (Melo et al., 1977; Souza et al., 1992).  

Uma desvantagem do método é requerer cultura do parasito para produção do antígeno, visto que, o 

preparo de origem diferente pode impactar na sensibilidade da técnica.  Esse método não é usado para 

diagnóstico de LV (Reithinger& Dujardin, 2007).  

 

Os métodos sorológicos são indicados para o dianóstico da LV, tendo em vista os elevados níveis 

de anticorpos que podem ser observados em pacientes que apresentam essa forma da doença 

(Burns et al., 1993). Dentre eles, podems destacar: o ELISA, a RIFI, o DAT e o teste 

imunocromatográfico. 

 

A primeira técnica, ELISA, é sensível e de especificidade dependente do antígeno utilizado 

(Mancianti et al., 1995; Gradoni & Gramiccia, 2008). Embora vários antígenos venham sendo 

testados (Soto et al., 1996; Sundar & Rai, 2002; Singh & Sivakumar, 2003), o antígeno total, 

derivado do lisado de promastigotas de Leishmania spp, é o mais usado. O antígeno 

recombinante K39, pertencente à superfamília das cinesinas, que são proteínas motoras da 

Leishmania spp, também é usado para a realização da técnica, apresentando um menor número 

de reações cruzadas, quando comparado à utilização do antígeno bruto (Carvalho et al., 2003).  

 

O segundo método, RIFI, é realizado por meio de uma diluição seriada do soro do hospedeiro 

suspeito, que são posteriormente colocados em contato com uma lâmina sensibilizada com as formas 

promastigotas do parasito. A ligação, entre o parasito e o anticorpo, é revelada após ser adicionado um 

anti-anticorpo conjugado com molécula emissora de fluorescência. (Gradoni & Gramiccia, 2008). 

 

Mas mesmo para o diagnóstico da LV, esses testes apresentam dificuldades como as reações cruzadas 

e sensibilidade e especificidade dependentes do antígeno utilizado (Da Costa et al., 1991; Cardoso & 

Cabral, 1998). 

 

O teste de aglutinação direta (DAT) consiste em um diagnóstico sorológico que se baseia na reação do 

parasito com o soro do paciente ou cão com suspeita da doença. Apresenta alta sensibilidade e 

especificidade e dispensa equipamentos sofisticados para sua excecução, entretanto é muito demorado 

(Harith et al., 1989; Saul & Semião 1996; Reithinger et al., 2002; Mohebali, 2004).  
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O teste imunocromatográfico consiste em um teste sorológico considerado simples e interpretação 

visual das reações, apresentando valores de sensibilidade e especificidade que variam de 67 a 100% e 

de 59 a 100%, respectivamente (Sundar et al., 1998; Bern et al., 2000; Carvalho et al., 2003; 

Ritmeijer et al., 2006). Na membrana de nitrocelulose da fita imunocromatográfia é adsorvido o 

antígeno, formando a linha teste, e o anticorpo anti-IgG humano constituindo a linha controle.  O 

soro do paciente é colocado em contato com a fita e adsorvido pela membrana em fluxo 

ascendente. O teste é considerado positivo quando é possível visualizar as duas linhas, teste e 

controle; e negativo, quando somente a linha controle é visualizada na membrana de 

nitrocelulose (Assis et al., 2008). Dentre os testes validados, podemos destacar o IT- Leish, para LV 

humana (Assis et al., 2008) e DPP® - dual path platform para LV canina (Grimaldi et al., 2012). 

 

1.5 Controle 

 

A diversidade epidemiológica das diferentes formas da doença impossibilita o seu controle utilizando 

uma única metodologia ou ferramenta. Na leishmaniose antroponótica visceral e cutânea, nas quais o 

homem atua como fonte de infecção, o diagnóstico e tratamento precoces funcionariam como boas 

ferramentas de controle (Desjeux, 1996). Nesse contexto, para que o controle funcione, é necessário 

associação do diagnóstico e tratamento precoces ao controle vetorial, realizado por borrifação de 

inseticida no intra e no peridomicílio. 

 

O tratamento é preconizado para todas as formas clínicas da leishmaniose tegumentar, principalmente 

para os pacientes que apresentam maiores chances de ser acometidos pela forma mucosa da LTA. O 

controle vetorial não é recomendado, tendo em vista que na sua maioria, são selváticos, exceto, no que 

diz respeitos a medidas de proteção individuais como: o uso de redes impregnadas com inseticidas, o 

uso de repelentes, o uso de roupas adequadas, quando necessário, e ainda a construção de residências, 

com distância mínima de 400m das matas. O controle de possíveis reservatórios também não é viável, 

pois, assim como os vetores, esses são em sua maioria selvagens (Desjeux, 1996). 

 

Para a LV o controle vetorial parece ser o mais eficiente na prevenção da infecção (David et al., 

2001). Como exemplo, podemos citar o uso de colares impregnados com deltametrina em cães, sendo 
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que a eficiência do método varia de acordo com a cobertura dos cães (Reithinger et al., 2004). 

Entretanto, a técnica não é usada com frequência em cães que vivem em áreas rurais e nos subúrbios, 

provavelmente em decorrência do custo. O subsidio do poder público para o controle dos vetores 

nessas áreas, seja com a metodologia citada anteriormente, ou outra, poderia ser realizado e obter 

resultados relevantes (Otranto et al., 2007). 

 

Outra estratégia de controle da forma zoonótica da LV adotada no Brasil é a eutanásia de cães 

soropositivos para LV (Dantas-Torres & Brandão-Filho, 2006).  Entretanto, tal conduta, além de ser 

eticamente questionável, tem se mostrado limitada em relação ao impacto na incidência da 

leishmaniose visceral humana (Dietze et al., 1997). Dentre os fatores que podem estar envolvidos na 

falha do método de controle, podemos citar: a eutanásia de cães isentos de infecção, a não detecção de 

cães positivos pelos métodos usados e ainda, a velocidade com que novos cães ocupam a posição de 

reservatórios, levando à manutenção do ciclo de transmissão da doença (Moreira et al., 2004; Dantas-

Torres & Brandão-Filho, 2006; Nunes et al., 2008).  

 

1.6 Proteômica 
 
Uma das grandes inovações prometidas pelo conhecimento dos proteomas, além do mapeamento de 

intricados caminhos metabólicos celulares, é a possibilidade de identificar novos alvos terapêuticos, 

novas moléculas bioativas e marcadores biológicos que possam ser usados para diagnóstico, 

prognóstico de doenças ou ainda como candidatos a imunógenos de vacinas. 

 

Estudos do proteoma de Leishmania foram realizados principalmente para comparação dos diferentes 

estágios do ciclo de vida de L. donovani (El Fakhry et al., 2002; Avila et al., 2003), L. infantum 

(Gongora et al., 2003), L. (Viannia) guyanensis e L. (V.) panamensis (Palatnik-de-Sousa, 2008). 

Recentemente, um estudo utilizando 2-DE de extrato de promastigotas de L. infantum, seguido de 

western blot com soro de coelhos imunizados e análise por EM, permitiu a identificação de várias 

proteínas antigênicas relevantes (Dea-Ayuela et al., 2006). Numa abordagem semelhante, foram 

identificados vários antígenos de L. donovani utilizando soros e parasitos isolados de pacientes 

indianos permitindo concluir que a abordagem proteoma-sorologia produz uma compreensiva e 

altamente resolvida representação da antigenicidade de L. donovani e da especificidade da resposta 

imune anti-leishmania em pacientes com LV(Forgber et al., 2006). 
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Em síntese, os estudos proteômicos com Leishmania já demonstraram a diferença de expressão 

protéica entre amastigotas de cultivo “in vitro” e promastigotas e a possibilidade de utilização da 

“sorologia proteômica” como uma abordagem adequada para mapeamento da antigenicidade na 

leishmaniose. Inclusive, nosso grupo publicou recentemente (Costa et al., 2011) um estudo 

proteômico de L. infantum comparando a expressão diferencial de proteínas entre formas amastigotas 

e promastigotas por meio da tecnologia de DIGE (differential gel electrophoresis) e ainda a 

identificação de proteínas imunogênicas nessa espécie associando a 2-DE (eletroforese bi-

dimensional) e western blot com soros caninos. Essa abordagem nos permitiu identificar novos alvos 

para diagnóstico e vacina na leishmaniose visceral canina. Entretanto, os trabalhos acerca da 

antigenicidade das proteinas nas várias espécies de Leishmania mais frequentes no Brasil ainda são 

raros. 
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2 Justificativa 

 

O diagnóstico preciso das leishmanioses tem implicação em diversos aspectos clínicos e 

epidemiológicos, como por exemplo, avaliação das medidas de controle, eficácia de tratamento, 

diminuição da morbi-mortalidade, dentre outros. Entre os métodos mais usados no diagnóstico da 

LTA, podemos citar: métodos parasitológicos, empregados devido à facilidade em coletar o material e 

o teste de Montenegro, baseado no desenvolvimento de uma resposta celular mais ou menos intensa, 

dependendo da forma clínica, visto tratar-se de um método de realização e interpretação simples. No 

caso da LV, os testes sorológicos são os mais comumente realizados, devido aos altos níveis de 

anticorpos em pacientes que apresentam essa forma da doença. Entretanto, o diagnóstico de certeza, 

em ambas as formas, é o parasitológico, mas a visualização do parasito apresenta alguns obstáculos 

como: escassez de parasitos em amostras teciduais, qualidade das amostras, dificuldade no diagnóstico 

morfológico dos mesmos, necessidade de pessoal técnico capacitado, entre outros fatores.  

 

Nesse cenário, a detecção imuno-histoquímica de formas amastigotas de Leishmania em seções 

de tecido fixadas em formalina e/ou incluída em parafina vem sendo, rotineiramente, utilizado 

em muitos laboratórios (Livni et al., 1983; Ferrer et al., 1988; Bourdoiseau et al., 1997, Tafuri et 

al., 2004). Assim, Tafuri et al., 2004 demostraram uma abordagem alternativa de imuno-

histoquímica eficiente e menos dispendiosa na qual o soro de cão naturalmente infectado com 

Leishmania (L.) infantum (soro hiperimune) é  utilizado como anticorpo primário, seguido por 

um sistema de detecção com anticorpo secundário biotinilado de cabra anti-camundongo e anti-

coelho, e revelação por estreptavidina-peroxidase. Segundo os autores, trata-se de um método de 

grande potencial para estudos clínicos, epidemiológicos e histopatológicos. 

 

Alguns trabalhos demostraram as relações de epecificidade e sensibilidade do teste alternativo da 

imuno-histoquimica (IHC), desenvolvido por Tafuri et al. 2004. Xavier et al., 2006 trabalhando 

com biópisas de pele obtidas de diferentes regiões anatômicas (orelha, nariz e abdômen) de vinte 

e nove cães naturalmente infetados com L. infantum encontraram uma sensibilidade 82.8% para 

PCR, 62.1% para IHC (técnica desenvolvida por Tafuri et al., 2004) e 44.8 % para HE. Uma boa 

correlação positiva foi encontrada entre o PCR e a IHC não ocorrendo diferença significativa 

entre as duas técnicas de diagnóstico. Queiroz et al., 2010 demostraram a associação de técnicas 
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sorologicas, moleculares e parasitológicas, incluindo a imuno-histoquímica para o diagnóstico da 

LVC e concluiram que a eficiência dos testes variou de acordo com a evolução da doença, 

demonstrando a necessidade da associação de técnicas; usando-se IHQ para confirmação da 

sorologia e a PCR apenas nos casos suspeitos após a IHQ. Assim, pode-se aumentar os níveis de 

positividade e contribuir para o controle da doença. Em trabalho mais recente, Amorim et al., 

2011 confirmaram os dados de Xavier et al., 2006 a respeito da correlação entre o PCR e a IHQ, 

e ainda, demostraram que cães sintomáticos com IHQ positiva (biópsia de pele de orelha) tem 

capacidade infectante a flebotomíneos mediante avaliação do método parasitológico do 

xenodiagnóstico.  

 

O uso da técnica preconizada por Tafuri et al., 2004 na LTA tem sido avaliado. De fato, Alves, 

2011 buscou identificar as formas amostigotas nas lesões de pele para o diagnóstico da LTA e 

demostrou elevada sensibilidade quando comparada com a pesquisa do parasito através da 

coloração pela hematoxilina-eosina (HE), e com a imuno-histoquimica com anticorpo 

monoclonal anti-LPG. Apesar da maior positividade da PCR, essa diferença não foi 

estatisticamente significante. Concluiu-se, portanto, que o teste de Tafuri et al., 2004 exibiu 

elevada sensibilidade, baixo custo, rapidez e facilidade na execução, quando comparada com as 

outras técnicas usadas.  

 

Em síntese, as leishmanioses necessitam de avanço no diagnóstico parasitológico e tem-se 

demonstrado que o teste imuno-histoquímico é promissor tanto na forma visceral quanto na 

tegumentar. Por vezes um teste de alta sensibilidade é o desejado para triagem e detecção 

precoce dos casos e noutras a alta especificidade é determinante para o prognóstico e 

delineamento das áreas de ocorrência de cada forma clínica. Considerando o potencial da técnica 

imuno-histoquímico preconizada por Tafuri et al., 2004, há necessidade de identificar os 

antígenos reativos permitindo assim entender porque o teste funciona em ambas as formas da 

doença, tegumentar ou visceral.  

 

Como sabemos, a proteômica representa o desafio do futuro para aumentar nosso conhecimento sobre 

a célula e, a eletroforese bi-dimensional (2-DE), é uma das ferramentas para estudar a expressão de 

proteínas em larga escala (Thiel & Bruchhaus, 2001; Haseloff, 2003). A análise das proteínas 
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utilizando 2-DE envolve a separação sistemática, identificação e quantificação de muitas proteínas 

simultaneamente a partir de uma única amostra. Essa técnica também é capaz de detectar 

modificações pós-traducionais, as quais não podem ser observadas por sequenciamento do genoma. A 

2-DE é uma ferramenta poderosa e amplamente utilizada para análise de misturas complexas de 

proteínas extraídas de células, tecidos ou outras amostras biológicas e é complementada pela 

espectrometria de massa (EM) para identificação das proteínas.  

 

Portanto, o que propomos é uma caracterização proteômica dos antígenos que são reativos na técnica 

de imuno-histoquímica, e que são compartilhados ou específicos para as três espécies de Leishmania 

mais frequentes em nossa região: L. infantum, L. amazonensis e L. braziliensis. Dessa forma, esse 

trabalho justifica-se pela importância de compreender melhor essa metodologia, que é eficiente e 

menos dispendiosa para o diagnóstico das formas tegumentar e visceral da leishmaniose e por abrir 

perspectivas quanto à identificação de antígenos a serem alvos de novos testes com maiores valores de 

sensibilidade e/ou especificidade.   
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3 Objetivos 

3.1 Objetivo Geral 

 

Identificar os antígenos de L. infantum, L.braziliensis e L.amazonensis reativos no método alternativo 

da imuno-histoquímica. 

3.2 Objetivos específicos  

 

1) Comparar o perfil proteômico das três espécies de Leishmania; 

 

2) Selecionar as proteínas das espécies citadas que são reativas para os anticorpos do teste imuno-

histoquímico; 

 

3) Identificar as proteínas das três espécies que são simultaneamente ou isoladamente reativas ao soro. 
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4 Materiais e Métodos 

4.1 Parasitos e cultura  

  

As promastigotas de Leishmania braziliensis, cepa: MHOM/BR/1975/M2904, L. amazonensis, cepa: 

IFLA/BR/1967/PH8 e L. infantum, cepa: MHOM/BR/1972/BH46 usadas no estudo foram cultivadas 

e mantidas em meio LIT, suplementado com 10% de soro fetal bovino e antibiótico, penicilina e 

estreptomicina, em estufa B.O.D (Demanda Bioquímica de Oxigênio) a 26 °C. Foram realizados 

repasses sucessivos até que a curva de crescimento das culturas atingisse 1 x 10
7
parasitos por mL. 

Para cada espécie de Leishmania foram realizados no mínimo três crescimentos independentes e 

simultâneos. A contagem dos parasitos foi feita em câmara de Newbauer e, posteriormente, procedeu-

se três lavagens sucessivas usando meio RPMI não suplementado, por meio de centrifugações de 

15min, a 4°C e 3000 rpm. Os tubos com os parasitos foram acondicionados em freezer -70°C, 

devidamente identificados até o seu uso.  

4.2 Extração de proteínas 

 

A extração de proteínas foi realizada resuspendendo os parasitos em tampão de lise (8 M uréia, 2 M 

thiourea, 4% CHAPS, 65mM dithiothreitol (DTT), 40 mMTris base, e “MIX” de inibidor de 

protease, GE Healhtcare, San Francisco,CA). Em seguida, as amostras foram incubadas por 2 horas 

à temperatura ambiente sob agitação de 20rpm. Após esse período, a solução contida no tubo passou 

por um processo de lise mecânica utilizando uma agulha 26G, o conteúdo foi, então, centrifugado por 

30 minutos a 5000 rpm e o sobrenadante aliquotado e acondicionado no freezer -70°C. As proteínas 

contidas no extrato foram dosadas usando o 2D-Quant kit (GE Healthcare) de acordo com as 

instruções do fabricante. 

4.3 Eletroforese Bidimensional (2DE) 

 

As amostras foram diluídas em tampão IEF (8M Uréia, 2M Tiouréia, 4% CHAPS, 0,0025% Azul de 

Bromofenol), de modo que a quantidade de proteínas fosse de 200µg para as strips de 7cm e 900 µg 

para as de 18cm, e 1 % de IPG buffer, totalizando 125 µL e 340 µL, e aplicadas em strips de 7 e 

18cm, respectivamente, da Immobiline™ DryStrip com pH 4–7 (GE Healthcare, Piscataway, NJ). 

Após hidratação passiva, a focalização isoelétrica se deu com os seguintes passos: passo 1 - 500V por 
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1h e 30 min; passo 2 -  1000V por 1h; passo 3 – 5000V até acumular 4000Vh; passo 4 –5000V, 

até acumular 16000Vh; passo 5 – 500V por 1 h; passo 6 –  500V(hold), para as strips de 7cm e 

passo 1 - 500V por 6h; passo 2 -  1000V por 1h e 30min; passo 3 – 8000V por 2h; passo 4 –

8000V, até acumular 40000Vh; passo 5 – 500V por 1 h; passo 6 – 500V(hold) –  para as strips 

de 18 cm . Após a focalização isoelétrica, as strips foram equilibradas com Tampão de Equilíbrio (50 

mM de Tris 1,5M pH 8,8, 6M Uréia, 30% Glicerol, 2% SDS, 0,001% Azul de Bromofenol)  contendo 

DTT (Ditiotreitol) por 15 minutos sob leve agitação. E posteriormente, com Tampão de Equilíbrio 

contendo IAA (Iodoacetamida) ao invés de DTT, nas mesmas condições. As strips foram então 

transferidas para um gel de poliacrilamida a 12% para eletroforese nas seguintes voltagens: 70 

volts por 15 minutos e 120 volts até o fim da corrida, para os géis de 7cm; e 50 volts/gel e 25mA/gel 

por 15 minutos e 100 volts/gel e 50mA/gel até o fim da corrida, para os géis de 18 cm. Os géis foram 

fixados e corados com Coomassie brillhant blue G-250 de acordo com Neuhoff, 1988. Os géis foram 

digitalizados utilizando o ImageScanner (GE Healthcare) e as imagens analisadas por meio do 

programa Image Master 2D Platinum 5.0 (GE Healthcare).  

4.4 Western blot – 2D gel 

 

O Western blot (WB) foi realizado a partir de gel 2DE. A eletroforese bi-dimensional foi realizada 

conforme descrito anteriormente, exceto com relação à coloração por Coomassie G250. As proteínas 

dos géis de cada uma das espécies foram transferidas para membrana de nitrocelulose, GE Healthcare 

Amersham Hybond – ECL, utilizando o equipamento Semidry-transfer Unit (GE Healthcare) e 

incubadas com uma solução de bloqueio (6% de leite desnatado Molico em PBS/ Tween 0,05%) a 

4°C por 24 horas. Posteriormente, as membranas foram incubadas com soro hiperimune de um cão 

naturalmente infectado com L. infantum, proveniente do Centro de Controle de Zoonoses de Ribeirão 

das Neves, previamente diagnosticado com leishmaniose visceral pelos testes de RIFI - Kit 

Biomanguinhos
®
 e ELISA, diluído 1: 200 em BSA 0,1%, como anticorpo primário, por duas horas. 

Em seguida foram realizadas três lavagens de cinco minutos cada, com PBS/Tween 0,05%. Como 

anticorpo secundário foi utilizado soro biotinilado de cabra anti IgG-coelho e anti IgG-camundongo 

(Link-DAKO, LSAB2 Kit, Catalog # KO675-1; Carpinteria, California, USA), cuja incubação se deu, 

também, por duas horas. Em seguida, foram realizadas três lavagens de cinco minutos cada, com 

PBS/Tween 0,05%, e por fim, a revelação foi realizada com complexo estreptavidina peroxidase 

(DAKO, LSAB2 Kit, Catalog # K0675-1; Carpinteria, California, USA), cuja incuabação se deu por 
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30 minutos, e solução de 0,024% diaminobenzidine (DAB; Sigma, St. Louis,USA) e 0,16% de 

peroxido de hidrogênio 40 v/v. Como controle negativo utlizou-se pool de cinco soros de cães não 

infectados, provenientes do centro de controle de zoonoses da região não endêmica de Carandaí, MG. 

 

As membranas foram digitalizadas utilizando o ImageScanner (Amersham Biosciences) e as imagens 

analisadas por meio do programa Image Master 2D Platinum 5.0 (GE Healthcare).  

 

4.5 Análise de reprodutibilidade dos géis e membranas 

 

Foram realizados três experimentos utilizando strips de 7cm da seguinte maneira: cada 

experimento foi realizado com seis géis 2-DE (2 para cada espécie de Leishmania). Destes, três 

(um de cada espécie) foram transferidos para a membrana de nitrocelulose para western blot e os 

outros (também um de cada espécie) foram corados, conforme já descrito. O western blot foi 

conduzido conforme protocolo tradicional de (Towbin & Gordon,1979), com a diferença que o 

gel foi 2-DE. 

 

O processo de detecção foi realizado conforme o teste imuno-histoquímico em membrana de 

nitrocelulose ao invés de corte de tecido, e com as diluições adequadas do soro e reagentes usados na 

revelação, conforme padronizado. 

 

As membranas e os géis corados foram digitalizados e as imagens analisadas de forma a identificar os 

índices de correlação entre as amostras independentes de cada espécie estudada, para os géis e 

membranas. Os géis foram usados, ainda, para conhecer o perfil proteômico de cada uma das 

espécies. 

 

4.6 Seleção das proteínas antigências  

 

Posteriormente foram realizados outros três experimentos utilizando strips de 18cm da seguinte 

maneira: cada experimento foi realizado com quatro géis 2-DE , da mesma espécie de Leishmania. 

Destes, um foi transferido para a membrana para western blot e os outros foram corados, conforme já 

descrito. As membranas e os géis foram, também, digitalizados, e para os géis buscou-se conhecer os 

índices de correlação entre as amostras independentes da mesma espécie.  
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Utilizando as membranas e os géis digitalizados foi identificada a posição das proteínas no gel 

reveladas no WB, para cada espécie, utilizando como referência os marcadores de ponto isoelétrico 

(pI) e de massa molecular (MM). As imagens foram processadas e as réplicas das imagens dos géis e 

membrana de um mesmo antígeno foram alinhadas.  Foi realizada, então, a seleção dos spots que 

foram reconhecidos no western blot em cada espécie e por todas as espécies simultaneamente, 

excluindo as reações inespecíficas detectadas pelo controle negativo. Os spots selecionados foram 

retirados dos géis para identificação por EM. 

4.7 Identificação das proteínas 

 

Os spots foram retirados do gel manualmente e colocados individualmente em tubos de 1,5mL. Os 

mesmos foram lavados três vezes por 15 minutos cada com 400µl de bicarbonato de amônio a 25mM 

e 50% v/v de acetonitrila. A solução descorante foi retirada e os fragmentos de géis desidratados com 

solução de acetonitrila por 5min. Após os fragmentos secarem, os mesmos foram reidratados com 

10µl de tripsina (Promega), a 20 ng/µl em 25mM de bicarbonato de amônio por 16 h a 37°C. A 

solução de tripsina contendo os peptídeos extraídos foi retirada de cada um dos tubos e armazenada 

em tubos de 0,6mL, devidamente identificados. Os fragmentos dos géis foram lavados duas vezes, por 

15 minutos, com 30µl de 50% acetonitrila/5% ácido fórmico. Em seguida, essa solução foi também 

colocada juntamente com o material digerido por tripsina e, posteriormente, concentrado em 

SpeedVac (Savant) a um volume de aproximadamente 10µl. Por fim, as soluções concentradas de 

cada um dos spots foram dessalinizadas usando Zip-Tip
®
 (C18 resina; P10, Millipore Corporation, 

Bedford, MA, USA). Os peptídeos foram eluídos da coluna com solução de acetonitrila 50% /ácido 

trifluoracético 0,1% e congelados a -20°C até o momento do uso.  

 

As amostras foram misturadas à matriz [10mg/mL de R-cyano-4-hydroxycinnamic acid (Aldrich, 

Milwaukee, WI) em acetonitrila 50%/ácido trifluoracético 0,1%] e aplicadas na placa para análise no 

MALDI/ToF-Tof (Bruker, AUTOFLEX, 3.0). Ambos MS e MS/MS foram adquiridos com o laser 

neodymium-doped yttrium aluminum garnet (Nd:YAG) com 200-Hz. Os espectros foram editados 

usando os programas FlexAnalysis e Biotools. A busca foi realizada através do programa MASCOT 

(http//:www.matrixscience.com), usando o banco de dados do National Center for Biotechnology 

(NCBI). Os parâmetros de busca foram: tolerância de desvio de massa molecular entre 100-200ppm, 

carbamidometilação, máximo de um sítio tríptico de corte não clivado e oxidação da metionina. 
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5 Resultados 

5.1 Dosagem das proteínas  

 

As proteínas extraídas dos precipitados das culturas de Leishmania amazonensis, L.braziliensis e 

L. infantum foram dosadas usando o 2D-Quant kit(GE Healthcare). Os resultados da dosagem 

obtidos estão representados na tabela 1. 

 

Tabela 1: Valores da dosagem das proteínas das amostras de Leishmania amazonensis (PH8), 

L.braziliensis (2904) e L. infantum (BH46) usando o 2D-Quant kit(GE Healthcare).  

 

Espécie  Crescimento  Dosagem µg/µl 

L.infantum 

BH 46  

1 26,4 

2 23,7 

3 16,18 

4 16,7 

L. amazonensis 

PH 8   

1 22,7 

2 19,79 

3 23,7 

4 26,87 

L. braziliensis 

2904 

1 6,23 

2 7,04 

3 3,28 

4 2,91 

 

 

5.2 Determinação dos perfis protéicos de Leishmania amazonensis, L. braziliensis e 

L.infantum 

 

Para a determinação dos perfis protéicos e avaliação dos índices de correlação entre os diferentes 

géis de L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum foram realizados três experimentos. Em 

cada um deles foram usadas strips de 7 cm com 200 ug de proteína, pH variando de 4 a 7 e géis 

de 12% corados por Coomassie Brilliant blue.  A avaliação da reprodutibilidade entre os géis foi 

realizada utilizando o programa ImageMaster 2D Platinum.  
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 As Figuras 1A, 2A e 3A mostram o perfil protéico obtido a partir do extrato de Leishmania 

amazonensis (PH8), L.braziliensis (2904) e L. infantum (BH46), respectivamente, a partir de 

amostras de três cultivos independentes bem como os gráficos de correlação entre os géis. A 

correlação indica a similaridade da % de volume dos spots correspondentes a cada 2 géis e nos 

permite inferir sobre a reprodutibilidade dos perfis protéicos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 : Géis 2DE de 7 cm, IPG pH 4 a 7, SDS-PAGE 12%, corados por Coomassie Brilliant 

blue G250. A1, A2 e A3 são triplicatas dos extratos  de proteínas de cultivos independentes de L 

amazonensis. Abaixo, gráficos demostrando os índices de correlação entre os géis.  
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Figura 2: Géis 2DE de 7 cm, IPG pH 4 a 7, SDS-PAGE 12%, corados por Coomassie Brilliant 

blue G250. B1, B2 e B3 são triplicatas dos extratos de proteínas de cultivos independentes de 

L.braziliensis. Abaixo, gráficos demostrando os índices de correlação entre os géis.  
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Figura 3: Géis 2DE de 7 cm, IPG pH 4 a 7, SDS-PAGE 12%, corados por Coomassie Brilliant 

blue G250. C1, C2 e C3 são triplicatas dos extratos de proteínas de cultivos independentes de 

L.infantum. Abaixo, gráficos demostrando os índices de correlação entre os géis.  

 

O experimento foi dividido em três etapas e foram obtidos três géis de cada uma das espécies. 

Observou-se que os géis 2-DE dos extratos de L. amazonensis apresentaram uma média de 378 

spots e o índice de correlação entre os géis variou de 70,3% a 77,3%. Para L .braziliensis a média 

de spots visualidos foi de 363 com índice de correlação de 75,1% a 84% e nos géis de L. 

infantum foram observados uma média de 428 spots com índice de corelação de 72,4% a 84,5%. 

Esses dados estão representados na tabela 2 indicando uma boa reprodutibilidade entre os géis, 

bem como a caracterização do perfil protéico para cada espécie analisada.  

 

Tabela 2: Número de spots obtidos para Leishmania amazonensis (PH8), L.braziliensis (2904) e 

L. infatum (BH46), número médio de spots e percetual de correlação entre os géis comparados 

para cada espécie. 

 

Espécie Gel N° spots/gel x spots Índice de correlação  

        
Géis 

comparados  

Percentual de 

correlação (%) 

L. amazonensis 

  

  

G1 362 

378 

G1 e G2  77.3 

G2 306 G1 e G3 70.3 

G3 467 G2 e G3  77.1 

L.braziliensis 

  

  

G1 203 

363 

G1 e G2  79.4 

G2 303 G1 e G3 84.0 

G3 583 G2 e G3  75.1 

L. infantum 

  

  

G1 339 

428 

G1 e G2  84.5 

G2 413 G1 e G3 77.1 

G3 532 G2 e G3  72.4 

 

5.3 Western blot 

 

Para a detecção das proteínas reativas na técnica de Tafuri et al., 2004 e avaliação da 

reprodutibilidade entre as diferentes membranas contendo extratos protéicos de L. amazonensis, 

L. braziliensis e L. infantum, os experimentos foram realizados utilizando strips de 7 cm com 

200 ug de proteína, pH  variando de 4 a 7 e SDS-PAGE 12%. As proteínas foram transferidas 

para as membranas e a reação foi realizada conforme descrito.  
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Para exclusão das proteínas reativas de forma inespecífica à técnica de Tafuri et al., 2004 dos 

extratos protéícos de L. amazonensis (figura 4), L. braziliensis (figura 5) e L. infantum (figura 6) 

foram realizados experimentos usando pool de soros de cães negativos para leishmaniose. As 

membranas de nitrocelulose reveladas demostraram a presença de proteínas reativas somente na 

reação com antígeno de L. infantum.  

 

Observou-se um perfil muito semelhante entre os extratos da mesma espécie, indicando alta 

reprodutibilidade dos experimentos e também um perfil característico para cada espécie. Em L. 

amazonensis os spots reativos estavam em uma faixa ampla de MM (massa molecular) 

principalmente nos valores entre 60 e 20kDa. Observou-se também nessa espécie que o pI dos 

spots reativos se concentrava entre 4,5 a 6,0 (Figura 4).   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Membranas de nitrocelulose mostrando as proteínas de L. amazonensis reativas à 

técnica de Tafuri et al., 2004, em A1 e o controle negativo para a mesma espécie em A2. 

 

Da mesma forma, para os extratos protéicos de L. braziliensis (Figura 5) e de L. infantum (Figura 

6), houve semelhança entre os perfis de amostras independentes da mesma espécie, bem como a 

distribuição dos spots reativos quanto aos valores de MM e de pI foram similares.  
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Figura 5: Membranas de nitrocelulose mostrando as proteínas de L. braziliensis reativas 

àtécnica de Tafuri et al 2004, em B1 e o controle negativo para a mesma espécie em B2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Membranas de nitrocelulose mostrando as proteínas de L. infantum reativas à técnica 

de Tafuri et al 2004, em C1 e o controle negativo para a mesma espécie em C 2. 

 

O número médio de spots foi de 57, 72 e 78, para L. amazonensis, L.braziliensis e L. chagasi, 

respectivamente, representados na tabela 3. Esses números indicam diferenças de percentual 

quanto ao número de spots reativos frente ao soro utilizado. Considerando o número médio de 

spots observados nos géis realizados sob as mesmas condições (7cm, pI 4-7, SDS-PAGE 12%), 

em L. amazonensis cerca de 15% dos spots (57/378) foram reativos, em L. braziliensis 19,8% 

(72/363) dos spots foram reativos e em L. infantum observou-se 18% (78/428) de spots reativos.  

O percentual de correlação das membranas foi calculado considerando a membrana com maior 

número de spots reativos como sendo 100%, e assim foi realizada uma sobreposição das outras 
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duas membranas de cada uma das espécies estudadas, calculando a similaridade entre elas. Esses 

dados podem ser observados na tabela 3. 

 

Tabela 3: Número de spots reativos para Leishmania amazonensis (PH8), L.braziliensis (2904) e 

L. infantum (BH46), número médio de spots reconhecidos e percetual de correlação entre as 

membranas comparadas para cada espécie. 

 

Espécie Membrana N° de spots WB 
 

 

Percentual de 

correlação % 

L. amazonensis M1 61 

57 

100 

  M2 59 97 

  M3 51 84 

L.braziliensis M1 74 

72 

100 

  M2 71 96 

  M3 70 95 

L.infantum M1 85 

78 

100 

  M2 80 94 

  M3 71 84 

 

 

5.4 Seleção e identificação das proteínas antigênicas  

 

Como já referido, os géis de 18 cm apresentam maior resolução e maior quantidade de proteínas. 

Assim, foram confeccionados géis de 18 cm, 900ug de proteínas, com pH variando de 4 a 7, para 

melhor separação das proteínas, para cada uma das espécies, bem como para a posterior seleção 

das proteínas reativas.  

 

O número de spots desses géis foi muito maior que o observado para os géis de 7cm, 

considerando o mesmo extrato protéico. O índice de correlação entre esses géis também foi 

calculado, conforme descrito para os géis de 7cm. Esses dados podem ser observados nas figuras 

7A, 8A e 9A. 
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Figura 7: Géis 2DE de 18 cm, IPG pH 4 a 7, SDS-PAGE 12%, corados por Comassie Brilliant 

blue G250. A1, A2 e A3 são triplicatas dos extratos de proteínas de cultivos independentes de 

L.amazonensis. Abaixo, gráficos demostrando os índices de correlação entre os géis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Géis 2DE de 18 cm, IPG pH 4 a 7, SDS-PAGE 12%, corados por Comassie Brilliant 

blue G250. B1, B2 e B3 são triplicatas dos extratos de proteínas de cultivos independentes de 

L.braziliensis. Abaixo, gráficos demostrando os índices de correlação entre os géis.  
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Figura 9 A: Géis 2DE de 18 cm, IPG pH 4 a 7, SDS-PAGE 12%, corados por Comassie 

Brilliant blue G250. C1, C2 e C3 são triplicatas dos extratos de proteínas de cultivos 

independentes de L. infantum. Abaixo, gráficos demostrando os índices de correlação entre os 

géis.  

 

O experimento foi dividido em três etapas e foram obtidos três géis de cada uma das espécies. 

Observou-se que os géis 2-DE dos extratos de L. amazonensis apresentaram uma média de 690 

spots e índice de correlação entre 77.3% a 81.7%. Para L.braziliensis a média de spots visualidos 

foi de 938 e o índice de correlação entre os géis variou de 70.9% a 93.1% e nos géis de L. 

infantum foram observados uma média de 1486 spots com índice de correlação entre 80.0% a 

90.8%. Esses dados estão representados na tabela 4 e nos indicaram, de forma geral, uma maior 

reprodutibilidade entre os géis de 18 cm, quando comparados aos índices de correlação entre os 

géis de 7cm.  
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Tabela 4: Número de spots obtidos para Leishmania amazonensis (PH8), L.braziliensis (2904) e 

L. infantum (BH46), número médio de spots e percetual de correlação entre os géis comparados 

para cada espécie. 

 

Espécie Gel N° spots/gel  Índice de correlação  

       
Géis 

comparados  

Percentual de 

correlação (%) 

L. amazonensis 

  

  

G1 564 

690 

G1 e G2  77.3 

G2 798 G1 e G3 76.5 

G3 708 G2 e G3  81.7 

L.braziliensis 

  

  

G1 1186 

938 

G1 e G2  93.1 

G2 910 G1 e G3 70.9 

G3 720 G2 e G3  72.5 

L. infantum 

  

  

G1 1408 

1486 

G1 e G2  80.0 

G2 1082 G1 e G3 90.8 

G3 1969 G2 e G3  82.0 

 

Para seleção e posterior identificação das proteínas reativas ao teste de Tafuri et al., 2004 foi 

realizado um experimento utilizando strips de 18 cm, 900ug de proteínas, com pH variando de 4 

a 7, conforme o teste imuno-histoquímico em membrana de nitrocelulose. Foram obtidas três 

imagens de membranas, sendo uma de L. amazonensis (PH8), uma de L. braziliensis (2904) e 

uma de L.infantum (BH46). As membranas de 18 cm apresentaram uma perfil de spots reativos 

semelhante àquele observado nas membrans de 7cm para cada uma das espécies, como podemos 

observar na  figura 10. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Membranas de nitrocelulose de 18cm mostrando as proteínas reativas ao teste de 

Tafuri et al. 2004, para L. amazonensis (A), L. braziliensis (B) e  L.infantum (C), 

respectivamente.   
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A seleção das proteínas antigênicas foi realizada através da sobreposição entre gel e membrana 

de 18 cm para cada uma das espécies estudadas, excluindo as reações inespecíficas. Esse 

processo permitiu que as proteínas reativas no western blot fossem localizadas e retiradas dos 

géis de L. amazonensis (PH8), L. braziliensis (2904) e L.infantum (BH46). Os spots selecionados 

foram identificados utilizando letras e números. Em L. amazonensis os spots foram numerados 

de A1 a A34, figura 11, em L. braziliensis de B1 a B25, figura 12, e em L. infantum de C2 a C29, 

figura 13. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Representação de um gel e uma membrana de 18cm de L. amazonensis e os spots 

selecionados para identificação. Os números dos spots são correspondentes no gel, membrana e 

tabela de A1 a A34. 
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Figura 12: Representação de um gel e uma membrana de 18cm de L. braziliensis e os spots 

selecionados para identificação. Os números dos spots são correspondentes no gel, membrana e 

tabela de B1 a B25. 

 

 
 

Figura 13: Representação de um gel e uma membrana de 18cm de L. infantum e os spots 

selecionados para identificação. O número dos spots são correspondentes no gel, membrana e 

tabela de C2 a C29. 

 

Um total de 86 spots foram selecionados e retirados dos géis, sendo 33 de L.amazonensis, 25 de 

L. braziliensis e 28 de L.infantum. Então, esses spots passaram por um processo de digestão por 

tripsina, e os peptídeos trípticos extraídos para cada uma das três espécies estudadas, foram 

analisados por espectrometria de massa e posteriormente identificados (Anexo). A identificação 

das proteínas está representada nas tabelas 5, 6 e 7. 
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Tabela 5: Representação dos spots selecionados, das correspondentes proteínas identificadas e 

seus respectivos Gi em L. amazonensis.  

 
N° do spot  Proteina Gi 

A2, A3, A4, A11, A12, 

A13, A16, A17, A18, 

A21/ A9, A22/ A24/ 

A29 

Protéina de choque térmico 70 
3386646/293059/239586186/1552344 

 

A5  subunidade β  da ATPase 146088806 

A7, A10 metalo-peptidase  401428054 

A12 PDI 52 kDa  116293933 

A13 Proteína regulada por glicose 78 16797868 

A15 β-tubulina 1296832 

A20, A29 α tubulina 606648 

A23 S-adenosil-homocisteina hidrolase 146103697 

A26  Cadeia epsilon da ATP sintase 401426041 

A30/A31 

Proteína 1 relacionada a hsp 70, precursor 

mitocondrial 
146093966/146093964 

 

 

Tabela 6: Representação dos spots selecionados, das correspondentes proteínas identificadas e 

seus respectivos Gi em L. braziliensis.  

 

N° do spot  Proteina Gi 

B3 Proteína de choque térmico 83 323650339 

B4 Proteína de choque térmico 70 1552344 

B7 subunidade E1β da piruvato dehidrogenase  146089026 

B8, B18 β-tubulina 154343836 

B9, B10 proteína de choque térmico-like protein 154343245 

B11, B21/B12, B18 α-tubulina 389600613/606648 

B14 
subunidade proteolitica do complexo hs1vu like, 

treonina peptidase 
154346210 

B15, B16 
Proteína 1 relacionada a hsp 70, precursor 

mitocondrial 

 

154341833 

B17 subunidade b da ATP sintase vacuolar 154340667 

B19/B20 
Proteína hipotética conservada 

 
154346772/154334121 

B19 subunidade 5α  do proteasoma  154343830 

B22 proteína paraflagelar rod 2C 146082920 

B23 Proteína 14-3-3 -like protein 154346050 

B24  N-acil-L-aminoacido amidohidrolase 389603990 
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Tabela 7: Representação dos spots selecionados, das correspondentes  proteínas identificadas e 

seus respectivos Gi em L. infantum.  

 

N° do spot  Proteina Gi 

C3/C4/C13 Proteína de choque térmico 70 758136/3386646/1552344 

C6 Proteína de choque térmico 83 339898954/154343718 

C12/C16/C22/C28 
Proteína hipotética conservada 

 
146105064/146081345/146103425/146081233 

C13 
1,2-Dihidroxi-3-ceto-5-metiltiopentano 

dioxigenase  
146099894 

C17 fator de elongação da transcrição 1-β 146104117 

C17 fator de elongação  1-β 401428375 

C18, C19, C23, C27, 

C28/ C19, C23, 

C28,/C19/ C20, C21/ 

C27/ C29 

β-tubulina 
1296832/146078076/91983209/299829504/ 

91983209/110816092 

 

Um total de 34 spots foi selecionado, 33 foram retirados e 23 foram identificados, em L. 

amazonensis correspondendo a 10 proteínas, em L. braziliensis, esses valores foram de 25, 20 e 

14, respectivamente e por fim em L.infantum, foram selecionados e retirados 28 spots, 

identificados 16, correspondendo a 7 proteínas. Esses dados estão representados na tabela 8. 

 

Tabela 8: Representação do número de spots selecionados, identificados e das proteínas 

correspondentes, para L. amazonensis, L. braziliensis e L.infantum. 

 

 

Dentre as proteínas identificadas algumas foram específicas para cada uma das espécies 

estudadas, sendo, 6  para L. amazonensis, 9 para L. braziliensis e 4 para  L. infantum .  A tabela 9 

mostra essas proteínas de acordo com a espécie onde foram encontradas, e as identificações 

correspondentes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Espécie 

N°de spots 

selecionados/retirados N° de spots identificados N° de proteínas 

L. amazonensis 33 23 10 

L.braziliensis 25 20 14 

L. infantum 28 16 7 
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Tabela 9: Proteínas antigênicas identificadas exclusivamente em cada uma das espécies estudadas. 

 

Espécie Spot Proteína 

L. amazonenis 

A5  subunidade β da ATPase  

A7, A10 metalo-peptidase  

A12 PDI 52 kDa  

A13 proteína regulada por glicose 78 

A23 S-adenosil homocisteína hidrolase 

A26 cadeia epsilon da ATP sintase 

L.braziliensis 

B7 subunidade E1β da piruvato dehidrogenase 

B9/B10 proteina do choque térmico like 

B14 subunidade proteolítica do complexo hs 1 vu like, treonina peptidase 

B17 subunidade b da ATP sintase vacuolar 

B19/B20 proteína conservada hipotética 

B19 subunidade 5α do proteasoma  

B22 proteína paraflagelar rod 2C 

B23 proteína 14-3-3 proteina like 

B24 N-acil-L-aminoacido amidohidrolase 

L. infantum 

C12, C16, C22, C28 proteína conservada hipotética 

C13 1,2-Dihidroxi-3-ceto-5-metiltiopentano dioxigenase 

C17 fator de elongação da transcrição 1-β 

C17 fator de elongação 1-β 

 

Algumas das proteínas identificadas puderam ser encontradas em duas, das três espécies 

estudadas, de forma simultânea, como α- tubulina e proteína 1 relacionada a HSP 70, precursor 

mitocondrial, reveladas em L. amazonensis e L. braziliensis; e HSP 83, compartilhada por L. 

braziliensis e L. infantum. Verificou-se ainda a reatividade da β tubulina e HSP 70 nas três 

espécies estudadas, simultaneamente. Esses dados estão demostrados no diagrama de Venn, 

figura 14.  
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Figura 14: Diagrama de Venn representando as proteínas identificadas que são específicas para 

cada uma das espécies e aquelas que são compartilhadas entre duas, ou todas as espécies.  
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6 Discussão 

 

As leishmanioses são um problema de saúde pública sendo classificadas pela OMS como uma 

das seis doenças tropicais mais importantes em países em desenvolvimento (WHO, 2013). 

Assim, estudos que visem aprimorar as medidas de controle, métodos de diagnóstico e 

tratamento tornam-se necessários. Ambas as formas da doença, tegumentar e visceral (nas suas 

diversas formas clínicas ou subclínicas), tem relevância devido sua ampla distribuição geográfica 

e gravidade das manifestações clínicas. Portanto, é global as buscas alternativas de controle, 

como a vacinação, métodos de diagnóstico mais precisos e de fácil excecução gerando resultados 

mais confiáveis e ágeis para detecção precoce da doença (Desjeux, 2004). Entretanto, os métodos 

de diagnóstico mais comumente empregados para as diferentes formas da leishmaniose 

apresentam desafios, seja na precisão dos resultados ou, ainda, na execução dos mesmos. Esses 

obstáculos afetam diretamente a eficiência do tratamento e o controle da morbidade. 

 

O presente estudo teve como objetivo realizar análise proteômica dos extratos das formas 

promastigotas das três espécies de Leishmania mais presentes no estado de Minas Gerais; L. 

amazonensis, L. braziliensis e L. infantum (Ministério da Saúde 2006, 2007), e identificar as proteínas 

reativas no teste descrito por Tafuri et al., 2004, de forma específica e compartilhada, que poderão vir 

a ser usadas em métodos de diagnósticos alternativos. A leishmaniose visceral é a forma clínica com 

acometimento sistêmico do hospedeiro vertebrado concentrando grande número de parasitos em 

órgãos ricos em células do SMM como fígado, baço, linfonodos, medula óssea, rins e trato 

gastrointestinal. A presença de parasitos no baço pode ser uma das causas da intensa ativação 

policlonal de linfócitos B e consequente aumento da produção de anticorpos que é refletida em 

aumento da fração de globulina (Amusategui et al., 2003). Entretanto, muitos desses anticorpos 

podem apresentar reação cruzada com outras espécies de Leishmania e com outros parasitos (Da 

Costa et al., 1991; Cardoso & Cabral, 1998; Carvalho et al., 2003) 

 

Nesse trabalho, utilizando promastigotas de L. amazonensis (PH8), strips de 18 cm com pH de 4-7, foi 

detectado uma média de 690 spots, em sua maioria, localizada em uma faixa de massa molecular entre 

10 e 40kDa. Brobey et al., 2006 objetivaram comparar a expressão de protéinas de promastigotas 

entre L. amazonensis da cepa MHOM/BR/77/LTB0016 e L. major da cepa MRHO/SU/59/P/LV39, e 
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para isso, utilizaram strips de 17cm com pI de 3-10. Após a confecção dos géis, de L. amazonensis e 

L. major, e coloração por prata, foi possível detectar aproximadamente, 1650 e 1530 spots, 

respectivamente, localizados, em sua maioria entre 20 e 60kDa e pI entre 4-7, para L. amazonensis. O 

número maior de spots detectados por Brobey et al., 2006 pode ser explicado devido a faixa de pH, 3-

10,  método de coloração, e os  critérios para a seleção dos spots utilizados. A coloração por prata é 

muito mais sensível que a coloração por Coomassie detectando um número maior de spots, e, esses 

são selecionados para análise, na maioria das vezes, considerando o seu tamanho, podendo esses 

valores ser mais ou menos rigorosos de acordo com o objetivo do trabalho. Esses vários fatores podem 

ter interferido no número total de spots encontrado em cada trabalho. 

 

Utilizando a mesma metodologia, e sob as mesmas condições, foram confeccionados géis de 18 cm, 

utilizando extratos de promastigotas de L. braziliensis (2904), permitindo a detecção de uma média de 

938 spots, em sua maioria, localizados numa faixa de massa molecular acima de 20kDa. Cuervo et. 

al., 2007 descreveram a primeira compilação de um mapa de referência proteômica para 

promastigotas de L. braziliensis da cepa MHOM/BR/2001/JOLIVAL, utilizando strips de 17 cm, com 

pI de 4-7 e MM de 10 a 130 kDa.  O trabalho objetivou fornecer uma ferramenta para estudos 

comparativos entre cepas isoladas de pacientes com diferentes manifestações clínicas da leishmaniose, 

bem como uma potencial ferramenta para a identificação de marcadores utéis para o diagnóstico 

clínico, terapêutica, prognóstico e candidatos à vacina. No trabalho foram detectados 641 spots em 

géis corados com Coomassie, com a maioria dos spots, predominantemente, localizados na faixa de 

massa molecular acima de 21kDa.  

 

Para L. infantum (BH46), a média de spots encontrada foi de aproximadamente 1486, 

considerando as mesmas condições citadas anteriormente. Os spots reativos estão localizados, 

em sua maioria, em uma faixa de massa molecular, entre 20 e 50kDa. Costa et al., 2011 

pretenderam identificar proteínas de L. infantum que poderiam ser candidatos a vacina e testes 

diagnósticos mais acurados. Para isso foram utilizados extratos de amastigotas e promastigotas 

de L. infantum da cepa BH400, strips de 18 cm e pH de 4 a 7, detectando aproximadamente 900 

spots nos extratos de cada um dos dois estágios evolutivos do parasito. 
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Estudos anteriores demostraram a eficácia da técnica alternativa da imuno-histoquimica 

desenvolvida por Tafuri et al., em 2004. Inicialmente o teste foi utilizado para diagnóstico da 

LVC e Xavier et al., 2006 mostraram uma boa correlação positiva entre a PCR e a IHC, não 

ocorrendo dirença significativa entre as duas técnicas de diagnóstico, utilizando biópisas de pele 

de diferentes regiões anatômicas (orelha, nariz e abdômen). Queiroz et al., em 2010 afirmaram 

que a IHQ deve ser usada para confirmação da sorologia, por RIFI e ELISA, e a PCR deverá ser 

realizada apenas nos casos suspeitos após a imuno-histoquímica. Esses autores mostraram que a 

eficiência dos testes de diagnóstico em cães suspeitos para leishmaniose visceral variou de 

acordo com a evolução da doença, demonstrando a necessidade da associação de técnicas, para 

um diagnóstico mais conclusivo. Em trabalho mais recente, Amorim et al., 2011 confirmaram os 

dados de Xavier et al., 2006 e ainda, demostraram que cães sintomáticos com IHQ positiva tem 

capacidade infectante aos flebotomíneos.  Em seguida, Alves 2011 demonstrou que o método 

utilizado apresentou sensibilidade de 91,78% para confirmação do diagnóstico de LTA, maior 

facilidade de execução e menor custo quando comparada com as técnicas de PCR e de imuno-

histoquimica, empregando anticorpo monoclonal disponível no mercado.  

 

O teste imuno-histoquimico de Tafuri et al., 2004 é realizado em tecido, detectando, portanto, 

formas amastigotas do parasito. Entretanto, a realização do presente trabalho, utilizando essa 

forma evolutiva tornaria o mesmo mais laboriso. Dessa forma, buscamos uma maneira 

alternativa e eficiente de realizá-lo. Fakhry et al., 2002, Bente et al., 2003, Nugent et al., 2004, 

McNicoll et al., 2006, Walker et al.,2006 e Costa et al., 2011 demonstraram em seus estudos que 

a similaridade proteômica entre as formas amastigota e promastigota de Leishmania é maior que 

90%, assim, optamos por utilizar as formas promastigotas.  

 

A utilização de imunoproteômica para identificação de novos antígenos tem sido amplamente 

utilizada. Estudos proteômicos com Leishmania spp demonstraram a diferença de expressão 

protéica entre as formas amastigotas e promastigotas e a possibilidade de utilização da “sorologia 

proteômica” como uma abordagem adequada para mapeamento da antigenicidade na 

leishmaniose (Costa et al., 2011). Recentemente, um estudo utilizando eletroforese em gel 

bidimensional (2-DE) de extrato de promastigotas de L. infantum, seguido de “Western Blot” 

com soro de coelhos imunizados e análise por espectometria de massa (EM), permitiu a 
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identificação de várias proteínas antigênicas relevantes (Dea-Ayuela et al., 2006). Em uma 

abordagem semelhante foram identificados vários antígenos de L. donovani utilizando soros e 

parasitos isolados de pacientes indianos, permitindo concluir que a abordagem proteoma-

sorologia produz uma compreensiva e altamente resolvida representação da antigenicidade de L. 

donovani e da especificidade da resposta imune anti-Leishmania em pacientes com leishmaniose 

visceral (Forgber et al.,2006). Costa et al em 2011 realizaram experimentos de western blot a 

partir de gel 2DE para identificação de proteínas reativas a anticorpos caninos anti-Leishmania 

infantum. O trabalho objetivou identificar e caracterizar novos antígenos que pudessem ser 

utilizados no desenvolvimento de uma vacina ou/e métodos de diagnósticos alternativos. 

 

Os soros de cães negativos para leishmaniose utilizados nesse trabalho, provenientes de área não 

endêmica para doença, utilizados como controle das reações inespecíficas, reagiram apenas 

quando em contato com antígenos de L. infantum. Esse tipo de reação foi demonstrada por Silva 

et al., 2005 que objetivaram aprofundar o conhecimento sobre o papel do cão como reservatório 

da leishmaniose visceral. Utilizando as técnicas de RIFI e WB os autores tentaram correlacionar 

o estado clínico e infectividade para o vetor, com os títulos sorológicos obtidos na RIFI e frações 

antigênicas reveladas no WB; para tentar identificar também em uma população canina, os 

indivíduos que estão atuando como fonte de infecção. Os resultados obtidos mostraram que as 

frações antigênicas de 23,5, 25, 29, 32, 42,5kDa de promastigotas de L. infantum (cepa L-579) 

foram fortemente reconhecidas no WB,  pelos soros de cães positivos pela RIFI. Por outro lado, 

não foi possível observar diferença no perfil de reconhecimento antigênico de cães soronegativos 

de área endêmica e de área não endêmica, que reconheceram fracamente frações peptídicas de 

37, 42,5 e 71,5kDa da mesma espécie. 

 

A não reatividade de antígenos de L. braziliensis e L. amazonensis frente aos soros de cães não 

infectados pode ser explicada pela diferença de expressão de proteínas em cada uma das 

espécies; levando a reação dos anticorpos com as proteínas  altamente expressas, em L. infantum, 

e a não reatividade com as espécies causadoras de LTA pela sua menor expressão. Isso explicaria 

também a reatividade exclusiva de antígenos de L. braziliensis e L. amazonensis frente ao soro 

de cão infectado com L. infantum. Requena et al., 2000 sugeriram que anticorpos anti-
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Leishmania são direcionados primeiramente contra antígenos conservados e altamente expressos, 

como proteínas do choque térmico, protéinas ribossomais e proteínas associadas a maquinaria de 

replicação e transcrição do DNA.  

 

No presente estudo 24 proteínas foram identificadas, sendo 19 reativas de forma específica e cinco 

compartilhadas. As proteínas  β tubulina e a proteína de choque térmico 70 (HSP70) foram reativas 

simultaneamente, para as três espécies estudadas. Todavia, esse resultado não foi surpreendente uma 

vez que essas proteínas já tinham sido identificadas por outros autores como imunogênicas (Probst et 

al., 2001; Carmelo et al., 2006) e/ou testadas para uso em diagnóstico de LV ( Rasouli  et al., 2009; 

Oliveira et al., 2011). A tubulina é membro da família das proteínas globulares, e é formada por 

subunidades α e β, que compõem os microtúbulos. Cada uma delas tem um peso molecular de 

aproximadamente 55 kDa. Probst et al., 2001, considerando que a imunidade contra infecções por 

Leishmania é mediada por células TCD4
+
, do fenótipo Th1, objetivaram demonstrar a expressão 

de alguns antígenos de Leishmania, usando linhagens clonais de células T derivadas de um 

doador imune. Foi demostrado, para a β tubulina, um dos antígenos identificados, que células T 

clonais específicas contra essa proteina responderam à macrófagos e células dendríticas infectados por 

Leishmania, demonstrando o seu potencial como candidata à vacina para leishmaniose.  

 

As HSPs, proteínas de choque térmico, são caracterizadas por serem altamente conservadas na 

escala evolutiva (Zilberstein e Shapira, 1994; Salotra et al., 1995). Oliveira et al., 2011 , 

objetivando expandir o número de proteínas recombinantes disponíveis para o diagnóstico da 

leishmaniose visceral canina e humana, selecionaram antígenos recombinantes de L. infantum, por 

meio de pools de soros caninos e humanos infectados. Utilizando a HSP 70, a média da reatividade 

dos soros de pacientes com leishmaniose visceral foram moderadas, e para os soros de cães infectados 

com L. infantum essa mostrou-se intensa. Em contraste, a reatividade média, em soros de indivíduos 

saudáveis, pacientes com leishmaniose cutanea e pacientes chagásicos, foi fraca para o mesmo 

antígeno testado. Situação semelhante foi observada para amostras de cães saudáveis ou com outras 

doenças infecciosas. 

 

Rasouli  et al., em 2009  objetivaram clonar e expressar HSP70 de L .infantum e avaliar a resposta de 

anticorpos contra a proteína, na leishmaniose visceral. Os resultados de ELISA mostraram que 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/Microt%C3%BAbulo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Unidade_de_massa_at%C3%B4mica
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81,1% (30/37) dos soros dos pacientes e de 6,3% (5/63) dos soros controles reagiram para 

HSP70 L.infantum. Trata-se de uma molécula conservada, sendo essa, uma vantagem para os 

estudos de vacinas, podendo ser usada também como uma ferramenta para o diagnóstico 

sorológico. 

 

Alguns estudos vêm mostrando a forte reação entre os anticorpos de soros de indivíduos com 

leishmanioses e proteínas conservadas do parasita, como as proteínas ribossomais, as histonas e 

as proteínas de choque térmico. Algumas dessas proteínas são caracterizadas como imunógenos 

em doenças autoimunes, e a detecção de anticorpos contra elas, considerada indicativo de 

alteração no sistema imunológico. No estudo de Carmelo et al., 2006 foi investigada uma 

possível relação entre o reconhecimento de proteínas conservadas de Leishmania braziliensis em 

indivíduos que sofrem da forma cutânea (LC) e mucocutânea (LMC) da leishmaniose 

tegumentar, e o reconhecimento dos homólogos humanos em pacientes com doença auto imune. 

Os resultados mostram que a resposta imune gerada durante LC e LMC é induzida 

especificamente por histona H1 e HSP70 do parasita, uma vez que os soros dos pacientes com 

LC e LMC não reagiram contra os seus homólogos humanos. Além disso, o reconhecimento 

específico das proteínas humanas pelos soros autoimunes mostrou fraca reação com as regiões 

mais divergentes das proteínas parasitárias. 

 

As reações cruzadas em testes de diagnóstico são causadas por determinantes antigênicos comuns, 

dificultando a precisão do resultado. Assim, Zurita et al., 2003 investigaram a utilização da proteína de 

choque térmico de 70 kDa (Hsp70) de L. braziliensis para diagnóstico sorológico diferencial, em 

relação ao Trypanossoma cruzi. Os dados mostram que a antigenicidade de HSP70 do parasito é 

altamente reconhecida (84%) por soros de pacientes com LC e LMC, e em menor grau pelos 

chagásicos (18,75%). Os determinantes antigênicos lineares que apresentam reações cruzadas com os 

soros chagásicos estão localizados no fragmento rLb70 (352-518). Entretanto, o fragmento rLb70 

(513-663) apresenta sensibilidade de 70% e especificidade de 100%, podendo ser considerado um 

candidato potencial para diagnóstico sorológico específico de LC e LMC causada por L. braziliensis. 
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Outras proteinas, como Hsp 83 e α-tubulina foram compartilhadas por duas, das tres espécies 

estudadas, sendo a primeira por L. braziliensis e L. infantum e a segunda, por L. amazonensis e L 

braziliensis. 

 

Rico et al., 2002 demonstraram que as proteínas de choque térmico (HSPs), HSP70 e HSP83, de 

Leishmania infantum, expressadas como proteínas recombinantes, são mitógenos para esplenócitos de 

murinos.Verificou-se que a incubação in vitro de células do baço com Hsps de Leishmania levou à 

expansão de populações de CD220, sugerindo um efeito direto destas proteínas em linfócitos B. 

 

Celeste et al., 2004 analisaram o uso de HSP 83  recombinante de Leishmania infantum em ELISA 

para o diagnóstico sorológico de LC (n= 12) e LMC (n = 14) e observaram a presença de anticorpos 

anti-HSP83 de L. infantum em todas as amostras, assim como anticorpos anti- Leishmania. Quando 

foi testada a reatividade cruzada, os pacientes chagásicos (n = 10) não reagiram. Assim, HSP83 de 

L.infantum foi considerada um bom antígeno para diagnóstico sorológico da leishmaniose tegumentar. 

 

Por fim, algumas proteínas foram reveladas de forma específica pra cada uma das três espécies 

estudadas. Dentre elas, podemos destacar: proteina regulada por glicose 78 (GRP78) revelada em L. 

amazonensis. 

 

O estudo de Jensen et al., 2002 é uma extensão do trabalho anterior de Jensen et al., 2001, e visa 

avaliar as propriedades imunogênicas da GRP 78 recombinante em relação as células T e B em 

humano. Os dados do ELISA indicam que a rGRP78 é igualmente eficaz no diagnóstico 

sorológico da LV (89%), PKDL(78%) e LC (85%). Para avaliar a capacidadede GRP78 

recombinante induzir resposta de células T, a proliferação foi medida em amostras de PBMC. 

Culturas de PBMC, de indivíduos previamente infectados com L.donovani ou L.major, 

proliferaram na presença da proteína testada. Os dados encontrados nesse estudo sugerem que 

GRP78 atua como um imunógeno de células B e de células T durante infecção com L. donovani ou L. 

major.  
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Em suma, foram identificados, nesse trabalho 24 proteínas. Destas quatro já foram avaliadas em 

estudos anteriores, em relação a antigenicidade, utilização em teste diagnósticos ou até mesmo como 

candidatas à vacinas (Jensen et al., 2001; Probstet al., 2001; Jensen et al., 2002; Rico et al., 2002; 

Zurita et al., 2003; Celeste et al., 2004; Carmelo et al., 2006; Rasouli  et al., 2009; Oliveira et al., 

2011) em Leishmania. Para as outras não foram encontrados estudos com relação a utilização das 

mesmas, como alvos de resposta humoral e/ou celular, nessa parasitose.  

 

O presente trabalho permitiu compreender a importância da análise proteômica na identificação 

de proteínas imunogênicas nas três espécies de Leishmania mais amplamente distribuídas no 

estado de Minas Gerais, utilizando uma técnica alternativa de imuno-histoquímica. Assim, 

pesquisas futuras empregando algumas dessas moléculas poderiam ser realizadas na tentativa de 

buscar testes de diagnósticos mais precisos e até mesmo a sua utilização como antígenos 

vacinais. 
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7 Conclusão 

 

 Foram determinados os perfis proteômicos de L. amazonensis, L. braziliensis e L. 

infantum utilizando gel bidimensional. 

 

  Foram identificadas proteínas reativas ao teste de Tafuri et al., 2004 para as espécies 

estudadas. 

 

  Observou-se, que das proteínas identificadas, hsp 70 e β tubulina foram reativas, 

simultaneamente, em L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum. 

 

 Entre L. amazonensis e L. braziliensis foram identificadas a proteína 1 relacionada a hsp 

70, precursor mitocondrial e α- tubulina, simultaneamente. 

 

 Hsp 83 foi reativa, simultaneamente, em L. braziliensis e L. infantum. 

 

 E por fim, em L. amazonensis seis proteínas foram reativas especificamente, enquanto 

para L. braziliensis foram nove, e em L. infantum quatro proteínas foram identificadas. 
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9 Anexo  

 

Tabela: Identificação das proteínas de L. amazonensis, L. braziliensis e L. chagasi reativas ao teste de Tafuri et al., 2004.  O código do “spot” 

corresponde às figuras 11, 12 e 13, respectivamente. 

 

Código do 

“spot” 

 

Nome da proteína 

(pI/Mr preditos) 

GI Sequencias dos peptídeos identificados (Da) Percentual de 

cobertura 

Score 

A2 proteína de choque térmico 70 

(5.33/55828) 

gi|3386646 R.FEELCGDLFR.S  (1285.6420) 

R.SVHDVVLVGGSTR.I  (1325.7721) 

K.DCHLLGTFDLSGIPPAPR.G  (1965.9951) 

 

7 160 

A3 proteína de choque térmico 70 

(5.33/55828) 

gi|3386646 R.FEELCGDLFR.S  (1285.7153) 

K.DCHLLGTFDLSGIPPAPR.G  (1966.1034) 

 

5 135 

A4 proteína de choque térmico 70 

(5.33/55828) 

gi|3386646 R.FEELCGDLFR.S  (1285.8200) 

R.SVHDVVLVGGSTR.I (1325.9310) 
 

K.DCHLLGTFDLSGIPPAPR.G (1966.2696) 

  
 

7 154 

A5 Subunidade beta da  ATPase   

(5.14/ 56485) 

 

  

gi|146088806 R.IFNVLGDAIDQR.G (1360.9100) 
 

K.GHGGFSVFAGVGER.T (1376.8731) 

R.DVEGQNVLLFIDNIFR.F (1892.2264) 
  

8 159 

A6      

A7 metalo-peptidase, Clan MA(E), Familia M32   

(5.51/ 57378) 

gi|401428054 

 

 

K.IWHFDTDAGR.L (1217.6078) 

R.EHITQPVCNAR.S (1324.6697) 

R.LPEFFEAQPAFSQDNMR.K (2027.0805) 

R.IDADEVCYPLHVILR.Y  (1813.0632) 

K.MQEYLGLSTEGR.D  (1383.7171) 

ATGETLNPEYLHR.H (1500.8155) 

15 292 

A8      

A9 

 

proteína de choque térmico 70 

(5.36/71319) 
 

gi|293059 K.SQIFSTYADNQPGVHIQVFEGER.A (2622.0893) 
 

K.DCHLLGTFDLSGIPPAPR.G (1965.9392) 

  
 

6 60 

A10 

  

metalo-peptidase, Clan MA(E), Familia M32   

(5.51/ 57378) 

gi|401428054 K.IWHFDTDAGR.L  (1217.6321) 

R.IDADEVCYPLHVILR.Y  (1813.0273) 

5 105 
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A11 

  

proteína de choque térmico 70 

(5.33/ 55828) 

 gi|3386646 K.DCHLLGTFDLSGIPPAPR.G (1965.2445) 

 

3 77 

A12 PDI 52 kDa 

(5.13/52634) 

 

 

proteína de choque térmico 70 

(5.33/55828) 
 

gi|116293933 

 

 

 

gi|3386646 

R.SQVLLTYIDGDQYRPVSR.Q (2109.9998) 

K.FPAFVVDYEHR.H (1379.5858) 

K.FDVSGFPTIYFIPAGKPPVAYEGDR.T (2743.0021) 

 

K.DCHLLGTFDLSGIPPAPR.G (1965.9011) 

 

 

 

 

  
 

 

11 

 

 

 

3 

77 

 

 

 

64 

A13 

  

proteína de choque térmico 70 

(5.33/55828)    

    

 

 

proteína regulada por glicose 78 

(5.19/68979)   

  

gi|3386646  

 

 

 

 

gi|16797868 

K.SQIFSTYADNQPGVHIQVFEGER.A (2622.1853) 

K.DCHLLGTFDLSGIPPAPR.G ( 1965.9514)  

 

 

 

K.DNRLLGKFDLSGIPPAPR.G ( 1965.9514) 

7 

 

 

 

 

2 

149 

 

 

 

 

73 

A14        

A15 beta-tubulina 

(4.69/50302) 

gi|1296832 R.INVYFDESAGGR.Y(1327.1579) 

R.FPGQLNSDLR.K (1146.1890) 

K.LAVNLVPFPR.L (1125.2825) 

 

7 173 

A16 proteína de choque térmico 70 

  

(5.33/ 55828) 

gi|3386646 K.DCHLLGTFDLSGIPPAPR.G ( 1965.2419) 3 68 

A17 proteína de choque térmico 70 

 (5.33/ 55828) 

gi|3386646 K.DCHLLGTFDLSGIPPAPR.G (1965.3084) 
  

3 65 

A18 proteína de choque térmico 70 

(5.33/ 55828) 

gi|3386646 K.SQIFSTYADNQPGVHIQVFEGER.A (2621.4880) 

K.DCHLLGTFDLSGIPPAPR.G ( 1965.3446) 

 
 

 

7 114 

A19      

A20 alpha tubulina 

(4.89/ 50512) 

gi|606648 R.CIFLDLEPTVVDEVR.T( 1804.3760) 3 63 

A21 proteína de choque térmico 70 

(5.33/ 55828) 

gi|3386646 K.SQIFSTYADNQPGVHIQVFEGER.A (2621.5509) 
 

K.DCHLLGTFDLSGIPPAPR.G (1965.4316) 

 

7 115 
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A22 proteína de choque térmico 70 

(6.25/56639) 

gi|293059 K.GDDKPVISVQYR.G (1376.4330) 

K.AVVTVPAYFNDSQR.Q (1566.4392) 

R.LVTFFTEEFK.R (1260.3493) 

R.LVTFFTEEFKR.K (1416.4276) 

 

7 168 

A23 S-adenosilhomocisteina hidrolase 

(5.75/48364) 
 

gi|146103697 K.SKFDNLYGCR.E (1259.3118) 

K.EHVEIKPQVDR.Y (1349.4379) 

 

4 82 

A24 proteína do choque térmico 70 

(5.46/71382) 

 

gi|239586186 K.EIEAALEWLSSNQEATK.E ( 1918.4463) 3 82 

A25      

A26 cadeia epsilon da ATP sintase  

 (5.10/20315) 
 

gi|401426041 K.VVDKDIHSAYDNMETLR.L (2006.1909) 

K.ALAQQQSALTSAHDDK.A(1684.0699) 

 

18 64 

A27      

A28      

A29 proteína do choque térmico 70 

(5.36/71319) 

 

 

alpha tubulina 

(4.89/50512) 

gi|1552344 

 

 

 

gi|606648 

K.SQIFSTYADNQPGVHIQVFEGER.A (2622.8138) 
 

K.DCHLLGTFDLSGIPPAPR.G (1966.3836) 
 

 

 

R.CIFLDLEPTVVDEVR.T (1805.2514) 
 

6 

 

 

 

 

3 

78 

 

 

 

 

57 

A30 proteína 1 relacionada a hsp 70, precursor 

mitocondrial 

(5.80/72089) 

gi|146093966 K.VSNAVVTCPAYFNDAQR.Q (1911.7922) 

R.GVNPDEAVALGAATLGGVLR.G (1879.9450) 

5 86 

A31 Proteína 1 relacionada a hsp 70, precursor 

mitocondrial 

(6.00/ 69317) 

gi|146093964 K.VSNAVVTCPAYFNDAQR.Q (1912.0647) 
 

R.GVNPDEAVALGAATLGGVLR.G (1880.1860) 
  

5 80 

A32      

A33      

A34      

B1      

B2      

B3 proteína do choque térmico 83 

(5.05/80881) 

gi|323650339 R.YQSLTDPSVLGEETHLR.I (1944.7203) 

K.ADLVNNLGTIAR.S (1256.9094) 

K.EDQQEYLEER.R (1338.8031) 

 

5 125 

B4 proteína do choque térmico 70 gi|1552344 R.SVHDVVLVGGSTR.I (1325.8513) 4 60 
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(5.36/ 71319) 
 

K.DCHLLGTFDLSGIPPAPR.G (1966.2100) 

 

B5      

B6      

B7 subunidade E1 β da piruvato dehidrogenase  

(5.64/38448) 

gi|146089026 K.VIAPYNCEDAR.G (1307.1826) 

K.LAAEGVQAEVINLR.S (1482.3441) 

 

7 75 

B8 beta-tubulina 

(4.71/50339) 

gi|154343836 R.MNVYFDESAGGR.Y (1345.1493) 
 

R.FPGQLNSDLR.K (1146.2295) 

R.KLAVNLVPFPR.L (1253.3583) 

K.LAVNLVPFPR.L (1125.3223) 

 

7 171 

B9 proteína do choque térmico-like protein 

(5.08/35619) 

gi|154343245 R.AIYDIYGEEGVR.H (1384.8204) 

R.FFGVDNPFQVIGR.I (1495.9056) 

  
 

7 98 

B10 proteína do choque térmico-like protein 

(5.08/35619) 

gi|154343245 R.AIYDIYGEEGVR.H (1384.6132) 

 
R.FFGVDNPFQVIGR.I (1495.6711) 

K.TGDHFTVEGR.G (1118.4722) 

R.GDVVIVVNVMQHTR.F + Oxidation (M) (1582.7051) 
 

R.ELSILIDEIVDPTYR.T (1775.8190) 

R.IAGEGLPNHGGVDAPR.G (1559.7179) 

K.FPSFLTAEQK.T (1167.5032) 

 

27 94 

B11 alpha tubulina 

(4.89/ 50393) 

gi|389600613 
 
R.SLFLDLEPTVVDEVR.T (1731.8489) 

R.SLDIERPSYTNVNR.L (1663.7644) 

R.FDGALNVDLTEFQTNLVPYPR.I (2409.1474) 

 
 

11 97 

B12 alpha tubulina 

(4.89/50512) 

gi|606648 R.LIGQVVSSLTASLR.F (1443.5335) 
  

3 69 

B13      

B14 subunidade proteolitica do complexo hs1vu like, 

treonina peptidase Clan T(1), familia T1B 

(5.85/23874) 

gi|154346210 K.LNDFPDQLSR.A (1204.3687) 

R.ALIDVDGYDAER.I (1336.3974) 

10 75 

B15 proteína 1 relacionada a hsp 70, precursor 

mitocondrial 

(5.90/70998) 

gi|154341833 
 
R.RFEDEHIQR.D (1229.3100) 

R.GVNPDEAVALGAATLGGVLR.G (1879.5696) 

 

4 61 

B16 proteína 1 relacionada a hsp 70, precursor gi|154341831 R.GVNPDEAVALGAATLGGVLR.G (1879.5835) 6 77 
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mitocondrial 

(6.56/34948) 

B17 subunidade b da ATP sintase vacuolar 

(5.29/55837) 

gi|154340667 K.AVVQVFEGTSGIDVIR.S (1690.0904) 

K.IPLFSGAGLPHNEIAAQIVR.Q (2103.4193) 

R.QLYPPINILPSLSR.L + Gln->pyro-Glu (N-term Q) 

(1594.0541) 

R.QLYPPINILPSLSR.L (1611.0970) 

K.FICQGFYETR.D (1320.7516) 

 
 

 
 

12 177 

B18 beta-tubulina 

(4.71/50339) 

 

 

 

alpha tubulina 

(4.89/50512) 

 

 

gi|154343836 

 

 

 

 

gi|606648 

R.MNVYFDESAGGR.Y (1345.7428) 
 

K.GHYTEGAELIDSVLDVCR.K (2034.2046) 

K.LAVNLVPFPR.L (1125.8167) 

 

 

R.LIGQVVSSLTASLR.F (1444.0011) 

R.FDGALNVDLTEFQTNLVPYPR.I (2409.5207) 

9 

 

 

 

 

7 

141 

 

 

 

 

84 

B19 proteína hipotética conservada 

(5.73/29227) 

 

 

 

subunidade 5 α do proteasoma 

(5.25/26934) 
 

gi|154346772 

 

 

 

 

gi|154343830 

 

R.SIVEGFAVDVQGTYVNNAVGR.Q (2195.3871) 
 

K.ETQASGEADYTTIPPPR.L (1833.1246) 
 

 

 

K.GPQLWQTDPSGTYTR.Y (1706.9974) 

R.YDAQAIGGGAEAAQSVFTER.Y (2041.2164) 

14 

 

 

 

 

14 

138 

 

 

 

 

61 

B20 proteína hipotética conservada 

(4.73/22305) 

gi|154334121 K.VYVLYFFNTFYR.G (1631.7261) 

R.LSPPHIVYDEGK.V (1354.6025) 

 

12 61 

B21 alpha tubulina 

(4.89/50393) 
 

gi|389600613 R.SLFLDLEPTVVDEVR.T ( 1731.5645) 3 66 

B22 proteína paraflagelar rod 2C (5.40/69373) gi|146082920 K.LLELSVYNCDLALR.C (1678.6193) 

R.LQVHQEYLEAFR.R (1532.5512) 

 
 

4 100 

B23 Proteína 14-3-3-like protein 

(4.84/29785) 

gi|154346050 R.FDEMLLCIR.K (1196.8037) 

R.FDEMLLCIR.K + Oxidation (M) (1212.8076) 
 

K.ETSTTLPLVVNMR.K (1461.0934) 

19 225 
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R.YYAEIDPGDGQR.Q (1383.8760) 
 

K.ATDVANSSLAPTHPIR.L (1650.2479) 

 
 

B24 N-acil-L-aminoacido amidohidrolase 

(5.62/49315) 
 

gi|389603990 K.VVQPEVVQWR.R (1239.9453) 

R.VGTIMGACNDFDIVIR.G (1781.2420) 

 

5 84 

B25      

C2      

C3 proteína do choque térmico 70 

(5.36/71319) 

gi|758136 R.SVHDVVLVGGSTR.I (1325.9963) 
 

K.DCHLLGTFDLSGIPPAPR.G (1966.5075) 

 

4 77 

C4 proteína do choque térmico 70 

(5.33/ 55828) 

gi|3386646  
 

R.FEELCGDLFR.S (1285.6583) 

R.SHDVVLVGGSTR.I (1325.7835) 

K.SQIFSTYADNQPGVHIQVFEGER.A (2622.4153) 

K.DCHLLGTFDLSGIPPAPR.G (1966.2064) 

 

 

 

12 104 

C5    

 

  

C6 proteína do choque térmico 83 

(5.08/ 81013) 

 

 

 

proteína do choque térmico 83 

(4.96/ 41849) 

gi|339898954 

 

 

 

 

gi|154343718 

K.GVVDSEDLPLNISR.E (1514.0596) 

K.LGIHEDTANR.K (1125.8705) 

K.KLESSPFIEQAR.R (1405.0622) 

 

 

K.GVVDSEDLPLNISR.E (1514.0596) 

K.LGIHEDTANR.K (1125.8705) 

K.KLESSPFIEQAR.R (1405.0622) 

 

5 

 

 

 

 

10 

136 

 

 

 

 

134 

C7      

C8      

C9      

C10      

C11      

C12 proteína conservada hipotética 

(5.17/41313) 
 

gi|146105064 R.DWKDEAANEVAR.S (1404.1300) 

K.LQSQVFPDVSTFFR.F (1671.1973) 

 

6 92 
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C13 1,2-Dihidroxi-3-ceto-5-metiltiopentano 

dioxigenase  

(5.30/32927) 

 

 5.46 
 

 

Proteína do choque térmico 70 

(5.36/71319) 

gi|146099894 

 

 

 

 

 

gi|1552344 

R.WYQEHYTEDEQFR.V  1830.8643 

R.ATLDEDDYVALYR.G  1543.8012 

 

 

 

 

K.SQIFSTYADNQPGVHIQVFEGER.A (2622.3848) 

K.DCHLLGTFDLSGIPPAPR.G (1966.0675) 

 

9 

 

 

 

 

 

6 

96 

 

 

 

 

 

84 

C14      

C15      

C16 proteína conservada hipotética 

(5.07/36426) 
 

gi|146081345 R.NEAETGATEAFADTGDAPR.G (1923.0700) 

K.YIFSQSLQEAEVR.V (1569.9730) 

 

9 105 

C17 Fator de elongação da trancrição1-β 

 

(4.61/23220) 

 

 

 

 

 

fator de elongação 1-β 

(5.00/26061) 

  
 

gi|146104117 

 

 

 

 

 

 

 

gi|401428375 

 

 

R.LNAQPFVSGFSPSSEDAR.I (1908.9138) 

R.IFNEMFGSNVNVIQWVAR.M (2124.0924) 

R.IFNEMFGSNVNVIQWVAR.M + Oxidation (M) 

(2140.0855) 

R.IFNEMFGSNVNVIQWVAR.M + Oxidation (M) 

(2152.1453) 

R.MASYYQAERDEILNAGTEK.K (2189.0491) 

K.AWDDTIDLEALAQK.L (1588.7329) 

 

 

K.AWDDTIDLEALAKK.L (1588.7329) 

 

32 

 

 

 

 

 

 

 

5 

271 

 

 

 

 

 

 

 

84 

C18 beta-tubulina 

(4.69/50302) 

gi|1296832 R.INVYFDESAGGR.Y (1327.3243) 

K.LAVNLVPFPR.L (1125.4396) 

4 80 

C19 beta-tubulina 

(4.69/50302) 

 

 

beta tubulina 

(4.71/ 50395) 

 

 

beta tubulina 

(4.61/ 12579) 

gi|1296832 

 

 

 

gi|146078076 

 

 

 

 

gi|91983209 

R.INVYFDESAGGR.Y (1327.2893) 

R.AVLMDLEPGTMDSVR.A (1633.3437) 

K.LAVNLVPFPR.L (1125.3954) 

 

R.INVYFDESTGGR.Y (1357.2965) 

R.AVLMDLEPGTMDSVR.A (1633.3437) 

K.LAVNLVPFPR.L (1125.3954) 

 

R.INVYFDESAGGR.Y (1327.2893) 
 

R.AVLMNLEPGTMDSVR.A (1633.3437) 

8 

 

 

 

8 

 

 

 

 

23 

129 

 

 

 

100 

 

 

 

 

79 
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C20 beta tubulina 

(4.74/ 50250) 

gi|299829504 R.INVYFDESTGGR.Y (1357.4593) 

R.AVLMDLEPGTMDSVR.A (1633.5652) 

R.AGPYGQLFRPDNFIFGQSGAGNNWAK.G (2812.1030) 

K.GHYTEGAELIDSVLDVCR.K (2033.6680) 

K.LREEYPDR.I (1077.4073) 

R.FPGQLNSDLR.K (1146.4540) 

R.KLAVNLVPFPR.L (1253.6141) 

K.LAVNLVPFPR.L (1125.5444) 

R.VGEQFTGMFRR.K (1327.4562) 

 

25 82 

C21 beta tubulina 

(4.74/ 50250) 

gi|299829504 R.INVYFDESTGGR.Y (1357.3496) 

R.AVLMDLEPGTMDSVR.A (1633.3986) 

R.AVLMDLEPGTMDSVR.A + Oxidation (M) (1649.3882) 

R.AVLMDLEPGTMDSVR.A + 2 Oxidation (M) 

(1665.3698) 

R.AGPYGQLFRPDNFIFGQSGAGNNWAK.G (2812.7079) 

K.GHYTEGAELIDSVLDVCR.K (2033.4963) 

K.LREEYPDR.I ( 1077.3061) 

R.IMMTFSVIPSPR.V ( 1378.3940) 

R.IMMTFSVIPSPR.V + Oxidation (M) ( 1394.3613) 

R.TLKLTTPTFGDLNHLVAAVMSGVTCCLR.F + 

Oxidation(M) (3091.8761)  

R.FPGQLNSDLR.K (1146.3473) 

R.KLAVNLVPFPR.L (1253.4722) 

K.LAVNLVPFPR.L (1125.4392) 

R.VGEQFTGMFRR.K (1327.3451) 

 

 
 

34 96 

C22 proteína hipotética conservada 

(4.92/26343) 

 
 

gi|146103425 K.LMDQSLPVYDDVVTGVGR.L (1964.2661) 
 

K.LMDQSLPVYDDVVTGVGR.L + Oxidation (M) 

(1980.2477) 

R.VWHLFEADDTLMLEEHDR.E (2256.4084) 

R.DFHEFGVYLNAE.- (1440.8001) 

 

21 199 

C23 beta-tubulina 

(4.69/ 50302) 

 

gi|1296832 

 

 

R.INVYFDESAGGR.Y (1327.8586) 

R.AVLMDLEPGTMDSVR.A (1634.0955) 

R.AVLMDLEPGTMDSVR.A + Oxidation (M) (1650.0891) 

15 

 

 

304 
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beta-tubulina 

(4.71/50395) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

beta-tubulina 

(4.61/12579) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

gi|146078076 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

gi|91983209 

R.AVLMDLEPGTMDSVR.A + 2 Oxidation (M) 

(1662.1279) 

 

R.AVLMDLEPGTMDSVR.A + 2 Oxidation (M) 

(1666.1035) 

K.GHYTEGAELIDSVLDVCR.K (2034.3920) 

R.IMMTFSVIPSPR.V (1385.9264) 

R.FPGQLNSDLR.K (1146.7997) 

 

 

 

R.INVYFDESTGGR.Y (1357.8873) 

R.AVLMDLEPGTMDSVR.A  (1634.0955) 

R.AVLMDLEPGTMDSVR.A + Oxidation (M) 

(1650.0891) 

R.AVLMDLEPGTMDSVR.A + 2 Oxidation (M) 

(1662.1279) 

R.AVLMDLEPGTMDSVR.A + 2 Oxidation (M)  

(1666.1035) 
 

K.GHYTEGAELIDSVLDVCR.K (2034.3920) 

R.IMMTFSVIPSPR.V (1385.9264) 

R.FPGQLNSDLR.K (1146.7997) 

 

 

R.INVYFDESAGGR.Y (1327.8586) 
 

R.AVLMNLEPGTMDSVR.A (1634.0955) 

R.AVLMNLEPGTMDSVR.A + Oxidation (M)  

(1650.0891) 

R.AVLMNLEPGTMDSVR.A + 2 Oxidation (M)  

(1662.1279) 

R.AVLMNLEPGTMDSVR.A + 2 Oxidation (M)  

(1666.1035) 

   
  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

15 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

289 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

167 

C24      

C25      

C26      

C27 beta-tubulina 

(4.69/ 50302) 

gi|1296832 

 

R.INVYFDESAGGR.Y (1327.7349) 

R.AVLMDLEPGTMDSVR.A (1633.9270) 

10 

 

149 

 



68 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

beta tubulina 

(4.61/ 12579) 

 

 

 

 

gi|91983209 

R.AVLMDLEPGTMDSVR.A + Oxidation (M) (1649.9015) 

K.GHYTEGAELIDSVLDVCR.K (2034.1635) 

 

 

R.INVYFDESAGGR.Y ( 1327.7349) 

R.AVLMNLEPGTMDSVR.A ( 1633.9270) 

R.AVLMNLEPGTMDSVR.A + Oxidation (M) (1649.9015) 

 

 

 

 

 

23 

 

 

 

 

 

99 

C28 beta-tubulina 

(4.69/50302) 

 

 

beta tubulina 

(4.71/ 50395) 

 

 

proteína hipotética conservada 

(4.63/22563) 

 

 

 
 

gi|1296832 

 

 

 

gi|146078076 

 

 

 

gi|146081233 

R.INVYFDESAGGR.Y (1327.7084) 

K.GHYTEGAELIDSVLDVCR.K (2034.1215) 

 

 

R.INVYFDESTGGR.Y ( 1357.7073) 

K.GHYTEGAELIDSVLDVCR.K ( 2034.1215) 

 

 

R.QQFLQTHTVNQSNFR.E + Gln->pyro-Glu (N-term Q) 

(1831.0111) 

R.QQFLQTHTVNQSNFR.E + Gln->pyro-Glu (N-term Q) 

(1833.0852) 

R.QQFLQTHTVNQSNFR.E (1848.0387) 
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113 

 

 

 

110 

 

 

 

101 

C29 beta-tubulina 

(4.68/ 50278) 

gi|110816092 K.MSVTFIGNNTCIQEMFR.R (2048.2848) 

R.VGEQFTGMFR.R (1171.6940) 

6 90 


