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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Diferenças na expressão gênica e na forma de direcionamento da região 

COOH-terminal de císteina-proteinase B de Leishmania (Leishmania) 

amazonensis  

RESUMO 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

Raquel Santos de Souza 

A Leishmania (Leishmania) amazonensis apresenta mecanismos de adaptação guiados por 
suas proteinases. Neste contexto, destacam-se as cisteína proteinases (CPs) onde a 
cisteína proteinase B (CPB) é a CP mais estudada dentre as CPs deste parasito. O foco 
deste trabalho é a região COOH-terminal da CPB (cyspep), gerada a partir do 
processamento final desta proteinase. O estudo foi conduzido em cinco fases: obtenção da 
cyspep recombinante (rcyspep); avaliação da antigenicidade da rcyspep em camundongos 
experimentalmente infectados com L.(L.) amazonensis; diferenciação in vitro dos 
promastigotas em amastigotas; avaliação da expressão do gene cpb ao longo da 
diferenciação do parasito; e detecção da cyspep nas formas promastigotas e amastigotas do 
parasito. O polipeptídeo rcyspep, de 14 kDa, foi obtida em sistema pET28-a e purificado 
para posterior produção de anticorpos policlonais específicos em camundongos. Observou-
se que, durante a infecção em camundongos, há uma resposta imune humoral contra o 
rcyspep, caracterizada por um aumento da detecção de anti-cyspep quando comparado com 
animais de controle (p <0,05). Nos ensaios de diferenciação constatamos três padrões 
morfológicos ao logo de 96 horas de análise, em uma cinética temporal: formas alongadas 
com flagelo livre, arredondados com flagelo e arredondadas sem flagelo por microscopia. 
Adicionalmente a cultura foi analisada por citometria de fluxo demonstrando uma migração 
gradual da população da região R1 para região R2 do dotplot indicando uma diminuição no 
tamanho e aumento da granulosidade celular. Observamos que ao longo desta 
diferenciação ocorre um aumento da quantidade de transcritos do gene cpb, nos tempos de 
48 horas (1,3 ×), 72 horas (3,2 ×) e 96 horas (3,4 ×) nas preparações de cDNA dos 
parasitos, quando comparada com os resultados de quantificação realizados com 
preparações de cDNA dos promastigotas. Na continuidade deste trabalho, o anti-rcyspep foi 
utilizado como ferramenta nos estudos de detecção da proteína em preparações de 
promastigotas e amastigotas obtidas por fracionamento subcelular e no sobrenadante de 
cultivo por ensaios de ressonância plasmônica de superfície. Os sensorgramas obtidos 
nestes ensaios revelaram valores de RU de dissociação, indicativos do reconhecimento do 
anti-rcyspep em todas as preparações do parasito. Constatamos que as proteínas das 
preparações de membrana e flagelo de ambas as formas têm menor propriedade de ligar a 
IgG anti-rcyspep. Dentre estas, as preparações de proteína de membrana de amastigota 
apresentaram os menores valores de Ksat. Por outro lado, os sobrenadantes de cultivo dos 
promastigotas e amastigotas apresentaram menores quantidades de proteínas reagentes a 
IgG anti-rcyspep.  Adicionalmente, constatamos que as proteínas do parasito reconhecidas 
pela IgG anti-rcyspep que ligam ao E-64 foram melhor detectadas nas preparações de 
sobrenadante de cultura de promastigotas (1,4 x 10-2 ng/mm2). O conjunto dos resultados 
deste trabalho indica que amastigotas de L. (L.) amazonensis apresentam maior expressão 
de gene cpb do que promastigota e que ambas as formas lançam o polipeptídio cyspep para 
o meio extracelular, porém apenas os promastigotas lançam este polipeptídio ainda 
associada à enzima CPB. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Differences in gene expression and direction of the COOH-Terminal region of cysteine 

proteinase B of Leishmania (Leishmania) amazonensis 

 

ABSTRACT 

 

MASTER DISSERTATION IN BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Raquel Santos de Souza 

Leishmania (Leishmania) amazonensis presents adaptive mechanisms guided by their 
proteinases. In this context, we highlight the cysteine proteinases (CPs) where the cysteine 
proteinase B (CPB) is the most studied CP among these parasites. The focus of this work is 
the COOH-terminal region of CPB (cyspep), generated during the final processing stage of 
this proteinase. Our study comprises five main phases: obtaining of a recombinant cyspep 
polypeptide (rcyspep); evaluation of the antigenicity of rcyspep in mice experimentally 
infected with L. (L.) amazonensis; in vitro differentiation of promastigotes into amastigotes; 
evaluation of cpb gene expression throughout morphological differentiation of the parasite; 
and detection of cyspep in promastigotes and amastigotes of L. (L.) amazonensis. The 
rcyspep polypeptide, with 14 kDa, was obtained using a pET28-a system and, subsequently, 
specific polyclonal antibodies were produced by inoculation in mice. We observed that, 
during mice infection, there is a humoral immune response against rcyspep, characterized by 
an increase in detection of anti-cyspep when compared to control animals (p<0.05). During 
differentiation assays three morphological patterns could be observed over 96 hours of 
observation: elongated shapes with free flagellum, rounded shapes with free flagellum and 
rounded shapes without visible flagellum. The data point to a gradual migration of the 
population of parasites from region R1 to region R2 into the dotplot indicating a decrease in 
size and increase in cell granularity. We observed that alongside the morphological 
differentiation there is an increase in the amount of cpb gene transcripts, in time of 48 hours 
(1.3 ×), 72 hours (3.2 ×) and 96 hours (× 3.4), compared with quantitation results obtained 
with cDNA of promastigotes. Purified anti-rcyspep IgGs were lately used as a tool to detect 
cyspep in subcellular fractions and culture supernatants of promastigote and amastigote by 
surface plasmon resonance assays. The sensorgram obtained from these assays indicate 
RU dissociation values that detect the recognition of anti-parasite rcyspep in all preparations. 
We noticed that membrane and flagellum protein extracts of both parasite forms present 
lower capacity to interact with anti-rcyspep IgG. The interaction coefficients of each sample 
with anti-rcyspep IgG were analyzed and we could observe that amastigote membrane 
protein preparations have lower Ksat values. Comparatively, the culture supernatants of 
amastigotes and promastigotes exhibited lower proportions of rcyspep anti-IgG-binding 
proteins. Additionally, we found that parasite proteins were recognized by anti-IgG rcyspep 
that bind to E-64 were best detected in promastigote culture supernatant preparations, 1.4 x 
10-2 ng/mm2 on the chip. Collectively the results indicate that amastigotes of L. (L.) 
amazonensis exhibit higher expression of cpb gene that promastigote and that both forms 
releases the polypeptide cyspep to the extracellular environment, but only promastigotes 
releases that polypeptide still associated with CPB enzyme.



x 

 
 

ÍNDICE 

RESUMO  Vii 

ABSTRACT  viii 

1 INTRODUÇÃO 1 

1.1 O parasito e o seu ciclo biológico 2 

1.2 A doença – Leishmaniose Tegumentar 5 

1.3 Considerações gerais – Leishmaniose Tegumentar Americana 

(LTA) 

7 

1.4 Breve histórico da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) 8 

1.5 Visão Geral dos Fatores de virulência  12 

1.6 Proteinases como fator de virulência em Leishmania spp 15 

1.7 Cisteína proteinases como fatores de virulência 17 

1.8 Região COOH-terminal da CPB  20 

2 OBJETIVOS  23 

2.1 Objetivo Geral 24 

2.2 Objetivos Específicos 24 

3 MATERIAL E MÉTODOS 25 

3.1 Cepa utilizada e manutenção do parasito em laboratório 26 

3.2 Infecção experimental com L.(L.) amazonensis 26 

3.3 Estratégia para diferenciação dos parasitos in vitro 27 

3.4 Acompanhamento das etapas de diferenciação 27 

3.5 Citometria de fluxo 28 

3.6 Fracionamento subcelular de L. (L.) amazonensis 28 

3.7 Clonagem, expressão e purificação da região COOH-terminal da 

CPB de L. (L.) amazonensis em Escherichia coli 

28 

3.8 Determinação da concentração de proteína 29 



xi 

3.9 Obtenção de anti-soro rcyspep 31 

3.10 Purificação de imunoglobulinas G de camundongo 31 

3.11 Imuno-ensaio Enzimático 31 

3.12 Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de 

sódio 

32 

3.13 Ensaios de Ressonância plasmônica de superfície (SPR) 32 

3.14 Extração do RNA total de L.(L.) amazonensis 33 

3.15 Tratamento do RNA com DNase 34 

3.16  Síntese de cDNA a partir das amostras de RNA 35 

3.17 PCR convencional 35 

3.18 Ensaios de PCR em tempo real  36 

3.19 Determinação da expressão relativa de genes 37 

3.20 Análise dos dados 38 

4 RESULTADOS 39 

4.1 Obtenção da rcyspep e produção de IgG de camundongo anti-

rcyspep 

40 

4.2 Antigenicidade do rcyspep frente a soros de camundongos 

infectados com L. (L.) amazonensis 

40 

4.3 

4.4 

Diferenciação in vitro dos promastigotas em amastigotas 

Verificação da expressão relativa do gene cpb ao longo da 

diferenciação da L. (L.) amazonensis in vitro 

44 

48 

4.5 Reatividade do anti-rcyspep contra as proteínas de 

L. (L.) amazonensis 

52 

5 DISCUSSÃO 67 

6 CONCLUSÕES 74 

7 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 77 

8 ANEXO 93 



xii 

 

ÍNDICE DE FIGURAS 

Figura 1. 

 

Ciclo de vida das Leishmania spp.  11 

Figura 2. 

 

Ilustração representativa do vetor pET-28a(+) 30 

Figura 3. Purificação da porção COOH-terminal da CPB de L.(L.) 
amazonensis. 

41 

Figura 4. Titulação do anticorpo IgG rcysPep produzidos em camundongos 
BALB/c 

42 

Figura 5. Detecção de anticorpo anti-cyspep no soro de camundongos 
infectados com L. (L.) amazonensis 

43 

Figura 6. Quantificação das formas dos parasitos submetidos à 
diferenciação in vitro 

45 

Figura 7 Análise morfológica da diferenciação de formas promastigotas 
em amastigotas in vitro 

46 

Figura 8. Análise por citometria de fluxo da população de parasitos durante 
a diferenciação de formas promastigotas em amastigotas in vitro 

47 

Figura 9. Análise dos produtos amplificados dos genes de L.(L.) 
amazonensis 

49 

Figura 10. Curvas de dissociação da PCR em tempo real para genes de 
Leishmania (L.) amazonensis 

50 

Figura 11. Quantificação do gene de cisteína proteinase B (cpb) de L. (L) 
amazonesis por PCR em Tempo Real 

51 

Figura 12. Sensorgrama de imobilização da IgG anti-rcyspep na superfície 
do sensor chip 

55 

Figura 13. Sensorgrama de ligação da IgG anti-rcyspep com a rcyspep na 
superfície do sensor chip 

56 

Figura 14. 

 

Análise das interações entre IgG específica e rcyspep 57 

Figura 15. Análise da interação entre IgG anti-rcyspep e albumina sérica 
bovina (BSA) 

58 

Figura 16. Sensorgramas de interação entre o IgG anti-rcyspep e as 
proteínas dos promastigotas 

59 

Figura 17. Sensorgramas de interação entre o IgG anti-rcyspep e as 
proteínas dos amastigotas 

60 

Figura 18. Análise das interações entre IgG anti-rcyspep e as proteínas do 
parasito 

61 

Figura 19. Sensorgramas de detecção da ligação do E-64 às proteínas dos 
promastigotas 

63 



xiii 

Figura 20. Sensorgramas de detecção da ligação do E-64 às proteínas dos 
amastigotas 

64 

Figura 21 Sensorgramas de detecção da ligação do E-64 às rcyspep. 66 



xiv 

LISTA DE TABELAS 

Tabela I. Principais espécies relacionadas aos casos de Leishmaniose 
Tegumentar Americana 

10 

Tabela II. Principais fatores de virulência em Leishmania spp. e suas 
atuações nos hospedeiros 

14 

Tabela III. Análise quantitativa dos dados de detecção das proteínas de L. 
(L.) amazonensis pela IgG anti-rcyspep 

62 

Tabela IV. Análise quantitativa dos dados de detecção da ligação do E-64 
às proteínas de L. (L.) amazonensis  

65 



xv 

 

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS 

°C – graus Celsius 

BHI - Brain heart infusion 

CP - cisteína proteinase 

CPA – cisteína proteinase A 

CPB – cisteína proteinase B 

CPC – cisteína proteinase C 

Ct – threshold cycle 

cyspep – Região COOH-terminal  da cisteína proteinase B 

DABCO - 1’4-diazabiciclo-(2.2.2)-octano 

DAPI - 4'6'-diamidino-2-fenilindol  

DEPC – dietil pirocarbonato 

DNA – deoxyribonucleic acid 

DNAse I - Deoxyribonuclease I 

DNase I - Deoxyribonuclease I 

dNTPs - dexorribonucleotídeos fosfatados 

dNTPs – dexorribonucleotídeos fosfatados 

E64 - N-(trans-Epoxisuccinil)-L-leucina 4-guanidinobutilamida 

EDTA - ácido etilenodiamino tetra-acético 

FF - Fração de flagelo 

FM - Fração de membrana  

FSC - Forward Angle Light Scatter 

gp63 – glicoproteína 63 

GPI – glicosilfosfatidilinositol 

LCD - leishmaniose cutânea difusa 

LCL - leishmaniose cutânea localizada 

LMC - leishmaniose mucocutânea  

LT - Leishmaniose Tegumentar  

LTA - Leishmaniose Tegumentar Americana  

LV - Leishmaniose Visceral  

MgCl2 - cloreto de magnésio 

OPB - Oligopeptidase B  

PBS – Phosphate buffered saline 



xvi 

PCR – Polymerase chain reaction 

PFA – Paraformolaldeído 

RU – Resonance unit  

SFB - Soro Fetal Bovino 

SPR –surface plasmon resonance 

SSC - side scatter 

 



1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                             

1.Introdução 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2 

 

1.1. O parasito e o seu ciclo biológico 

 

As Leishmanioses são doenças causadas por mais de 20 espécies de 

Leishmania. A transmissão é feita por fêmeas infectadas de diversas espécies de 

insetos Flebotomíneos, podendo provocar a forma tegumentar ou a forma visceral 

da doença, de acordo com o parasito envolvido na infecção (OMS, 2014). São 

doenças de grande interesse na Saúde Pública, devido à sua ampla distribuição 

e, no caso da manifestação tegumentar, ter capacidade de produzir deformidades, 

refletindo no campo social e econômico (Ministério da Saúde, 2010). 

  A Leishmania spp são definidas pelo conjunto de características 

semelhantes dentro de um subgênero como: morfologia na microscopia ótica e 

eletrônica, o comportamento nos hospedeiros, a identificação tanto por anticorpos 

monoclonais como por isoenzimas e a análise de DNA (Lainson, 1983). 

  O gênero Leishmania é dividido em três subgêneros: Leishmania, Viannia e 

Sauroleishmania. Os subgêneros Leishmania e Viannia reúnem espécies que 

infectam mamíferos enquanto o subgênero Sauroleishmania reúne espécies que 

infectam apenas répteis. Por infectarem mamíferos, os subgêneros Leishmania e 

Viannia são os considerados de importância médica. Assim, esta classificação 

baseia-se no local de adesão e multiplicação dos parasitos no tubo digestório do 

inseto vetor. Os parasitos do subgênero Viannia, desenvolvem-se primeiramente 

no intestino posterior dos vetores e depois migram para a porção média e anterior 

(Lainson et al.,1987). Já os parasitos do subgênero Leishmania desenvolvem-se 

apenas no intestino anterior e médio do flebótomineo (Castilho et al., 2003). 

Para uma melhor identificação das espécie s destes parasitos, ressaltam-

se os estudos de sequenciamento dos genomas completos de algumas espécies 

(http://www.genedb.org/). Tais estudos foram realizados para três espécies do 

subgênero Leishmania como [L. (L.) donovani: 8195 genes, 36 cromossomos e 

8032 proteínas; L. (L.) infantum: 8383 genes, 36 cromossomos e 8150 proteínas; 

L. (L.) major: 36 genes, 9686 cromossomos e 8316 proteínas; L. (L.) mexicana: 

8249 genes, 34 cromossomos] e apenas uma espécie do subgênero Viannia [L. 

(V.) braziliensis; 35 genes; 7837 cromossomos e 7555 proteínas]. 
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Uma visão geral destes dados indica que o número de cromossomos se 

mantém nas espécies do Velho Mundo e estão diminuídos nas espécies de Novo 

Mundo. Ainda não é possível estabelecer uma relação exata entre ambos os 

subgêneros e a quantidade de genes, cromossomos e proteínas preditas. Com 

certeza estes estudos contribuem com a identificação de genes que são espécie -

específicos ou estão sob pressão seletiva, fornecendo recursos para a 

identificação de fatores intrínsecos do parasito que influenciam a infecção, como 

os genes de proteases (Silva-Almeida et al., 2014a). Além disso, pode-se 

considerar que o genoma das Leishmania spp é expresso constitutivamente com 

um número limitado de genes estágio-específicos (Papadopoulou et al., 2003; 

Cohen-Freue et al., 2007). 

   Leishmania (Leishmania) amazonensis é a espécie na qual este estudo 

está focado, pertence ao complexo Leishmania mexicana e possui a seguinte 

classificação taxonômica (OMS, 1990): 

 

Reino: Protista 

Subreino: Protozoa 

Ordem: Kinetoplastida 

Familia: Tripanosomatidae  

Gênero: Leishmania  

Subgênero: Leishmania  

 

  Os protozoários do gênero Leishmania apresentam ciclo biológico 

heteroxênico, alternando-se entre um hospedeiro invertebrado e um vertebrado. 

Os hospedeiros invertebrados incluem fêmeas de flebotomíneos hematófagos do 

gênero Lutzomyia nas Américas, e Phlebotomus, na Europa, Ásia e África 

(Roberts & Janovy, 2000). Os hospedeiros vertebrados consistem em uma ampla 

variedade de mamíferos como marsupiais, roedores e canídeos que podem atuar 

como reservatórios. 

 O parasito passa por estágios morfológicos distintos no seu ciclo de vida, 

apresentando duas formas principais: promastigota extracelular e amastigota 

intracelular (figura 1). A forma promastigota, com tamanho 1,5 - 3 μm de largura x 

16 -40 μm de comprimento, possui um aspecto alongado com um flagelo livre 
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emergindo da região anterior e está presente no tubo digestório do inseto vetor. 

Possui um núcleo arredondado ou oval localizado na região mediana da célula e 

um cinetoplasto situado entre a extremidade anterior e o núcleo, próximo à bolsa 

flagelar. A forma amastigota, com tamanho entre 1,5 - 3 μm x 3 - 6,5 μm de 

diâmetro de acordo com a espécie do parasito, é geralmente encontrada no 

interior de macrófagos e neutrófilos de mamíferos (Laskay et al., 2008), que 

possui um aspecto tipicamente ovóide ou esférico, além de serem imóveis com 

pequeno flagelo restrito à bolsa flagelar (Kamhawi, 2006; Bates, 2008). 

 Durante o repasto sanguíneo dos insetos fêmeas da ordem Diptera, família 

Psychodidae e subfamília Phlebotominae (Young & Duncan, 1994) no vertebrado 

parasitado, o inseto adquire a linfa e sangue contendo células do sistema 

mononuclear fagocítico parasitadas (Handman & Bullen, 2002). Neste ambiente, o 

parasito se diferencia e se desenvolve no interior do tubo digestório do inseto 

como forma promastigota procíclicos que migram em direção à porção anterior do 

estômago (Pimenta et al., 1997; Soares et al., 2005). Divide-se por fissão binária 

formando aglomerados com aspecto de rosáceas, em geral aderidos à parede do 

intestino do inseto. Neste local, a forma promastigota apresenta várias formas de 

transição até se diferenciarem completamente em promastigotas metacíclicos, 

formas também flageladas que possuem mobilidade intensa e são altamente 

infecciosas para o hospedeiro mamífero. A presença dos protozoários no 

aparelho bucal do inseto provoca uma irritação e o induz a tentar se livrar do 

incômodo. Enquanto se alimenta, em um novo repasto sanguíneo, o vetor inocula 

as formas promastigotas metaciclícos em novos hospedeiros (Bates & Rogers, 

2004). 

No hospedeiro vertebrado, os parasitos têm como habitat as células do 

sistema fagocítico mononuclear (monócitos, macrófagos, histiócitos, entre outras) 

(Laskay et al., 2008). Contudo, essas células fagocitárias não conseguem destruir 

os parasitos que as infectam os quais diferenciam-se da forma promastigota para 

amastigota e se reproduzem por divisão binária, no interior dos vacúolos dos 

macrófagos até a completa lise da célula e a consequente liberação dos 

amastigotas. Os amastigotas liberados podem infectar novas células, ampliando a 

infecção no hospedeiro vertebrado. 
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Atualmente as duas formas do parasito podem ser mantidas em cultivo in 

vitro. O meio de cultura mais comumente empregado para o isolamento de 

parasitos de lesão é o ágar sangue de Novy e McNeal, modificado por Nicolle 

(NNN), onde os promastigotas são mantidos a 24-28ºC (Gontijo & Carvalho, 

2003). As formas amastigotas podem ser obtidas, por diferenciação in vitro 

usando cultura de macrófagos humanos e murinos (Gantt et al., 2001), 

macrófagos J774 (Chang et al, 2003; Wanderley et al., 2009), fibroblastos (Corte-

Real et al., 1995; Bogdan et al., 2000; Pessotti et al., 2004; Hespanhol et al., 

2005), e células dendríticas (Jebbari et al., 2002, Colmenares et al., 2004).  

Também é possível diferenciar e cultivar amastigotas axênicas, in vitro. 

Estudos demonstraram que a elevação da temperatura acarreta mudanças na 

morfologia dos parasitos (Hunter et al., 1982; Darling & Blum, 1987; Bates et al., 

1992). Em meio de cultura no pH ácido é possível diferenciar as formas 

promastigotas metacíclicas de L. (L.) mexicana em amastigotas (Bates, 1994). 

Além disso, a condição de cultivo em meio ácido à 32ºC, é possível obter formas 

amastigotas a partir promastigotas de L. (L.) amazonensis (Cysne-Finkelstein et 

al., 1998). 

 

1.2. A doença – Leishmaniose Tegumentar 

 

  As manifestações clínicas das leishmanioses podem ser agrupadas em 

duas formas definidas pela localização do parasito no hospedeiro vertebrado: nos 

tecidos de revestimento, a Leishmaniose Tegumentar (LT) e nos órgãos internos 

do indivíduo, a Leishmaniose Visceral (LV) (Marzochi & Marzochi, 1994). A 

infecção por parasitos do gênero Leishmania apresenta-se bastante diversa e 

complexa, variando de casos benignos de lesões cutâneas com cura espontânea 

a casos fatais de infecção visceralizada (Herwaldt, 1999). 

Esta organização é generalista e as características da patologia em cada 

um desses grupos podem variar de acordo com a espécie de Leishmania 

responsável pela infecção (Reithinger et al., 2007). Independente da forma que a 

doença assuma, a infecção apresenta as seguintes características: macrófagos 
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são os principais alvos para a replicação intracelular do parasito e a infecção 

tecidual persistente é característica (Murray et al., 2005). 

Além disso, as Leishmanioses também podem ser organizadas em quatro 

grupos, tendo por base as características de localização das manifestações 

clínicas durante a infecção: leishmaniose cutânea localizada (LCL), leishmaniose 

cutânea difusa (LCD), leishmaniose mucocutânea (LMC) e, por fim, a 

leishmaniose visceral (LV). 

A LCL apresenta como característica o surgimento de uma ou múltiplas 

lesões ulceradas espalhadas pelo corpo, podendo, em alguns poucos casos, 

também causar outros tipos de manifestações cutâneas como lesões verrucosas, 

pápulas, nódulos e infiltrações na pele (Reithinger et al., 2007; Neuber, 2008; 

David & Craft, 2009). Esse tipo de leishmaniose pode ser causado por diversas 

espécies dos subgêneros Leishmania e Viannia, sendo que as características das 

lesões podem variar de acordo com a espécie de Leishmania causadora da 

infecção. As causadas por L. (L.) amazonensis, na maioria das vezes, apresenta 

lesões únicas, ulceradas, que podem exibir borda mais infiltrada que as demais 

úlceras causadas por outras espécies (Silveira et al., 2004). 

A LCD é uma forma relativamente rara de manifestação clínica, estando 

associada a espécies do subgênero Leishmania. As características desse tipo de 

leishmaniose são: presença de um infiltrado difuso sob o tecido cutâneo e 

surgimento de um grande número de nódulos e pápulas, que raramente 

apresentam ulceração (Silveira et al., 2004). Lesões ósseas como osteopenia, 

lesões osteolíticas ou osteomielite podem também ocorrer (Costa et al., 2005). A 

única espécie responsável por esta manifestação no Brasil é  L. (L.) amazonensis, 

de difícil cura com qualquer forma de quimioterapia (Lainson & Shaw, 1987; 

Marzochi & Marzochi, 1994) 

Na LMC, observa-se a necrose do tecido da mucosa nasofaringeal, que 

pode progredir para a destruição das estruturas cartilaginosas associadas 

formando lesões desfigurantes e mutilações na face. Na maioria dos casos, a 

LMC resulta da LT de evolução crônica e curada sem tratamento ou com 

tratamento inadequado (Goto & Lindoso, 2010). Pode ser observada também a 

presença de um abundante infiltrado de linfócitos (Silveira et al., 2004) associada 



7 

 

a obstruções e sangramentos na região oronasal. A principal espécie associada a 

este tipo de leishmaniose, no Brasil é a L. (V.) braziliensis (Herwaldt et al., 1992), 

embora já tenham casos na literatura atribuídos à L. (V.) guyanensis e L. (L.) 

amazonensis (MS, 2010). 

 

1.3. Considerações gerais – Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) 

 

Devido à sua capacidade de circular entre humanos e animais domésticos 

e/ou silvestres encontrados em áreas domiciliares ou peridomiciliares, a 

leishmaniose é classificada como uma antropozoonose. Portanto, mamíferos 

como roedores, felinos, caninos, equinos, macacos e preguiças podem servir de 

reservatórios para parasitos do gênero Leishmania (Gramicci & Gradoni, 2005). 

Os dados mais recentes apontam um total de 98 países e três territórios 

endêmicos para a transmissão das leishmanioses, totalizando 220 mil casos por 

ano de leishmaniose tegumentar americana (LTA) (OMS, 2014). Os dez países 

mais afetados, que juntos são responsáveis por 70 a 75% de incidência de LT 

global, são: Afeganistão, Argélia, Colômbia, Brasil, Irã, Síria, Etiópia, Sudão do 

Norte, Costa Rica e Peru (Alvar et al., 2012). 

A LTA pode ser subdividida em leishmaniose cutânea (LC), leishmaniose 

mucocutânea (LMC) e leishmaniose difusa. O Brasil é o país da América do Sul 

que apresenta o maior número de casos de LTA. Até os anos de 1950, a maioria 

dos casos estava concentrada no estado de São Paulo, Paraná, Minas Gerais e 

Pernambuco, associados ao desmatamento e novas ocupações territoriais. 

Porém, com a extensão das atividades rurais, a doença se expandiu para outras 

regiões, incluindo a região metropolitana de Belo Horizonte (Passos et al. 1993; 

Brandão-Filho et al; 1999). A incidência da LTA no Brasil não apresenta dados 

fidedignos e muito provavelmente está defasada da realidade, embora tenham 

sido feitas várias estimativas, dentre elas no período de 1980 a 1990, aonde se 

chegou a um total de 154.103 casos (OMS,1990).  

No período entre 1988 e 2007, 554.475 casos foram notificados, com uma 

média anual de 27.723 casos autóctones e uma incidência média de 17,3 casos 

por 100.000 habitantes. Durante os anos de 1980, a LC e a LMC foram 
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registradas em 19 estados, e em 2003, foram confirmados casos autóctones em 

27 estados. Apesar disso, a incidência tem reduzido de 20.3 em 2000 para 10.5 

casos por 10.000 habitantes em 2008 (Alvar et al., 2012). A taxa de LMC é menor 

do que 5% podendo variar de acordo com as regiões. A prevalência mais alta está 

correlacionada às áreas onde a LC foi recentemente introduzida e com 

distribuições locais (Marsden et al., 1986; Castellucci et al., 2005; Bedoya-

Pacheco et al., 2011). No Brasil a LTA apresentou de 1985 a 2005 uma média de 

28.568 novos casos anuais (Ministério da Saúde, 2010), e entre 2007 a 2011 uma 

incidência anual de 11,3 casos a cada 100 mil habitantes (Data SUS, 2014). 

Estudos epidemiológicos e dados experimentais indicam que a proteção 

contra as leishmanioses pode ser bem sucedida (Kumar & Engwerda, 2014). No 

entanto, até o presente momento, não existe uma vacina eficaz, o que nos 

estimula a prosseguir com estudos de caracterização de proteínas com potencial 

de influenciar na adaptação do parasito aos seus hospedeiros vertebrados, como 

as proteases (Silva-Almeida et al., 2012). 

 

1.4. Breve histórico da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) 

 

A LTA é uma doença que acompanha o homem desde a Antiguidade. Em 

uma revisão de Basano & Camargo (2004) foram ressaltados pontos relevantes 

do histórico da LTA. Os autores relatam que há registros de casos de LTA na 

espécie humana datados do séc. I d.C. (Laison, 1997; Camargo, 2003). No Novo 

Mundo, esculturas de cerâmica de civilizações pré-colombianas anteriores aos 

Incas no Equador e Peru (séc. I d. C.), sugerem lesões na pele e deformidades 

faciais similares a LTA (Léon & Léon, 1976; Oumeish,1999), como mutilações de 

lábios e narizes, características da leishmaniose cutânea-mucosa (Lainson & 

Shaw, 1988). Para a civilização Inca, a marca da lesão cutânea (denominada uta) 

era considerada uma marca benigna e seus portadores podiam se converter em 

xamãs ou curandeiros, enquanto os casos de leishmaniose mucocutânea (ou 

espundia) eram considerados malignos e destrutivos (Léon & Léon, 1976; 

Altamirano-Enciso et al., 2003). 

Além disso, manuscritos de missionários espanhóis do século XVI também 

relatam possíveis casos da doença (Léon & Léon, 1976; Cox, 2002). Achados de 
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múmias com lesões de pele e mucosas características da leishmaniose foram os 

indícios mais contundentes da ocorrência da LTA em humanos antigos do Novo 

Mundo (Santos & Coimbra, 1994). 

No Brasil, a primeira referência de LTA pode ser identificada no documento 

da Pastoral Religiosa Político-Geográfica de 1827 (citado no livro de Tello 

intitulado “Antiguidad de la Syfilis en el Peru”), em um relato sobre a viagem de 

Frei Dom Hipólito Sanches de Fayas y Quiros de Tabatinga (AM) até o Peru nas 

as regiões do vale amazônico (Paraguassu-Chaves, 2001).  

Um dos primeiros casos clínicos no Brasil da LTA foi descrito por Cerqueira 

em 1855, quando relata uma lesão de pele denominada botão de Biskra. 

Entretanto, a natureza morfológica das lesões cutâneas e nasofaríngeas só foi 

confirmada, em 1909, por Lindenberg, que encontrou amastigotas do parasito em 

lesões cutâneas de indivíduos que trabalhavam nas matas do interior do Estado 

de São Paulo.  

Em uma revisão de 1925, dos Annaes Brasileiros de Dermatologia e 

Syphilographia, intitulada “Contribuições ao estudo da leishmaniose tegumentar 

no Brasil”, Eduardo Rabello dividiu a história da LTA no Brasil em três períodos: (i) 

o primeiro tem a origem incerta e vai até 1895 e corresponde à observação clínica 

do “botão da Bahia” e sua associação ao “botão do Oriente” como era descrita a 

forma tegumentar no Velho Mundo; (ii) o segundo vai até 1909 quando o agente 

etiológico é descrito por Adolpho Lindenberg em São Paulo (Lindenberg, 1909); 

(iii) e o terceiro com início em 1910 destaca a associação do parasito à forma 

mucosa devido ao achado de lesões deste tipo, até publicação do artigo com 

descrição da Leishmania (V.) braziliensis por Gaspar Vianna, em 1911 (Vale & 

Furtado, 2005). 

No Brasil, até a década de setenta, todos os casos de LTA eram atribuídos 

a Leishmania (V.) braziliensis. Com o aprimoramento das técnicas de tipagem dos 

isolados e a intensificação dos estudos ecológicos e epidemiológicos, outras 

espécies foram descritas, sendo registradas até o momento sete espécies 

causadoras da LTA (Tabela I). 
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Figura 1: Ciclo de vida do gênero Leishmania. Os parasitos deste gênero são 

transmitidos durante o repasto sanguíneo das fêmeas de flebótomos (1) 

infectadas com as formas promastigotas (2). Os principais hospedeiros são 

mamíferos (3), principalmente roedores, canídeos e humanos. Nos hospedeiros 

vertebrados, os promastigoas infectam as células do sistema fagocítico 

mononucleares onde se diferenciam em amastigotas (4).  

http://pt.wikipedia.org/wiki/Promastigota
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hospedeiro
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mam%C3%ADferos
http://pt.wikipedia.org/wiki/Roedores
http://pt.wikipedia.org/wiki/Can%C3%ADdeos
http://pt.wikipedia.org/wiki/Humanos
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1.5. Visão Geral dos Fatores de virulência 

 

Os fatores de virulência são características que conferem ao parasito a 

capacidade de invadir e sobreviver em um hospedeiro (Casadevall & Pirofski, 

1999; Chang et al., 2003). De forma geral, a virulência de Leishmania spp pode 

ser modulada por fatores ambientais e genéticos relacionados aos hospedeiros 

mamíferos e vetores (Rivas et al., 2004). Estes parasitos possuem a capacidade 

de controlar ou subverter a ação de diversos componentes do sistema imune de 

seus hospedeiros uma vez que apresentam proteínas, conjugada a lipídios e/ou 

açúcares e enzimas voltadas para suas interações com o hospedeiro (Alves et al., 

2014).  

Dentre os fatores de virulência que têm suas ações descritas durante o ciclo 

destes parasitos destacam-se a glicoproteína de superfície principal (gp63), o 

lipofosofoglicano (LPG), ecto-ATPases, a proteína KMP-11, Proteina A2 e as 

proteases (Mendonça et al., 1991; Tolson et al., 1994; Berberich et al., 1997; 

Beverley & Turco, 1998; Matlashewski, 2001; Zambrano-Villa et al., 2002; Maioli 

et al., 2004; Degrossoli et al., 2007).  

As ecto-ATPases, presentes em promastigotas de L. (L.) amazonensis atuam 

degradando o ATP produzido durante dano tecidual em ADP e posteriormente em 

AMP, o qual seria convertido em adenosina. Esta, por sua vez teria papel 

antiinflamatório na infecção por diminuir a produção de citocinas inflamatórias e 

estimular a liberação de IL-10 (Maioli et al., 2004).  

A proteína KMP-11 é uma potente indutora da produção de IL-10 (Azeredo-

Coutinho, 2008), pode induzir a produção de IL-4 (Jensen et al., 1998). Quando 

diminuída promove perda de virulência do parasito (Mukhopadhyay et al., 1998), 

podendo desta forma ser considerada como um fator de virulência.  

Há descrições de que a gp63 e o LPG apresentam ações complementares, 

através da ativação de proteína quinase C, ocasionando a inibição da explosão 

respiratória, promovendo assim a sobrevivência do parasito no interior da célula 

(Zambrano-Villa et al., 2002). A gp63 apresenta atividade de proteção dos 

parasitos contra a ação de enzimas do intestino médio nos insetos vetores e dos 

fagolisossomas de macrófagos e fatores do sistema complemento no hospedeiro 

mamífero. Já o LPG, conhecido como o mais abundante componente da 
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superfície de promastigotas, ao sofrer alteração em sua glicosilação, promove o 

aumento da infectividade destes parasitos (Beverley & Turco, 1998), 

desempenhando, ainda, papéis na fagocitose dos promastigotas por macrófagos 

e na proteção do parasito contra os processos de lise celular no interior destes.  

Destacam-se também as proteases de superfície com importantes atuações no 

hospedeiro mamífero, como nas funções de macrófagos, e no inseto vetor, como 

proteger os promastigotas da ação de proteases do inseto. Estas proteases são 

fundamentais na interação parasito-hospedeiro, favorecendo o sucesso da 

infecção. (Tabela II) 
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Tabela II: Principais fatores de virulência em Leishmania spp. e suas atuações 

nos hospedeiros. 

Componentes Função 

 
 
 
 
LPG 

Ligante de macrófagos; 
Inibe a atividade da PKC de macrófagos; 
Em metacíclicos: (a) inibe a formação do complexo de ataque a 
membrana; e (b) ativa complemento proporcionando a ligação ao 
macrófago via C3bi; 
Atua na resposta imune inata via células NK e células dendríticas 
através do receptor toll-like 2 e pelo aumento de INF-ϒ e TNF-α; Fixa 
promastigotas procíclicas ao epitélio intestinal do inseto 

 
GIPLs 
 

Inibe síntese de óxido nítrico em macrófagos; Inibe atividade de PKC; 
Influencia a taxa de infecção de macrófagos; 

Proteínas e enzimas:   

KMP-11 Imunomodulação  

HASP Imunomodulação 

Amastina Invasão e multiplicação intracellular 

Receptor de adenil 

ciclase 

Indução de mudança de estágio de promastigota a amastigota e Induz 
a mudança de estágio de amastigota a promastigota 

gp46/M-2 FNd 

PPG 

mPPG - Ligante de receptores de macrófagos e ligante de células do 
tubo digestório do inseto 

aPPG - contribuir para manutenção do vacúolo parasitóforo 

aPPG - ativa complemento via proteína ligadora de manose 

fPPG – dificulta ingestão de alimento do flebótomo 

AcPs MAcPs/SAcPs - interferem na produção de metabólitos oxidativos 
(H2O2, OH-, O2-) 

3'-nucleotidase e 5'-
nucleotidase 

 

Papel nutricional – hidrólise de nucleotídeos a ácidos nucléicos (3'-AMP 
e 5'-AMP) 

Ca2+- ATPase Manutenção dos níveis de Ca2+ citoplasmático e do fagossomo;        
Manutenção dos níveis de Ca2+ citoplasmático nos promastigotas 

Mg2+- ATPases Função de bomba de extrusão de H+; 
Acumulação de glicose e potássio 
Pré-adaptação dos promastigotas no macrófago 

 
   Metalo proteinase 

Hidrólise e inativação de imunoglobulinas G; 
Inativação do fator C3b em C3bi do complemento; 
Adesão e interiorização nos macrófagos; Protege os promastigotas da 
ação de tripsina e quimiotripsina do intestino do inseto; 

 
Cisteína proteinase 

Imunorregulador na leishmaniose cutânea: com atividade enzimática 
sobre componentes do sistema imune e pela atuação da região C-
terminal na indução resposta Th2. 

 

PLH 

Ligação dos promastigotas aos macrófagos; Ligação dos promastigotas 
ao trato digestório de flebótomos 

Tabela adaptada (Alves et al., 2014) 
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1.6. Proteinases como fator de virulência em Leishmania spp. 

 

As proteases de Leishmania spp. são estudadas há mais de 

quatro décadas (Coombs, 1982). Sua importância vem sendo confirmada através 

da descoberta dos inibidores específicos de proteases que têm capacidade de 

eliminar o parasito e ainda reduzir a progressão da lesão (Pereira et al., 2014). 

Estas enzimas possuem um papel crucial na interação parasito-hospedeiro, 

atuando na modulação do sistema imunológico, na invasão e destruição dos 

tecidos e células do hospedeiro, auxiliam na disseminação dos parasitos e na 

aquisição de nutrientes essenciais (Klemba & Goldberg, 2002) que asseguram a 

sobrevivência do parasito e consequentemente a infecção (Sajid & McKerrow, 

2002; Silva- Almeida et al., 2012).  

 Quatro classes de proteases são amplamente descritas em Leishmania 

spp.: metalo proteinases, cisteína proteinases, aspártico proteinases e serino 

proteinases (Jaffe & Dwyer, 2003; Mottram et al.,2004; Alves et al., 2005; Guedes 

et al., 2007; Valdivieso et al., 2007). Além das metalo proteinases como gp63, 

outras proteinases como serino, aspártico e cisteína proteinase, vem sendo 

apontadas como potentes fatores de virulência nestes parasitos uma vez que 

foram relacionadas com a transformação de promastigotas a amastigotas (Silva- 

Almeida et al, 2012).  

Durante o ciclo biológico deste parasito, as formas promastigotas são 

expostas ao microambiente da derme que é composto por proteínas da matriz 

extracelular (Rogers, 2012). Em recente publicação foi demonstrado que os 

parasitos podem interagir com as fibras de colágeno do tipo I remodelando a 

organização de uma cultura de matriz 3D (Petropolis et al., 2014). O estudo 

concluiu que pelo menos duas classes de proteases, metalo e cisteína-

proteinases, estão envolvidas na degradação das fibras, uma vez que o 

tratamento com inibidores de proteases reduziu significativamente a invasão e a 

migração do parasito através da matriz. 

As metalo proteinases são as proteínas mais abundantemente expressas 

na superfície da Leishmania (Bouvier et al., 1985; Etges et al., 1985 ;1986; 

Schlagenhauf et al., 1998). Sua atividade biológica está associada à proteção dos 
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parasitos contra a ação de enzimas do intestino do inseto vetor e dos 

fagolisossomos dos macrófagos. Além disso, a gp63 está relacionada com a 

resistência dos promastigotas a lise mediada pelo Sistema Complemento no 

hospedeiro mamífero. A presença desta proteinase ativa na superfície do parasito 

reduz a fixação dos componentes terminais do complemento no parasito, além de 

aumentar a conversão de C3b na forma inativa C3bi (Yao et al., 2003; Yao C, 

2010). 

Alguns estudos sobre o efeito direto das metalo-proteinases no sistema 

imune do mamífero mostram que a gp63 é importante durante a infecção do 

macrófago e modulação da expressão de citocinas. A redução da expressão de 

gp63 no parasito promove o aumento da susceptibilidade à lise dependente do 

Complemento e provoca uma resposta de TH1 ao sítio de inoculação e sua 

consequente drenagem ao linfonodo (Thiakaki et al., 2006). 

As serino proteases (SP) também têm mostrado ação de fator de virulência 

e influência sobre o sistema imune do hospedeiro durante a infecção, porém 

diferente da CPB para as cisteína proteinases e a gp63 para as metalo-

proteinases, não há uma SP específica que se mostre ser responsável por esses 

efeitos (Choudhury et al., 2010). 

Uma SP de Leishmania, Oligopeptidase B (OPB), foi identificada e 

caracterizada por espectrometria de massa e deleção gênica. Durante a 

diferenciação dos amastigotas a expressão de OPB é regulada positivamente, 

favorecendo o revestimento da superfície do parasito com plasminogênio e 

enolase. Assim, os amastigotas conseguem se replicar sem ser detectados dentro 

dos macrófagos (Swenerton et al., 2011). 

Outra classe de SP, a subtilisina, foi clonada e mostrou a presença de uma 

tríade catalítica. Quando o gene da SP é removido, a habilidade do parasito de se 

diferenciar in vitro é reduzida. Além disso, a atividade desta SP de Leishmania 

spp é aumentada em amastigotas quando comparado com as promastigotas, 

sugerindo que esta enzima é importante para o estágio do parasito que habita o 

hospedeiro vertebrado (Swenerton et al., 2010).  

Outra evidência da modulação imunológica mediada por SPs foi observada 

por meio da imunização com a fração solúvel de proteases isoladas do extrato de 
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L. (L.) amazonensis que demonstrou um aumento da susceptibilidade de 

camundongos a uma subsequente infecção experimental. Este efeito foi eliminado 

pelo pré-tratamento da fração enriquecida de proteases com inibidores de SP, 

mas não com inibidores de cisteína-proteases (Pinheiro et al., 2005). 

 

1.7. Cisteína proteinases como fatores de virulência 

 

Os fatores de virulência que atuam na adaptação do parasito a seus 

hospedeiros apontam as cisteína proteinases (CPs) com importantes atividades 

durante o ciclo biológico do parasito. As CPs de Leishmania são agrupadas nas 

subfamílias das catepsinas B e L, integrantes da família C1 (papaínas), que por 

sua vez pertence ao clã CA (Robertson & Coombs, 1993; Sakanari et al., 1997).  

Estudos com a L. (L.) mexicana mostram a eficiência do uso de inibidores de CPs 

para controlar a infecção pode ser uma evidência importante da ação desta 

proteína durante o estabelecimento da infecção (Selzer et al., 1999; Pereira et al., 

2014).  Estas enzimas estão envolvidas em mecanismos de sobrevivência e 

multiplicação de amastigotas no interior de macrófagos (North et al., 1990), e 

também na degradação intracelular de proteínas. As enzimas caracterizam-se 

pelo seu mecanismo de ação hidrolítica através de um grupamento tiol 

nucleofílico de um resíduo de cisteína em uma tríade catalítica, e estão presentes 

em alta concentração nas formas amastigotas com localização em megassomas 

(Pral et al., 2003) e na superfície celular dos promastigotas (Alves et al., 1993; 

2001; 2005; Rebello et al., 2009).  

Majoritariamente são estudadas nas diversas espécies de Leishmania três 

tipos de cisteína proteinase: CPA, CPB e CPC. Tais grupos são constituídos por 

diversas isoformas das enzimas (Robertson & Coombs, 1990) e cada um deles 

apresenta características que lhes são próprias: 

O grupo da CPA é constituído por enzimas da subfamília das catepsinas L. 

Este grupo caracteriza-se por ser codificado por um gene de cópia única e pela 

ausência de uma longa extensão COOH-terminal antes de seu processamento 

final (Mottram et al., 1992; 1998); o grupo da CPB, por sua vez é constituído por 

enzimas da subfamília das catepsina L e caracteriza-se por uma longa extensão 
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COOH-terminal nas formas das enzimas antes de seu processamento final. Além 

disso, as enzimas CPB são expressas por genes com múltiplas cópias, 

organizados em sequências em tandem. Estas isoformas possuem variações 

entre suas especificidades por substratos e propriedades catalíticas (Brooks et al., 

2001); Já o grupo da CPC constitui-se por enzimas da subfamília das catepsinas 

B e de forma similar ao grupo CPA é codificado por um gene em cópia única e 

não apresenta uma extensão COOH-terminal como as enzimas CPB (Bart et al., 

1995). Contudo, o seqüenciamento completo do genoma da L. (L.) major indicou a 

existência de diversas outras CPs distintas de CPA, CPB e CPC: encontrou-se 

genes capazes de codificar 56 CPs distintas, podendo ser organizadas em 13 

famílias dentro de 4 clãs (Mottram et al., 2004). 

A maioria dos estudos sobre CPs vem sendo realizados com as espécies 

pertencentes ao complexo L. (Leishmania) mexicana, especialmente no modelo 

de infecção murino. Análises de genes de uma espécie deste complexo, a L. (L.) 

mexicana , indicam a existência de 19 genes distintos codificadores para enzimas 

CPB. Dois dentre estes genes apresentam expressão predominante em 

promastigotas metacíclicas, divergindo dos demais (Mottram et al., 1997). Além 

disso, as pequenas mudanças nestes genes refletem nas diferenças de afinidade 

por substrato observadas entre as diversas isoformas da CPB (Juliano et al., 

2004). Em outra espécie como L. (L.) pifanoi, os genes cys1 e cys2 que codificam 

CPs já foram descritos. O gene cys1 apresenta-se em cópia única, enquanto cys2 

integra uma família repetitiva de genes (indicando-o como codificador de CPB) 

(Traub-Cseko et al., 1993). 

Ainda em outra espécie do mesmo complexo, a L. (L.) amazonensis 

também já foi descrito um gene codificador de CPs: cys1, sendo que este 

apresenta similaridades com a CPA de L. (L.) mexicana (Lasakosvitsch et al., 

2003). CPs dos três grupos foram descritas em L. (L.) major (Mottram et al., 1998) 

e têm servido como base para a identificação destes mesmos grupos em outras 

espécies de Leishmania, como a L. (L.) guyanensis (Pascalis et al., 2003). 

Estudos utilizando camundongos BALB/c e cepas de parasitos 

geneticamente modificadas, através da supressão de genes das enzimas CPA, 

CPB e CPC (Δcpa, Δcpb e Δcpc) apontaram para efeitos discretos na capacidade 

infectiva dos parasitos Δcpa e Δcpc, enquanto, os parasitos Δcpb tiveram sua 
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capacidade infectiva fortemente reduzida, promovendo menos lesões nos 

camundongos do que os parasitos da cepa selvagem, evidenciando a importância 

da CPB na virulência da L. mexicana (Mottram et al., 1997; Alexander et al., 

1998). 

Ensaios com parasitos contendo uma combinação de genes de CPs 

suprimidos (Δcpa/ Δcpb) foram realizados para avaliar a existência de uma 

sinergia entre as CPs, o que poderia contribuir para a virulência de L. (L.) 

mexicana. Os resultados do estudo revelaram que estes mutantes apresentaram 

nível de infectividade ainda mais baixo em camundongos BALB/c  do que as 

cepas com apenas um dos tipos de CPs suprimidas, indicando a 

complementariedade destas CPs para a virulência dos parasitos (Alexander et al., 

1998). 

Dados da literatura apontam que parasitos Leishmania utilizam a CPB para 

subverter diversas funções do sistema imune dos hospedeiros mamíferos, 

estando tais efeitos melhor descritos também para parasitos do complexo L. (L.) 

mexicana. Esta ação sobre o sistema imune ocorre no sentido de alterar o 

equilíbrio entre as respostas Th1/Th2, a fim de favorecer o tipo de resposta que é 

mais vantajoso para a sobrevivência dos parasitos e disseminação da infecção: a 

resposta Th2 (Alexander & Bryson, 2005). 

Estudos sugerem que, por atividade proteolítica, a CPB de Leishmania (L.) 

mexicana e L. (L.) amazonesis cliva MHC classe II no vacúolo parasitóforo do 

hospedeiro, inibindo a apresentação de antígenos. Desta forma, a resposta imune 

do hospedeiro poderia ser parcialmente inibida ou conduzida por outros 

componentes, como MHC classe I (De Souza Leão et al., 1995).  

A atividade da CPB sobre o sistema imune de camundongos já foi testada 

em um sistema sem a presença de infecção por Leishmania. Neste caso, uma 

forma recombinante de CPB, que se apresentava enzimaticamente ativa, foi 

inoculada subcutaneamente no coxim plantar de camundongos BALB/c. Os 

resultados indicaram que, mesmo sem parasitos presentes, os animais 

apresentavam aumento na expressão de IL-4 e IL-5, indicando a organização de 

uma resposta Th2, e também nos níveis de IgE circulantes. Estes efeitos podem 

ser parcialmente explicados pela capacidade desta enzima em clivar CD23 
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(receptor de IgE de baixa afinidade) e CD25 (receptor de IL-2), uma vez que o uso 

de enzimas recombinantes sem atividade proteolítica não apresentou esses 

mesmos efeitos (Pollock et al., 2003). 

O uso de CPs purificadas e de peptídeos sintéticos derivados destas 

enzimas de Leishmania spp. em ensaios de infecções experimentais pode ser útil 

na compreensão do balanço entre as respostas de células T auxiliares, podendo 

levar a um maior entendimento dos fatores que determinam a resistência ou 

susceptibilidade às infecções por Leishmania. Desta forma, como o 

processamento das CPs, para gerar a forma madura da enzima, prevê a hidrólise 

da extensão COOH-terminal (Mottram et al., 2004), esse fragmento liberado 

também pode exercer algum papel na relação entre o parasito e o hospedeiro. 

 

1.8. Região COOH-terminal da CPB 

 

 A extensão COOH-terminal, corresponde a uma seqüência com cerca de 

100 aminoácidos, conforme descrito anteriormente. A mesma é liberada da CPB, 

após um processo de hidrólise (Duboise et al., 1994), que ocorre durante o 

amadurecimento da enzima. Uma vez hidrolisado, este polipeptídeo é secretado 

para o ambiente extracelular (Traub-Cseko et al., 1993) e pode ser observado no 

citoplasma de células do hospedeiro (Alves et al., 2005), podendo então, neste 

ambiente, ser processado e interagir com o sistema imune do hospedeiro, 

exercendo algum papel na relação parasito-hospedeiro. 

A extensão COOH-terminal já foi descrita como sendo altamente 

imunogênica e com potencial de influenciar a evolução da infecção por L. (L.) 

amazonensis (Alves et al., 2004), por L. (L.) infantum (Nakhaee et al., 2004) e por 

L. (L.) donovani (Hide & Bañuls, 2004). Nosso grupo de pesquisa vem estudando 

a extensão COOH-terminal da CPB, focando em parasitos do complexo L. (L.) 

mexicana como realizado mais recentemente em L. (V.) amazonensis (Pereira et 

al., 2011). 

Em um estudo anterior de nosso grupo, foi realizada uma reconstrução 

tridimensional da extensão COOH-terminal de CPB da L. amazonensis pelo uso 

de técnicas de modelagem molecular. Devido ao alto grau de similaridade desta 

enzima com as CPs de Leishmania, um modelo estrutural de papaína foi 
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construído in silico, combinando um modelo da extensão COOH-terminal, 

construído a partir das seqüências primárias das extensões COOH-terminal de L. 

(L.) mexicana e L. (L.) pifanoi. O modelo final demonstrou a existência de porções 

organizadas em α-hélice e de porções com estrutura linear, indicando a 

possibilidade de existência de epítopos lineares de linfócitos T na estrutura do 

fragmento COOH-terminal, que passou a ser denominado cyspep (Alves et al., 

2001). 

Um estudo subseqüente permitiu a descrição de três seqüências de 

aminoácidos derivadas das mesmas extensões COOH-terminal de CPB utilizadas 

no estudo anterior cujas características físico-químicas, como carga elétrica, 

hidrofobicidade e ponto isoelétrico, as tornavam adequadas para interação com 

moléculas de antígeno leucocitário humano (HLA – human leukocyte antigen) 

classe II (pI: aminoácidos 361 a 370 VMVEQVICFD; pII: 415-422 VGGGLCFE e 

pIII: 431-444 PYFLGSIMNTCHYT). Estes peptídeos preditos foram sintetizados e 

utilizados em ensaios in vitro com células mononucleares da circulação periférica 

de pacientes com leishmaniose e, de fato, demonstraram a capacidade de 

estimular a proliferação destas células em cultura (Alves et al., 2001). 

Os três peptídeos descritos anteriormente (pI, pII e pIII) foram utilizados em 

ensaios com camundongos BALB/c e CBA infectados por L. (L.) amazonensis. 

Resultados deste estudo mostraram a capacidade de um deles (pI: 

VMVEQVICFD) em induzir uma resposta imune com perfil Th2 em camundongos 

BALB/c e com perfil misto Th1/Th2 em camundongos CBA. Os camundongos 

BALB/c demonstraram aumento das lesões quando vacinados com pI 

previamente a um desafio de infecção, o que não ocorria em animais da outra 

linhagem testada. Além disso, enquanto as células de linfonodo de camundongos 

BALB/c infectados respondiam à incubação in vitro com pI aumentando a 

produção, apenas, de IL-4, as células provenientes de CBA respondiam 

aumentado a produção de IL-4 e IFN-ɣ, além de produzirem NO. Entretanto, 

houve também respostas similares entre as culturas de células das duas 

linhagens: pI estimulou a proliferação em ambas, sendo os linfócitos T CD8+ o 

fenótipo predominante (Alves et al., 2004). 

Estudos de docking molecular, ainda, com os peptídeos preditos por 

Pereira e colaboradores (2011) indicaram que o modo de interação entre o MHC e 
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os peptídeos pode estar relacionado com os efeitos imunomoduladores sobre as 

citocinas, apontando para padrões de interação peptídeos-MHC associados a 

padrões de indução da expressão de citocinas. Mais estudos precisam ser feitos 

para compreender o papel da cyspep na sobrevivência e/ou replicação do 

parasito na célula hospedeira, sendo assim um futuro alvo para o controle da 

infecção. 
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2.1. Objetivo geral 

Agregar novos conhecimentos sobre a expressão de genes de cisteína 

proteinase B de L. (L.) amazonensis assim como o direcionamento da região 

COOH-terminal desta enzima. 

2.2 Objetivos específicos 

1. Obter uma proteína recombinante correspondente à porção COOH-terminal 

da cisteína proteinase B de L. (L.) amazonensis – rcyspep; 

2. Investigar a antigenicidade da proteína recombinante rcyspep na infecção 

experimental por L. (L.) amazonensis;  

3. Avaliar a transformação in vitro dos promastigotas em amastigotas de L. 

(L.) amazonensis induzida por choque de temperatura e de pH; 

4. Avaliar a expressão gênica da proteína CPB de L. (L.) amazonensis 

durante transformação in vitro dos promastigotas em amastigotas. 

5. Determinar a distribuição da cyspep em frações de membrana e de flagelo 

dos promastigotas e dos amastigotas de L. (L.) amazonensis; 

6. Avaliar se a cyspep pode ser encontrada no sobrenadante de cultivo da 

L. (L.) amazonensis. 
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3.1. Cepa utilizada e manutenção do parasito em laboratório 

  A espécie L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/77/LTB0016) foi utilizada nesse 

estudo. Os protozoários foram obtidos da Coleção de Leishmania do Instituto 

Oswaldo Cruz (CLIOC) e mantidos em meio semi-sólido Novy, McNeal & Nicolle 

(NNN) e Meio Schneider a 28 °C. Quando necessária a ampliação da massa dos 

parasitos, os mesmos foram transferidos para o meio líquido BHI suplementado 

com 10 % de SFB e mantidos a 28°C por 4 dias. Somente promastigotas de até a 

4a passagem semanal foram usadas para infecção experimental dos animais. 

A infectividade dos parasitos foi mantida por infecção experimental em 

camundongos fêmea, entre seis a oito semanas de idade (± 22 gramas) das 

linhagens BALB/c. Os animais experimentais foram obtidos do Centro de Criação 

de Animais de Laboratório da Fiocruz (CECAL/Fiocruz). Nas infecções 

experimentais os camundongos foram inoculados com 106 promastigotas de 

L. (L.) amazonensis suspensos em PBS, no coxim plantar do membro posterior 

esquerdo de camundongos. 

 

 3.2. Infecção experimental por L. (L.) amazonensis 

Todos os ensaios com o uso de animais foram aprovados pela Comissão 

de Ética no Uso de Animais – CEUA/Fiocruz (Licença: L-0006/07). No presente 

estudo foram utilizados camundongos fêmeas livres de patógenos específicos da 

linhagem isogênica BALB/c (H-2 d), considerada suscetível à infecção. 

Para os ensaios de infecção experimental, camundongos de 5 a 7 semanas 

de idade (± 20 gramas), obtidos do Centro de Criação de Animais de Laboratório 

(CECAL/Fiocruz) foram inoculados subcutaneamente no coxim plantar do 

membro posterior esquerdo com 106 promastigotas infectantes suspensas em 

PBS (50 μL – 2,0 x 107 céls/mL). Para controle dos experimentos um grupo de 

animais foi inoculado com PBS, pela mesma via. Após a eutanásia dos animais 

em câmara de CO2, a coleta do sangue foi realizada por punção cardíaca e este 

foi centrifugado a 3 000 ×g a 10 min.  
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3.3. Estratégia para diferenciação dos parasitos in vitro 

Amastigotas de L. (L.) amazonensis recém-isolados de camundongo foram 

recuperados e cultivados em meio Schneider pH 7,2 (suplementado com 10 % de 

SFB, 200 UI de penicilina, 200 μg/mL de estreptomicina) e mantidos a 

temperatura de 28 ° C por quatro dias, para diferenciação em promastigotas e 

estabilizar a curva de crescimento. Cerca de 109 promastigotas/mL (10 mL) em 

fase estacionária (quarto dia) de crescimento foram cultivados em meio 

Schneider, pH 5,5 (suplementado com 20 % SFB, 200 UI de penicilina, 200 μg/mL 

de estreptomicina) a 32 °C, choque pH e temperatura (Cysne-Finkelstein et al., 

1998) A diferenciação dos promastigotas a amastigotas foram conduzidas em 

frasco para cultivo de células 25 mL (Corning Culture Flasks – Sigma Aldrich.com) 

e acompanhada em intervalos de 0,6, 24, 48, 72 e 96 h. Os sobrenadantes destas 

culturas foram obtidos após centrifugação (3 000 ×g, 15 minutos, 4°C), seguido de 

filtragem em membrana milipore (0,22 μm).  

3.4. Acompanhamento das etapas de diferenciação 

A diferenciação foi seguida por três procedimentos de análise de 

morfologia: contagem em câmara de Neubauer, citometria de fluxo e microscopia 

de contraste. Logo após os tempos selecionados da diferenciação, as amostras 

foram analisadas por contagem em câmara de Neubauer considerando três 

formas: alongado com flagelo livre, arredondado com flagelo livre e arredondado 

sem flagelo livre à microscopia optica. Em seguida, as amostras foram lavadas (3 

000×g, 15 min, 4°C), ressuspensas e mantidas em 4% PFA em PBS, pH 7,2, por 

5 min a 4°C, até as análises em citômetro de fluxo EPICS ALTRA Cell Sorter 

(Beckman Coulter, FL, EUA). 

Em seguida, os parasitos foram corados com 10 μg/mL DAPI, para 

marcação do DNA. Após 3 lavagens em PBS estes foram aderidos em lamínulas 

de vidro, previamente recobertas com 1% de poli-L-lisina. As amostras foram 

montadas em 2,5% de DABCO (Sigma- Aldrich Co., USA) em PBS contendo 50% 

de glicerol e seladas com esmalte. Posteriormente, as amostras foram 

visualizadas por contraste interferencial de nomarski (DIC) e microscopia de 

fluorescência utilizando o microscópio de epifluorescência Zeiss Axio-Imager M1 

equipado com o software de processamento de imagem digital AxioVision (Zeiss). 
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3.5. Citometria de fluxo  

Para análise de citometria de fluxo, os parasitos foram processados como 

descrito acima e analisados utilizando o FACSCalibur, BD Bioscience, USA. As 

análises foram realizadas adquirindo 40.000 eventos totais para cada amostra 

referente a 0, 48, 72 e 96h. A determinação e análise da população de interesse 

foram realizadas utilizando os parâmetros morfológicos (tamanho e 

granulosidade). Os dados obtidos no citômetro de fluxo foram analisados 

utilizando o programa CellQuest versão 4.2 (Becton & Dickinson). 

3.6. Fracionamento subcelular de Leishmania (L.) amazonensis 

 As frações enriquecidas com membrana e com flagelo dos promastigotas e 

amastigotas foram obtidas usando os procedimentos descritos previamente 

(Cortês et al., 2011; 2012). Cerca de 1010 parasitos (promastigotas /amastigotas) 

/mL foram ressuspensos em solução tampão (1 M NaCl, 0,2 M K2 HPO4, 0,5 M 

MgCl2 pH 7,2) e centrifugado (3 500 xg, 10 minutos, 4 oC). O precipitado 

resultante foi ressuspenso no tampão (10 mM Tris-HCl pH 7,5 ,50 mM de 

sacarose) e lisado com 1% de Triton X-100. As condições isotônicas foram 

restabelecidas com adição de 0,5 M sacarose e centrifugado (3 000 ×g, 3 

minutos, 4 ºC). Para obter a fração de flagelo (FF), os sobrenadantes (S1) foram 

centrifugados duas vezes (5. 000 ×g, 10 minutos, 4ºC) e os dois precipitados 

foram fracionados em 25% de sacarose (10. 000 ×g, 15minutos, 4ºC) e mantidos 

em tampão de solubilização (PBS pH 7,2 com 0,5% CHAPS). Para obter a fração 

de membrana (FM), o S1 foi centrifugado (12 000×g, 30 min, 4ºC) e o pellet 

mantido em tampão de solubilização tampão fosfato de sódio pH 7,2. As amostras 

utilizadas para este ensaio são referentes aos pontos 0 e 96 h da diferenciação. 

3.7. Clonagem, expressão e purificação da região COOH-terminal da CPB de 

L.  (L.) amazonensis em Escherichia coli 

O fragmento de 264 pb correspondente à porção COOH-terminal da CPB 

de L. (L.) amazonensis (rcyspep) foi clonado no vetor pUC57 no sitio da 

endonuclease EcoRV e subclonado no vetor pET-28a(+) (GenScript USA Inc.) 

entre os sítios de BamHI-NotI. Este sistema utilizou a cepa de E. coli – BL21 que 

é protease deficiente produzindo uma proteína recombinante de cerca de 14 kDa. 

A rcysPep foi purificada em resina Ni-NTA (Quiagen Brasil) e analisada por 

ensaios de eletroforese e western blot. 
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3.8. Determinação da concentração de proteína 

A concentração de proteínas foi determinada de acordo com o método de 

Lowry e colaboradores. (1951), usando albumina de soro bovino como padrão. 
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Figura 2 – Ilustração representativa do vetor pET-28a(+) (Genescript), utilizado 
nos ensaios de expressão da extensão COOH-terminal da CPB de L. (L.) 
amazonensis.  
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3.9. Obtenção de anti-soro rcyspep 

Anticorpo policlonal contra a rcyspep foi produzido em três camundongos 

da linhagem isogênica BALB/c (H-2d). Os mesmos foram submetidos a 

inoculações semanais sucessivas (100 µg cada) durante quatro semanas. A via 

de inoculação foi subcutânea dorsal: a primeira inoculação foi realizada com 100 

µg de proteína com adjuvante de Freund completo, a segunda foi realizada com 

100 µg de proteína com adjuvante de Freund incompleto, a terceira e a quarta 

inoculação foram realizadas com 100 µg de proteína, cada. As inoculações foram 

conduzidas com seringas de 1 mL e agulhas 25x7 descartáveis. A assepsia das 

áreas de inoculação foi feita com álcool a 70%. Após a eutanásia dos animais em 

câmara de CO2, a coleta do sangue foi realizada por punção cardíaca e foi 

centrifugado a 3 000 ×g a 10 min (Alves et al., 2004). 

3.10. Purificação de imunoglobulinas G de camundongo 

 As imunoglobulinas G (IgG) foram purificadas por cromatografia de 

afinidade. Os soros de camundongo, pré e pós-imunização com rcyspep, foram 

submetidos à cromatografia em coluna de Proteína A-Sepharose (BioVision’s) 

previamente equilibrada com tampão de ligação (PBS contendo 50 mM de borato 

de sódio, pH 8.0). As IgGs ligadas à Proteína A foram eluídas da coluna usando 

tampão de eluição (0.1 M Ácido citrico, pH 2.75), e posteriormente dialisadas com 

PBS e concentradas utilizando um dispositivo de filtro Centriprep. 

3.11. Imuno-ensaio Enzimático  

 Para o imuno-ensaio enzimático (Enzyme-linked Immunosorbent Assay - 

ELISA), placas de microtitulação de poliestireno (96 poços, Corning Costar 3590, 

USA) foram sensibilizadas com 100µL (0,5µg/poço) da rcyspep em tampão 

carbonato-bicarbonato (0,05M, pH 9,6), por 16 horas, a 4°C. Posteriormente os 

poços da placa foram lavados (3X) com tampão de lavagem (0,01M de tampão 

fosfato, pH7,4; 0,15M de cloreto de sódio; e 0,05% de Tween: PBS-T ) e 

incubados (2 horas, 250C) com 200µL tampão de bloqueio (PBS-T contendo 5% 

de leite desnatado). As placas foram lavadas com PBS-T e incubadas (1 h, 250C) 

com 100µL de diluições seriadas do soro anti-rcyspep produzido em camundongo. 

Após novo ciclo de lavagem em PBS-T, os poços foram incubados (1 hora, 250C) 

com proteína A conjugada a peroxidase. Posteriormente, o reconhecimento 
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antigênico foi detectado com um tampão citrato-fosfato (0,2M de citrato de sódio e 

0,1M de fosfato de sódio, pH 5,1), contendo 0,4mg/mL de OPD e 0,03% de 

peróxido de hidrogênio, por 15 minutos. A reação foi interrompida pela adição de 

50 µL de H2SO4 e as densidades óticas foram medidas em leitor de ELISA 

(Anthos 2010, Austria) com filtro de 492 nm (Pereira, 2001). 

3.12. Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de 

sódio 

Os ensaios de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil 

sulfato de sódio (SDS – PAGE) foram realizados em condições redutoras, 

utilizando o procedimento descrito por (Laemmli, 1970). Para estes ensaios as 

amostras de proteínas foram previamente tratadas com tampão da amostra (80 

mM Tris HCl, pH 6,8; 2 % SDS (p/v); 12 % glicerol (v/v); 5 % β-mercaptoetanol 

(v/v) e 0,05 % azul de bromofenol (p/v) e fervidas por 3 minutos. Após a 

eletroforese (150V a 15mA), as proteínas foram reveladas pelo método de 

impregnação pela prata (Proteo SilverTM Silver Stain kit – Sigma- Aldrich Co., USA 

). Como marcador de massa molecular foi usado o kit full-range rainbowTM , 12 a 

225 kDa (RPN800E; GE Healthcare Lifes Siences). 

Nestes ensaios, proteínas solúveis das amostras das etapas de purificação 

da rcyspep, foram previamente resolvidos por SDS-PAGE e eletrotransferidos 

para membrana de nitrocelulose. Após incubação (4 horas, 4 C) com tampão 

bloqueio (PBS pH 7,2 acrescidos de 0,5 % de Tween 20 e 5 % de leite 

desnatado), as membranas foram incubadas (16 hora, 4°C) com anticorpo 

primário (anti-cauda de histidina). Posteriormente, as membranas foram lavadas 

com tampão de lavagem (PBS pH 7,2 contendo 0,05% de Tween 20) e seguindo-

se a outra incubação (1 hora, 25 oC) com anti-IgG de camundongo conjugada a 

peroxidase (1:3000). Após mais uma etapa de lavagem das membranas, os 

complexos imunes foram revelados por quimioluminescência, usando o Kit 

SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific).  

3.13. Ensaios de Ressonância plasmônica de superfície (SPR) 

 Esses ensaios foram realizados para quantificar as cyspep produzidas no 

sobrenadante de cultivo e nas frações de membrana e flagelo das formas 

http://www.gehealthcare.com/
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amastigotas e promastigotas. As análises foram feitas com um sensor chip de 

superfície carboxilada, no qual foi adsorvido 0,5 μg de IgG anti-rcyspep purificada, 

usando a metodologia de acoplamento EDC/NHS, em um fluxo contínuo de 10 

µL/min. Primeiramente, foi construída uma curva de calibração com diferentes 

concentrações de rcyspep (0,01 -100 μg). Em seguida, diferentes concentrações 

(0,01 -100 μg ) da cyspep do sobrenadante do cultivo, fração de membrana e 

fração de flagelo foram submetidas a interação com a IgG anti-rcyspep 

previamente imobilizada no chip. Como controle negativo foram utilizadas as 

mesmas concentrações de BSA (0,01 μg - 100 μg). Todas as análises foram 

avaliadas em um fluxo de 5 µL/min. Adicionalmente, foram realizados ensaios 

para avaliar ligação E-64 às proteínas complexada à IgG anti-rcyspep. Diferentes 

concentrações dos E-64 (0,001μM - 10μM) foram submetidas a um segundo ciclo 

de interação logo após a etapa de captura da rcyspep e/ou as proteínas do 

parasito.  

 Nos ensaios de SPR, as interações ocorreram em presença de solução 

tampão 10 mM fosfato pH 7.4 (volume total de 100 µL com fluxo de 10 µL/min). 

Após cada ciclo de interação o chip foi submetido a um ciclo de regeneração com 

tampão 0,2 M glicina pH 3,0 (volume total de 200 µL com fluxo de 50 µL/min) 

seguido de um ciclo de equilíbrio com tampão fosfato (10 mM fosfato pH 7.4; total 

de 200 µL com fluxo de 10 µL/min). 

 Os ensaios foram registrados em um sensorgrama, sendo conduzidos em 

um biosensor de transdução óptica SensíQ® Pioneer (Nomadics, Lnc. an ICx 

company). A taxa inicial de interação foi calculada e determinada as constantes 

cinéticas de formação de complexos. As taxas de associação e dissociação para 

a formação de complexos foram calculadas com base na análise dos gráficos 

sensorgrama obtidos nos ensaios. Os valores cinéticos foram obtidos após 

análise de ensaios SPR utilizando software Qdat (ICX Nomadics, USA). 

3.14. Extração do RNA total de L.(L.) amazonensis  

 As amostras referentes a cada ponto (0, 6, 24, 48, 72 e 96 h) da 

diferenciação da forma promastigota para a amastigota de L. (L.) amazonensis 

foram recolhidas em Trizol (Invitrogen, LifeTechnologies, EUA) e conservadas a -

70 °C até o momento da extração de RNA total. 
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O protocolo do Trizol foi modificado e adaptado para o uso de um kit de 

extração de RNA comercial (RNeasy Mini Kit, Qiagen). Resumidamente, as 

amostras foram homogeneizadas em Trizol então misturados com clorofórmio 

puro (Merck, Brasil) na proporção de 1:5, agitadas vigorosamente por 20s e 

incubadas por 3 min à temperatura ambiente, sendo então centrifugadas (10.000 

xg, 18min, 4°C) para permitir a separação de fases. 

A fase superior, aquosa, foi reservada, adicionada a etanol 100% (Merck, 

Brasil) na proporção de 1:1 e homogeneizada imediatamente com a pipeta, 700µL 

da mistura foram transferidos para uma coluna RNeasy acoplada a um tubo 

coletor de 2mL e centrifugado (8000 xg, 1min, 4ºC). O filtrado foi descartado, 

700µL do tampão RW1 foi adicionado à coluna seguido de centrifugação (8000 

xg, 1min, 4ºC), o filtrado foi descartado. Adicionou-se à coluna 500µL de tampão 

RPE e centrifugou-se (8 000 xg, 1min, 4ºC), o filtrado foi novamente descartado. 

Foram adicionados 500µL de tampão RPE à coluna, seguido de centrifugação 

(8000 xg, 2min, 4ºC) e descarte do filtrado. Acoplou-se a coluna a um novo tubo e 

foi centrifugado novamente (8 000 xg, 1min, 4ºC) para secar a membrana. 

Finalmente, com um novo tubo de 1,5mL, foi adicionado 30µL de H2O livre de 

RNase à coluna no centro da membrana seguido de centrifugação (8000 xg, 

1min, 4ºC) para eluir o RNA. O conteúdo do tubo foi homogeneizado e 

imediatamente armazenado a -80ºC. Uma alíquota de 3µL foi retirada para dosar 

o RNA em um espectrofotômetro para microvolumes (Nanodrop, Nova Analitica). 

O rendimento da extração foi calculado pela absorbância a 260nm. A pureza foi 

determinada calculando a razão das absorbâncias a 260/280nm, o RNA puro 

possui esta razão entre 1,8 e 2,0. 

3.15. Tratamento do RNA com DNase  

Antes da síntese de cDNA as amostras de RNA foram tratadas com DNase 

I, Amplification Grade (Invitrogen, Life Technologies, EUA) de acordo com as 

instruções do fabricante. Brevemente, a um tubo de 0,5mL livre de RNase foi 

adicionado 1µg da amostra de RNA, 1µL de tampão de reação (10X) e 1µL 

DNase I, Amp Grade (1U/µL) e 10µL de água tratada com DEPC. Foram 

preparados dois tubos, um não foi tratado com transcriptase reversa. Foi 

misturado gentilmente e incubado por 20min em temperatura ambiente, seguido 
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da adição de 1 µL de solução de EDTA (25mM) e aquecida a 65ºC por 10min e 

posteriormente resfriado em gelo para síntese do cDNA. 

3.16. Síntese de cDNA a partir das amostras de RNA  

Para a síntese de cDNA foi realizada reação de transcriptase reversa (RT – 

reverse transcriptase), com o kit SuperScript III fisrt-strand cDNA synthesis for 

reverse transcriptase-PCR (Invitrogen, Life Technologies, EUA), de acordo com 

as instruções do fabricante. Resumidamente, alíquotas de 20 μL das misturas de 

RT [constituídas por 2,5 ng/μL de iniciadores hexaméricos aleatórios, 0,5 mM de 

solução de dNTPs, tampão de RT a 1x, 5mM de MgCl2, 0.01 M de ditiotreitol 

(DTT), 2 U/μL da enzima RNAse OUT, 10 U/μL da enzima SuperScript II RT e 5µg 

de amostra de RNA total em água tratada com DEPC] foram incubadas na 

seguinte sequência: 25°C por 10min, 50°C por 50min, 85°C por 5min e, enfim, 

resfriadas em banho de gelo. Adicionou-se então 2U da enzima RNAse H a cada 

alíquota, que foram incubadas a 37°C por 20min e, então, armazenadas a -20°C 

até uso nos ensaios de PCR. A quantidade de cDNA das preparações foi 

determinada usando o kit Qubit® ssDNA Assay (Qubit® Fluorometric Quantitation, 

Life Technologies). 

3.17. PCR convencional 

Ensaios de PCR convencional foram realizados para se definir 

aplicabilidade dos iniciadores selecionados com as amostras selecionadas para 

análise. Os iniciadores utilizados foram proteína S8 do ribossomo 40S (Silva-

Almeida, 2014), GAPDH (Condelo et al., 2015) e Cisteína Proteinase B (Pereira et 

al., 2012), previamente avaliados em publicações anteriores. 

Para a realização desses ensaios foram utilizadas misturas de PCR 

constituídas por: tampão para PCR Platinum Taq (Invitrogen, Life Technologies, 

EUA) a 1x, 4 mM de MgCl2 (Sigma-Aldrich Chemical Co., EUA), 0,2 mM de 

solução de dNTPs (Invitrogen, Life Technologies, EUA), 4 ng/μL do par de 

iniciadores e 0,025 UI/μL da enzima Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen, 

Life Technologies, EUA) em q.s.p. 45 μL de água tratada com DEPC. 
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A estas misturas foram adicionados 5 µL de cada amostra de cDNA (não-

diluídas ou diluídas 1:50 em água tratada com DEPC) no momento dos ensaios 

de PCR. As amostras foram ensaiadas em duplicata em cada experimento. 

As condições estabelecidas para os ensaios de PCR foram: etapa inicial de 

desnaturação a 94 °C por 3 min (1 ciclo); 40 ciclos de: desnaturação (95 °C por 20 

seg), hibridização (56 °C por 30 seg) e extensão (72 °C por 30 seg); e, uma etapa 

final de extensão a 72 °C por 5 min. Os ensaios de PCR foram realizados 

utilizando-se um termociclador Mastercycler (Eppendorf International, EUA). 

Após as PCR, os produtos foram visualizados por eletroforese em gel de 

agarose a 2% corado por Nancy-520 (Sigma-Aldrich Chemical Co., EUA) e, então, 

fotografados utilizando-se o sistema de foto documentação EasyDoc 100 

(Bioagency Biotecnologia, Brasil). 

3.18. Ensaios de PCR em tempo real 

Os ensaios de PCR em tempo real foram realizados em um termociclador 

7500 Fast Real Time PCR System e analisados pelo uso dos softwares SDS 7500 

v. 2.3 e Exxpression Suite v 1.0.3 (Applied Biosystems, Life Technologies, EUA). 

Para a realização desses ensaios foram compostas misturas de PCR em tempo 

real (10 μL) constituídas de mix ‘SYBR Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems, Life Technologies, EUA) a 1x e 0.4 μM do par de iniciadores em água 

tratada com DEPC. A estas misturas foram adicionados 2,5 μL das amostras de 

cDNA (diluídas em água tratada com DEPC a 3,5 ng/μL). As amostras foram 

ensaiadas em triplicata em cada experimento. 

As condições de termociclagem utilizadas nos ensaios de PCR em tempo 

real foram similares às condições estabelecidas nos ensaios de PCR 

convencional, com as condições padrão do software SDS 7500 sendo mantidas 

para as curvas de dissociação. 

Ao final de cada ensaio, foi executada uma etapa de construção de curva 

de dissociação dos produtos (continous melting curve), a fim de se verificar a 

especificidade da amplificação no ensaio. Durante os ciclos de amplificação, os 

dados de fluorescência foram coletados durante a etapa de extensão (72 °C). 
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A eficiência dos ensaios de PCR em tempo real, para cada combinação de 

amostras e pares de iniciadores, foi determinada pela análise de curvas de 

diluição seriada (1:10) das amostras de cDNA. Amostras de cDNA de 

promastigotas na fase logarítimica da cepa de origem L. (L.) amazonensis, foram 

utilizadas para a determinação das curvas de amplificação dos iniciadores de 

Leishmania. 

O valor do ciclo de limiar da fluorescência (Ct - threshold cycle) foi obtido e 

aplicado em um gráfico de semi-log (escala log 10) para o cálculo dos valores de 

coeficiente angular (slope) e de determinação (R2). Somente experimentos cujas 

linhas de tendência apresentavam R2 ≥ 0,98 foram utilizados nas análises de 

eficiência. 

Para o cálculo da eficiência da amplificação (E), a seguinte fórmula foi 

utilizada: 

E = -1+10(-1/slope) 

Os valores de eficiência calculados foram utilizados para ajustar os valores 

de Ct das amostras analisadas nos ensaios de cinética de expressão ao longo da 

infecção pela seguinte fórmula (Hellemans et al., 2014): 

CtE=100%= CtE =X% x [log (1 + E)/log 2] 

 

3.19. Determinação da expressão relativa de genes 

O método do Ct comparativo (ΔΔCt) foi utilizado para determinar os níveis 

de expressão do gene da CPB. O calibrador utilizado para a análise da expressão 

dos genes de Leishmania foi a amostra de cDNA de promastigotas de Leishmania 

(L.) amazonensis no tempo “0” da diferenciação fase estacionária. 

Os controles endógenos (genes de referência) utilizados foram genes de 

GAPDH e a proteína S8 do ribossomo 40S. Os valores de quantidade relativa ou 

níveis de expressão normalizados (RQ) foram calculados com o auxílio do 
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software SDS 7500, e foram obtidos da média geométrica dos genes de 

referência.  

 

3.20. Análise dos dados  

Durante este estudo os dados quantitativos foram apresentados na forma 

de média ± desvio padrão. A confiabilidade dos dados de SPR foi confirmada por 

regressão linear considerando as concentrações de proteínas e do E-64 testados, 

para definir os coeficientes de resposta no sensor (R²). Com este procedimento 

também foram obtidos os valores da quantidade de proteína necessária para a 

saturação do chip (RUmax) e a quantidade de proteínas necessária para atingir ½ 

RUmax, constante de saturação (Ksat). 
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4.1. Obtenção da rcyspep e produção de IgG de camundongo anti-rcyspep 

O processo de obtenção da proteína recombinante rcyspep precedeu a 

uma etapa inicial na qual a clonagem do inserto correspondente a região a 

COOH-terminal da cisteína proteinase B de L. (L.) amazonensis no vetor pET28a 

(+) foi realizada pela empresa GenScript USA Inc. (Piscataway, NJ, USA). Após a 

indução da expressão protéica das bactérias transformadas com os plasmídeos 

recombinantes (rcyspep-pET28a), o extrato celular total das mesmas foi analisado 

por immunoblot indicando a presença da proteína rcyspep nas preparações 

solúveis das colônias selecionadas (Figura 3). A proteína rcyspep de 

aproximadamente 14 k Da foi purificada por cromatografia de afinidade em coluna 

de níquel a partir desta fração solúvel, como indicado pela coloração por 

impregnação pela prata e immunoblot com anticorpo anti-cauda de histidina 

(Figura 3). 

  Na continuidade desta etapa do estudo investimos na produção de soros 

hiperimunes contendo anticorpos policlonais específicos IgG anti-cyspep, em 

camundongos BALB/c. O esquema de imunização assumido neste trabalho 

proporcionou preparações de soros capazes de detectar a rcyspep em ensaio de 

ELISA (Figura 4). Adicionalmente, as IgGs foram purificadas destas preparações 

de soro, por coluna de afinidade. Ambas as preparações, soro e IgG purificada, 

foram utilizadas nos ensaios de reconhecimento imunológico deste trabalho. 

4.2. Antigenicidade do rcyspep frente a soros de camundongos infectados 

por L. (L.) amazonensis 

  Em um estudo adicional a este trabalho, foi possível a avaliar o potencial 

antigênico da rcyspep durante a infecção experimental em camundongos BALB/c 

ao longo de 18 semanas de infecção (Figura 5). Os soros dos camundongos não-

infectados foram utilizados como controle para determinar a linha de base dos 

testes de ELISA. Os nossos resultados indicam que, durante a infecção dos 

camundongos ocorre uma resposta imune humoral contra a rcyspep quando 

comparado com animais controle (p <0,05). O alto título de IgG detectado ao 

longo do tempo da infecção é um indicativo de que a resposta humoral contra 

rcyspep permanece ativa mesmo na fase crônica da infecção. Além disso, estes 

resultados indicam a conservação dos motivos antigênicos relacionados com 

linfócitos B na rcyspep, que foi expressa num sistema procariótico. 
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Figura 3: Purificação da porção COOH-terminal da CPB de L. (L.) amazonensis. 

As etapas de purificação da proteína rcyspep foram resolvidas por SDS-PAGE e 

reveladas por Comassie blue (A e B), western blot (C, D e E) e pela prata (F). 

Durante a purificação, a proteína de 14 kDa foi detectada na fração solúvel do 

tampão de extração (A e C) e após eluída da coluna de Ni-NTA (E e F). Os 

ensaios de western blot com o anticorpo policlonal anti-His 1:3.000, indicaram que 

a proteína eluida contém cauda de histidina, o que confirma a purificação da 

rcyspep. Os marcadores de massa molecular estão indicados à esquerda (kDa). 

Estes resultados são representativos de quadro experimentos independentes. 
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Figura 4: Titulação do anticorpo IgG anti-rcyspep produzidos em camundongos 

BALB/c. O título do anticorpo foi determinado por ELISA a partir de amostras de 

soro de três camundongos BALB/c previamente inoculados com 100 µg de 

rcyspep cada: animal 1 ( ), animal 2 ( ) e animal 3. A avaliação foi realizada 

ao final da 4ª semana de inoculação. A reatividade das diferentes diluições dos 

soros (abscissa) foi determinada após detecção do complexo imune com 

anticorpo de coelho anti-IgG de camundongo conjugado a peroxidase. A 

densidade ótica (DO) foi medida a 490nm. Os resultados correspondem a média e 

ao desvio padrão das triplicatas de um ensaio. 
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Figura 5: Detecção de anticorpo anti-cyspep no soro de camundongos infectados 

com L. (L.) amazonensis. Soros de 3 camundongos BALB/c infectados com L.(L.) 

amazonensis foram utilizados para avaliar a antigenicidade contra cyspep ao 

longo da infecção (semanas). Foram realizados testes de ELISA em placas de 96 

poços previamente sensibilizadas com rcyspep (5 µg/poço). Após incubação dos 

soros (1:250) de animais infectados ( ) ou não ( ) com L. (L.) amazonensis, o 

complexo imune foi revelado com anticorpo de coelho anti-IgG de camundongo 

conjugado com peroxidade. Os dados indicam que durante a infecção os 

camundongos desencadeiam uma resposta imune humoral contra a rcyspep com 

produção de IgG. O sinal de detecção de IgG aumenta a medida que a lesão 

plantar aumenta. Neste ensaio a densidade ótica (DO) foi medida a 490 nm. Estes 

resultados correspondem à média das triplicatas de um ensaio.  

D
O

Tempo de infecção (semanas).
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4.3. Diferenciação in vitro dos promastigotas em amastigotas 

  A diferenciação do parasito foi observada durante 96 horas por contagem 

diferencial dos mesmos, por microscopia. Nestas análises foi possível constatar 

três padrões morfológicos predominantes durante a diferenciação: formas 

alongadas com flagelo livre, arredondados com flagelo e arredondadas sem 

flagelo. Os resultados indicaram uma tendência de mudança morfológica 

caracterizada pelo arredondamento e posterior desaparecimento do flagelo dos 

parasitos em 96 horas de incubação, nas condições de diferenciação adotadas 

neste estudo. Os dados quantitativos e qualitativos deste achado estão 

representados nas Figuras 6 e 7, respectivamente. 

  Adicionalmente preparações de parasitos das etapas da diferenciação 

foram analisadas por citometria de fluxo. Considerando os parâmetros de 

tamanho (FSC - Forward Angle Light Scatter) e granulosidade (SSC - side 

scatter), que se correlaciona com a morfologia dos parasitos (Figura 8), foi 

possível confirmar a gradativa mudança do padrão morfológico das formas 

alongadas (promastigotas) em formas arredondadas (amastigotas). Nossos dados 

apontam que ao longo do tempo de incubação dos parasitos, nas condições para 

diferenciação, há uma migração gradual da população de parasitos da região na 

R1 e para região R2 do dotplot indicando uma diminuição no tamanho e aumento 

da granulosidade celular. Desta forma, detectamos a predominância de uma 

população com 60,4% das formas apresentando menor tamanho e maior 

granulosidade (região R2) em 96 horas de incubação quando comparado com a 

quantidade de 43,0% da população com tamanho e a granulosidade localizados 

na região R1 não submetidos à diferenciação, promastigotas da fase estacionária 

de crescimento em cultura.  
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Figura 6: Quantificação das formas dos parasitos submetidos à diferenciação in 

vitro. Promastigotas com alto teor de formas metacíclicas de L. (L.) amazonensis 

foram incubadas em condições de diferenciação, como previamente descrito na 

metodologia. A transformação do parasito foi acompanhada durante 96 horas por 

contagem diferencial em microscópio óptico sendo constatados três padrões 

morfológicos predominantes durante a diferenciação: formas alongadas com 

flagelo livre (■), arredondados com flagelo (■) e arredondadas sem flagelo (□). 

Estes resultados são representativos de quadro experimentos independentes. 
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Figura 7: Análise morfológica da diferenciação de formas promastigotas em 

amastigotas in vitro. Promastigotas metacíclicas de L. (L.) amazonensis foram 

incubadas em condições de diferenciação e a transformação do parasito foi 

acompanhada durante 96 horas, como previamente descrito na metodologia. Os 

promastigotas metacíclicos da fase estacionária de cultivo in vitro (tempo 0) e dos 

diferentes tempos da diferenciação (6 h, 24 h, 48 h, 72 h e 96 h), foram corados com 

DAPI e visualizadas por contraste interferencial de Nomarski. Estes resultados são 

representativos de quadro experimentos independentes. 
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Figura 8: Análise por citometria de fluxo da população de parasitos durante a 

diferenciação de formas promastigotas em amastigotas in vitro. Promastigotas 

metacíclicas (tempo 0) de L. (L.) amazonensis foram incubadas em condições de 

diferenciação (48 h, 72 h e 96 h), como previamente descrito da metodologia. A 

seleção da região de interesse foi baseada em aspectos morfométricos; tamanho (FSC 

– dispersão lateral de luz) versus granulosidade (SSC – dispersão frontal de luz). A 

região demarcada em vermelho identifica homogeneidade da população de interesse. 

O gráfico é representativo dos experimentos realizados com promastigotas.
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4.4. Verificação da expressão relativa do gene cpb ao longo da diferenciação da L. 

(L.) amazonensis in vitro  

Na continuidade do nosso estudo foi avaliada a expressão do gene cpb ao longo 

da diferenciação de promastigotas a amastigotas de L. (L.) amazonensis, a partir do 

RNA total das amostras convertidos em cDNA, utilizando protocolo de transcriptase 

reversa. A eficiência dos iniciadores usados para amplificar os genes alvos deste 

estudo indicou uma eficiência adequada (em torno de 100%, com variação abaixo de 

10%), bem como boa especificidade: os pares de iniciadores amplificaram um único 

fragmento de gene com 100, 93 e 84 pb, respectivamente (figura 9). 

A especificidade dos ensaios foi avaliada por curvas de dissociação ao final das 

reações, uma vez que foi utilizada a metodologia do reagente SYBR. Os resultados 

para os três genes indicaram um único pico de temperatura de dissociação para o 

produto amplificado pelos iniciadores utilizados (Tm= 81,2 ºC para S8, Tm= 78,7 ºC 

para GAPDH e Tm= 84,8 ºC para CPB), sugerindo que os ensaios de PCR em tempo 

real foram genes específicos e que os resultados não foram comprometidos por 

amplificações inespecíficas ou dímeros de iniciadores (Figura 10). 

Observamos que ao longo da diferenciação do parasito em cultura ocorre um 

aumento da quantidade de transcritos do gene cpb, quando comparado com os 

promastigotas obtidos da fase estacionária. Utilizamos a média geométrica dos ciclos 

de quantificação (Ct = cycle threshold) dos genes que codificam a proteína S8 do 

ribossomo 40S e a enzima GAPDH como normalizadores da reação. 

  A Figura 11 apresenta a média dos valores da expressão normalizada (RQ) do 

gene cpb de promastigotas utilizando a média geométrica dos genes de referência 

(constitutivos). Com estes dados foi possível constatar que a expressão do gene cpb 

estava aumentada em 48 horas (1,3 ×), 72 horas (3,2 ×) e 96 horas (3,4 ×) nas 

preparações de cDNA dos parasitos submetidos a diferenciação para amastigota, 

quando comparada com os resultados de quantificação realizados com preparações de 

cDNA de promastigotas referentes ao tempo 0.                   
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Figura 9: Análise dos produtos amplificados dos genes de L. (L.) amazonensis. As 

amostras de cDNA obtidas de promastigotas da fase estacionária foram submetidas a 

reação de PCR e os produtos amplificados foram visualizados em gel de 2,0%, de 

agarose e corado com Nancy-520. (1): Proteína S8 do ribossomo 40S, (2): GAPDH e 

(3): CPB:. O marcador de massa molecular DNA Ladder 100 bp está indicado a direita 

(M)  
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Figura 10: Curvas de dissociação da PCR em tempo real utilizando SYBR green para 

genes de L. (L.) amazonensis obtidas a partir da temperatura de desnaturação dos 

produtos amplificados. O gráfico expressa a derivativa da curva de dissociação (-Rn) 

dos produtos amplificados a partir dos iniciadores para os genes da proteína S8 do 

ribossomo 40S, GAPDH e Cisteína Proteinase B demonstrando um único pico na 

temperatura (0C), o que corresponde à amplificação de um único produto: Tm = 81,2 

0C, Tm = 78,7 0C, Tm = 84,8 0C, respectivamente. Esses resultados são 

representativos de três experimentos independentes em duplicata. 
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Figura 11: Quantificação do gene de cisteína proteinase B (cpb) de Leishmania (L) 

amazonesis por PCR em Tempo Real. Os produtos amplificados da reação de PCR 

quantitativo foram obtidos a partir dos cDNAs dos parasitos promastigotas (tempo 0) e 

nos diferentes tempos da diferenciação (6 h, 24 h, 48 h, 72 h e 96 h). A reação foi 

normalizada utilizando-se a média geométrica da expressão dos genes da proteína S8 

do cromossomo 40S e GAPDH, sendo os dados apresentados como expressão relativa 

dos mesmos genes em promastigotas. Os resultados estão expressos em unidades de 

quantidade relativa (RQ). Estes resultados correspondem a média e os desvios padrão 

de três experimentos independentes (p < 0.05). 
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4.5. Reatividade do anti-rcyspep contra as proteínas de L. (L.) amazonensis 

   A distribuição celular da reatividade do soro anti-rcyspep também foi avaliada 

neste estudo. A proposta destes ensaios foi uma avalição quantitativa desta reatividade 

em frações de membrana e de flagelo dos promastigotas da fase estacionária e dos 

amastigotas obtidos por diferenciação in vitro pelo choque de temperatura e pH, assim 

como dos sobrenadantes de cultivo destes parasitos. Esta quantificação foi feita por 

análises de biossensoriamento de superfície usando como ferramenta de captura das 

proteínas dos parasitos, IgG específicas contra a proteína rcyspep. 

   Uma etapa preliminar destes experimentos foi a funcionalização do sensor chip de 

superfície carboxilada com IgG anti-rcyspep purificada por coluna de afinidade. As 

condições de imobilização de 0,5 µg da IgG usando o método de acoplamento 

EDC/NHS indicou uma RU de 520 ± 54, equivalente a 0,52 ng de proteínas/mm2 do 

chip (Figura 12). O sistema foi calibrado com rcyspep purificada, e para tal foi traçada 

uma curva dose resposta para extrapolação quantitativa da cyspep presente nas 

preparações de proteínas dos parasitos. 

   As análises de biossensoriamento de superfície realizadas aqui foram úteis para 

provar a propriedade de ligação rcyspep com a IgG específica produzida durante a 

imunização do camundongo (Figura 13). A proteína rcyspep foi analisada utilizando 

uma série de concentrações que mostra um aumento no sinal de ressonância por 

minuto (RU/s), o que indica ligação da IgG a rcyspep de um modo dependente da 

concentração, com RUmax de 200,06, (R2 = 0,9939). A linearização da reta gerou uma 

constante de saturação do chip de cerca de 0,95 × 10-2 µg (Figura 14). 

   De maneira geral, os sensorgramas obtidos nos ensaios de antigenicidade das 

frações subcelulares e dos sobrenadantes de cultivo dos parasitos indicaram a valores 

de RU de dissociação (RUd) acima da linha de base, o que foi indicativo da 

propriedade de reconhecimento do anti-rcyspep em todas as preparações do parasito, 

dependente da concentração de proteínas (Figuras 16, 17 e 18). Estes dados foram 

comparados com os testes usando BSA como controle negativo da reatividade deste 

anticorpo que indicaram não haver reconhecimento aleatório pelo anticorpo (Figura 15). 

   Considerando os valores de RUd como interação efetiva, foi possível inferir a 

quantidade proteína reagente ao anticorpo nas preparações das proteínas de 

promastigotas e amastigotas. Os dados foram analisados por regressão linear 

considerando as cinco concentrações de proteínas testadas, cujos coeficientes de 
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determinação da massa de proteína que induz uma resposta no sensor (R²) indicaram 

uma tendência de ligação ao anticorpo, concentração dependente: promastigotas 

[proteínas solúveis do sobrenadante de cultivo (R² = 0,84), da fração de membrana (R² 

=0,93) e da fração de flagelo (R² = 0,87)] e amastigotas [proteínas solúveis do 

sobrenadante de cultivo (R² = 0,93), da fração de membrana (R² = 0,70) e da fração de 

flagelo (R² =0,98)], (Figura 18). 

   A partir destas análises foi possível constatar que os menores valores Ksat 

estavam relacionadas com preparações de membrana e flagelo de ambas as formas do 

parasito, indicando que as proteínas destas frações têm menor propriedade de ligar a 

IgG anti-rcyspep que reveste o chip. Dentre estas, as preparações de proteína de 

membrana de amastigota apresentaram valor de Ksat na ordem de 10× menor (Tabela 

III). 

   Por outro lado, não obstante os maiores valores de RUmax estarem relacionados 

com os sobrenadantes de cultivo dos promastigotas e amastigotas, estas preparações 

apresentaram as menores quantidades de proteínas reagentes a IgG anti-rcyspep, 

devido aos seus maiores valores de constante de saturação do chip (Tabela III). 

   Na continuidade deste estudo, foram realizados ensaios de SPR para avaliar o 

potencial das proteínas do parasito reconhecidas pela IgG anti-rcyspep ligarem ao E-

64, um típico inibidor irreversível de cisteína proteinases. Com estes ensaios foi 

possível medir se o fragmento da região COOH-terminal da CPB é direcionado íntegro 

ou associado à forma não processada da CPB ao sobrenadante de cultivo, a 

membrana e flagelo do parasito. 

   Os resultados destes experimentos indicaram que o complexo imune formado na 

superfície entre chip ainda é capaz de ligar ao E-64, tendo os valores de RU como 

interação efetiva em algumas das preparações de proteínas testada (Figuras 19 e 20). 

Nestes experimentos o sinal de RU para as proteínas da fração de flagelo e do 

sobrenadante de cultura mantiveram-se na faixa de 52 ± 8,7a 40 ± 2,9, enquanto que 

as frações de membrana na faixa de 14,0 ± 1,1 a 10,0 ± 1,5, para ambos promastigotas 

e amastigotas (Figura19 e 20; e Tabela IV). 

   Ainda que os resultados destes experimentos não indicassem uma tendência de 

ligação ao E-64 em curva dose resposta de ressonância, foi possível detectar um sinal 

de RUE-64 acima do sinal de RU para formação do complexo IgG anti-rcyspep nas 

preparações de proteínas de promastigotas (1,4× para fração de membrana; 1,3× para 
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sobrenadante de cultivo) e amastigotas (1,3× frações de flagelo) (Tabela IV). Desta 

forma, foi possível inferir que a quantidade proteína reagente ao anticorpo que ainda 

mantinham a propriedade de ligar ao E-64 foi melhor detectada nas preparações de 

sobrenadante de cultura de promastigotas (1,4 x 10-2 ng/mm2) seguido das frações de 

membrana de promastigotas e de flagelo de amastigotas (0,2 x 10-2 ng/mm2) e da 

fração de membrana de amastigotas (0,1 x 10-2 ng/mm2). 

   Estes dados foram comparados com os testes controles, quando os complexos 

IgG anti-rcyspep foram submetidos a ensaios de SPR com diferentes concentrações de 

E-64. Nestes ensaios, não houve alteração do sinal de ressonância em presença do E-

64, indicando não haver ligação deste inibidor com complexo (Figura 21). 
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Figura 12: Sensorgrama de imobilização da IgG anti-rcyspep na superfície do sensor 

chip. Os valores de 640 RU durante o tempo e 224 segundos de dissociação (A) destes 

ensaios foram considerados como referência para definir as interações da IgG com a 

rcyspep. Estes ensaios de imobilização no sensor chip são representativos de duas 

repetições.  
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Figura 13: Sensorgrama de ligação da IgG anti-rcyspep com a rcyspep na superfície 

do sensor chip. Após imobilização da IgG específica no chip a diferentes concentrações 

( 0,01 μg; 0,1 μg; 1,0 μg; 10 μg; 100 μg) da rcyspep foram testados 

no microfluxo de10μL/min. Os dados da interação estão representados como unidade 

de resposta de ressonância (RU) durante o tempo de 80 segundos. Estes ensaios de 

imobilização no sensor chip são representativos de três repetições. 
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Figura 14: Análise das interações entre IgG específica e rcyspep. Os experimentos 

foram conduzidos com diferentes concentrações de proteína recombinante rcyspep. Os 

dados de unidades de ressonância de dissociação (RUd) e da concentração de 

proteínas (µg) foram analisados por regressão linear. Estes dados são representativos 

de três experimentos. 
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Figura 15: Análise da interação entre IgG anti-rcyspep e albumina sérica bovina (BSA). 

Os experimentos foram conduzidos com diferentes concentrações de BSA: (

0,01 μg; 0,1 μg; 1,0 μg; 10 μg; 100 μg) em um microfluxo de10μL/min. 

Os dados da interação estão representados como unidade de resposta de ressonância 

(RU). Estes ensaios são representativos de três repetições. 
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Figura 16: Sensorgramas de interação entre o IgG anti-rcyspep e as proteínas dos 

promastigotas. Os experimentos foram conduzidos com diferentes concentrações 

( 0,01 μg; 0,1 μg; 1,0 μg; 10 μg; 100 μg) de proteínas solúveis do 

sobrenadante de cultivo (A), da fração de membrana (B) e da fração de flagelo (C) das 

promastigotas de L.(L.) amazonensis. Os gráficos mostram o perfil das interações 

durante 724 segundos de uma triplicata dos experimentos. 
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Figura 17: Sensorgramas de interação entre o IgG anti-rcyspep e as proteínas dos 

amastigotas. Os experimentos foram conduzidos com diferentes concentrações 

( 0,01 μg; 0,1 μg; 1,0 μg; 10 μg; 100 μg) de proteínas solúveis do 

sobrenadante de cultivo (A), da fração de membrana (B) e da fração de flagelo (C) das 

amastigotas de L.(L.) amazonensis. Os gráficos mostram o perfil das interações 

durante 724 segundos de uma triplicata dos experimentos. 
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Figura 18: Análise das interações entre IgG anti-rcyspep e as proteínas do parasito. Os 

experimentos foram conduzidos com diferentes concentrações de proteínas solúveis do 

sobrenadante de cultivo (▼), da fração de membrana () e da fração de flagelo () das 

promastigotas (A) e amastigotas (B) de L.(L.) amazonensis. Os dados de unidades de 

ressonância de dissociação (RUd) e da concentração de proteínas (µg) foram 

analisados por regressão linear. Estes dados são representativos de três experimentos
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Tabela III: Análise quantitativa dos dados de detecção das proteínas de L.(L.) amazonensis pela IgG anti-rcyspep. 

(*) Resposta de dissociação na saturação do chip sensor ( Rumax);
(**) Quantidade de proteína ligada a área de superfície do chip sensor (ng/mm2);
(***) Coeficiente de ligação do chip (ksat)

Frações de Proteínas RUmax Proteína (ng/mm
2
) Ksat (x10

-2
μg)

Fração de Membrana 61,0 ± 5,0 0,06 ± 0,005 6,0 ±  0,5

Fração de Flagelo 74,6 ± 6,0 0,08± 0,006 4,0 ±  0,4

Sobrenadante de cultura 142,6 ± 15,0 0,14 ± 0,015 12,0 ± 1,2

Fração de Membrana 48,0 ± 6,0 0,05 ± 0,006 0,4 ± 0,06

Fração de Flagelo 36,7 ± 4,0 0,04 ± 0,004 6,0 ± 0,40

Sobrenadante de cultura 199,4 ± 2,0 0,20 ± 0,020 13,0 ± 1,3

Promastigotas

Amastigotas

* ** ***
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Figura 19: Sensorgramas de detecção da ligação do E-64 às proteínas dos 

promastigotas. Nestes ensaios após revestir o sensor chip com IgG específica, as 

proteínas do parasito [sobrenadante de cultivo (A), da fração de membrana (B) e da 

fração de flagelo (C)] foram capturadas (I) e submetidas um ciclo de interação com 

diferentes concentrações de E-64 ( 10,0 µM; 1,0 µM; 0,1 µM; 0,01 µM; 

0,001 µM) cuja interação (II) é descrito como sinal ressonância (RU). Os gráficos 

mostram o perfil das interações representadas pelo RU ao longo do tempo (segundos), 

de uma das triplicatas dos experimentos. 
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Figura 20: Sensorgramas de detecção da ligação do E-64 às proteínas dos 

amastigotas. Nestes ensaios após revestir o sensor chip com IgG específica, as 

proteínas do parasito [sobrenadante de cultivo (A), da fração de membrana (B) e da 

fração de flagelo (C)] foram capturadas (I) e submetidas um ciclo de interação com 

diferentes concentrações de E-64 ( 10,0 µM; 1,0 µM; 0,1 µM; 0,01 µM; 

0,001 µM) cuja interação (II) é descrito como sinal ressonância (RU). Os gráficos 

mostram o perfil das interações representadas pelo RU ao longo do tempo (segundos), 

de uma das triplicatas dos experimentos.
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Tabela IV: Análise quantitativa dos dados de detecção da ligação do E-64 às proteínas de L.(L.) amazonensis. 

(*) Resposta de dissociação da ligação da proteína no chip sensor na ausência do inibidor (RU);
(**) Quantidade de proteína ligada a área de superfície do chip sensor (ng/mm2);
(***) Resposta de dissociação da ligação da proteína no chip sensor na presença do E-64 ( RUE-64);

Frações de Proteínas *RU **ng/mm
2 

(×10
-2

) ***RUE-64 ng/mm
2 

(×10
-2

) ***RUE-64 - Ru **ng/mm
2
(×10

-2
)

Fração de Membrana 14,0 ± 1,1 1,4 ± 0,1 16,0 ± 1,1 1,60 ± 0,01 2,0 ± 1,1 0,20 ± 0,11

Fração de Flagelo 40,0 ± 2,9 4,0  ± 0,3 40,6 ± 0,5 4,00 ± 0,05 0,0 ± 0,0 0,00 ± 0,00

Sobrenadante de cultura 49,0 ± 5,7 4,9 ± 0,6 63,0 ± 6,8 6,3 ± 0,098 14,1 ± 1,1 1,4 ± 0,11

Fração de Membrana 10,0 ± 1,5 1,0 ±  0,06 09,0 ± 1,5 9,0 ± 0,0015 1,0 ± 1,5 0,10 ± 0,15

Fração de Flagelo 52,0 ± 8,7 5,2 ± 0,09 54,0 ± 9,2 5,4 ± 0,009 2,0 ± 1,5 0,20 ± 0,15

Sobrenadante de cultura 50,0  ± 2,5 5,0 ± 0,02 50,0 ± 2,8 5,0 ± 0,003 0,0 ± 0,0 0,00 ± 0,00

Promastigotas

Amastigotas
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Figura 21: Sensorgramas de detecção da ligação do E-64 às rcyspep. Nestes 

ensaios após revestir o sensor chip com IgG específica, a rcyspep foram capturadas 

e submetidas um ciclo de interação com diferentes concentrações de E-64 (

10,0 µM; 1,0 µM; 0,1 µM; 0,01 µM;  0,001 µM) cuja interação (II) é 

descrita como sinal ressonância (RU). Os gráficos mostram o perfil das interações 

representadas pelo RU ao longo do tempo (segundos), de uma das triplicatas dos 

experimentos.  



67 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. Discussão 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



68 

 

A motivação deste estudo foi ampliar estudos sobre a função das proteinases 

no protozoário parasito L. (L.) amazonensis, em sentido amplo. As cisteína 

proteinases deste parasito têm um potencial funcional destacável (revisado por 

Silva-Almeida et al., 2014) e um aspecto importante a ser considerado na estrutura 

das enzimas CPBs é a sua extensão COOH-terminal, apenas descritas nestas 

proteínas antes de seu processamento final (Duboise et al.,1994). A proteína COOH-

terminal de aproximadamente 100 aa, aqui denominada cyspep, ainda não tem sua 

função no ciclo de vida do parasito devidamente estudada. Desta forma, estudos 

sobre a proteína CPB tornam-se importantes uma vez que já foi demonstrado que 

sua expressão está aumentada na L. (L.) amazonensis (Alves et al., 2005). 

Além da ação proteolítica da CPB sobre componentes no sistema imune, a 

região cyspep também demonstrou influência na interação parasito-hospedeiro, em 

mamíferos. A cyspep é removida durante o processamento da CPB na forma 

madura e foi observada dentro da célula do hospedeiro (Alves et al., 2005). Este fato 

é um indicativo funcional na resposta imune do hospedeiro vertebrado, como 

demonstrado na indução da expressão de citocinas relacionadas com as respostas 

do tipo 1 e tipo 2 (Alves et al., 2004; Pereira & Alves, 2008). De certa forma o 

potencial da cyspep em atuar no sistema imune foi demonstrado neste trabalho de 

dissertação, uma vez que na infecção experimental por L. (L.) amazonensis, 

camundongos BALB/c desenvolvem uma resposta humoral contra esta proteína. 

Este fato reforça a hipótese de que a cyspep é liberada por L. (L.) amazonensis no 

ambiente extracelular deste parasito, o que nos estimulou a investigar a localização 

desta proteína. As informações obtidas nestes estudos podem subsidiar o 

entendimento de eventos importantes na relação do parasito com seus hospedeiros. 

Neste trabalho visamos agregar novos dados sobre a localização da cyspep que é 

gerada a partir da CPB pelas formas promastigotas e amastigotas do parasito 

L. (L.) amazonensis.  

Na primeira etapa deste trabalho focamos em estudos de diferenciação in 

vitro como um recurso para simular os eventos bioquímicos relacionados à 

adaptação da L. (L.) amazonensis em seus diferentes ambientes: hospedeiro 

vertebrado e invertebrado. Como descrito na literatura, o método de choque de 

temperatura e pH possui a propriedade de induzir mudança morfológica do parasito 

durante a transição de promastigota a amastigota (Bates, 1994; Cysne-Finkelstein et 
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al., 1998; Alves et al., 2005). Além disso, o parasito é capaz de manter a secreção 

dos fatores de virulência como, por exemplo, os componentes proteicos. Alguns 

destes fatores são detectáveis na forma promastigota e sua concentração é 

aumentada durante a transformação para amastigotas, confirmando a manutenção 

da virulência dos parasitos (Leon et al., 1994; Alves et al., 2005). 

Nossos resultados revelaram que o acompanhamento da diferenciação in 

vitro por microscopia mostrou-se uma ferramenta útil ao permitir observar o 

comportamento em cultura das formas intermediárias do parasito até a diferenciação 

total. Um fato interessante observado foi o progressivo desaparecimento da 

população de parasitos com flagelo, ao longo da diferenciação. De certa forma este 

é um fato já descrito, mas até o presente momento são raros os registros do 

acompanhamento das populações de L. (L.) amazonensis durante as primeiras 

horas da transformação in vitro (Alves et al., 2005). No início da indução da 

diferenciação há predomínio das formas metacíclicas no perfil da população, que 

são descritas como formas promastigotas delgadas com flagelo relativamente longo, 

na maior parte da população da fase estacionária (Sacks & Perkins, 1984; Franke et 

al. 1985; Da Silva & Sacks, 1987; Sacks, 1989; Grimm et al. 1991; Cysne-Finkelstein 

et al., 1998); as quais tornam-se indetectáveis no final de 96 horas de diferenciação 

dando lugar a um segundo perfil de população, sem flagelo livre e arredondada. 

Durante o ciclo de vida de flagelados digenético como Leishmania spp, ocorre 

alternância entre promastigotas e amastigotas que diferem significativamente na 

morfologia celular e comprimento do flagelo. Estudos recentes têm gerado novas 

propostas sobre os mecanismos pelos quais as Leishmania spp regulam a 

expressão de genes necessários para a montagem do flagelo, e os mecanismos 

utilizados para modificar o seu comprimento. Enquanto o papel crítico do flagelo na 

biologia dos promastigotas tem sido muito investigado, como adesão e motilidade 

(Zenian et al., 1979; Bates & Rogers, 2004), o mesmo não pode ser afirmado para o 

flagelo de amastigotas. No entanto, trabalhos recentes sugerem que um flagelo 

rudimentar em amastigota pode atuar na organização celular e/ou percepção 

sensorial, que são fundamentais para a sobrevivência da Leishmania sp. no interior 

dos macrófagos (Gluenz et al., 2010). A descrição gradativa da mudança do perfil da 

população de L. (L) amazonensis, quanto à ocorrência de flagelo livre, 

possivelmente é um fenômeno decorrente das pressões do ambiente impostas ao 

parasito durante a diferenciação. Além disso, esta mudança de perfil estaria 
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associada à expressão de fatores de virulência como cisteína proteinases, que aqui 

foi oportuno investigar. 

O aumento da expressão da CPB de L. (L) amazonensis ao longo da 

diferenciação parece ser importante para o fenômeno da autofagia, para que as 

formas promastigotas metacíclicas se diferenciem em amastigotas. Em 

L. (L.) mexicana, o aumento do número de autofagolisossomos durante a 

transformação foi relacionada com a remodelagem da arquitetura celular. Estudos 

mostram que a inibição das proteinases lisosssomais CPA e CPB, ou remoção de 

seus genes, não só interfere na via autofágica, mas também impede a 

metaciclogênese e a transformação para amastigotas, dando suporte a hipótese de 

que a autofagia é necessária à diferenciação celular (Williams et al., 2006). Neste 

contexto, é possível afirmar que a expressão da CPB ao longo da diferenciação 

influencia no sucesso da adaptação do parasito ao ambiente intracelular, mostrando-

se como um importante fator de virulência envolvido no processo de diferenciação 

da L. (L) amazonensis. 

A capacidade de adaptação de um parasito é um requisito para o sucesso da 

relação com seu hospedeiro, que se dá por seleção natural, em um determinado 

ambiente. Esse fenômeno, em parasitos do gênero Leishmania, pode ser atribuído a 

necessidade de diferenciação dos protozoários parasitos quando alternam de 

hospedeiros. A cyspep quando eliminada pelo parasito para os ambientes onde 

vivem teriam um significado relevante em sua adaptação durante o ciclo de vida. Até 

o presente momento essa proteína foi verificada apenas quanto à ação de seus 

peptídeos na modulação da resposta imune do hospedeiro vertebrado (Alves et al., 

2001; Pereira et al., 2010). No entanto, também existe a possibilidade da cyspep 

atuar diretamente sobre as células dos hospedeiros vertebrado e invertebrado, 

influenciando em vários eventos do ciclo biológico. Desta forma, oportuno se faz 

definir se este fragmento da CPB é direcionado íntegro ou associado à forma nativa 

da enzima para o meio extracelular do parasito. 

A abordagem de localização da cyspep aplicada neste trabalho baseou-se na 

possibilidade de rastrear a presença da proteína no sobrenadante de cultura e em 

frações de membrana e de flagelo, usando um anticorpo policlonal como uma 

ferramenta de captura em um sistema de biossensoriamento de superfície. Este 

enfoque vem sendo aplicado na detecção de estruturas bioativas e vias de 

reconhecimento celular (Velasco-Garcia, 2009), no rastreamento de ligantes na 
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superfície de células osteogênicas (Kuo et al., 2011), no reconhecimento entre 

ligantes e receptores no modelo Leishmania spp como ligantes de heparina (Côrtes 

et al., 2011) e da proteína H-2 (Silva-Souza et al., 2014). Neste contexto, nossos 

estudos com esta abordagem físico-química, revelando a formação do complexo 

antígeno anticorpo, foram satisfatórios para indicar a presença da cyspep em L. (L) 

amazonensis.  

Uma das vantagens da metodologia de biossensoriamento de superfície 

utilizada em nossos estudos é a possibilidade de análise do fenômeno de ligação 

diretamente em ambientes complexos, mistura de proteínas, em tempo real, 

levando-se em conta a quarta dimensão no estabelecimento da interação molecular 

(Van Regenmortel, 1996). Assim, os resultados de SPR que apresentamos são 

dinâmicos e fidedignos a realidade do fenômeno de interação que está sendo 

pesquisado: formação do complexo entre anticorpo anti-rcyspep e o antígeno cyspep 

presente no sobrenadante de cultura, em frações de membrana e de flagelo do 

parasito L. (L) amazonensis.  

A estratégia de fracionamento celular usada neste trabalho foi favorável a 

concentração de proteínas das membranas de L.(L) amazonensis, as quais incluem 

as membranas de superfície, de organelas e de flagelo (Morgado Diaz et al., 2005; 

Côrtes et al., 2011). Interessantemente, apesar da detecção dos complexos imunes 

indicarem o direcionamento celular da cyspep, nossos resultados não permitem 

afirmar que esta proteína está associada à membrana do parasito. No entanto, 

achados anteriores demonstram que cisteína proteinases de L. (L.) amazonensis 

tem características estruturais hidrofóbicas e estão localizadas na membrana de 

superfície deste parasito (Alves et al., 1993; 2000; 2005). Além disso, também foi 

demonstrado que homólogos de CPBs estão localizados na superfície de L. (V.) 

braziliensis ancoradas via glicosilfosfatidilinositol (Rebello et al., 2009). Estamos 

certos que estudos adicionais são necessários para melhor entender a detecção 

deste complexo imune com a cyspep nas membranas do parasito de L. (L.) 

amazonensis. 

O desenho experimental proposto neste estudo nos garante que somente 

CPBs o foram detectadas em nossos experimentos de SPR. Importante se faz 

lembrar, que existem 87 famílias de cisteína proteinases organizadas com base na 

composição de organização estrutural (http://merops.sanger.ac.uk/), significando 

uma preferência de catálise e da ação de inibidores sobre os diferentes membros 
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das famílias. Classicamente o E-64 é um inibidor irreversível específico de CPs 

como catepsina K, catepsina B, catepsina H, actinidina, calpaína entre outras 

(Lecaille et al., 2002). No entanto, alguns ortólogos de CPs são fracamente inibidos, 

ou ainda, não são inibidos pelo E-64 como a bromelina (Harrach, 1998) e a 

falcipaína 1 (Goh, 2005), respectivamente. Assim, algumas isoformas de CPs podem 

realizar ligações covalentes com as enzimas e outras não, e este fato é dependente 

de variações dos aminoácidos que constituem o centro ativo. Portanto, como a 

cyspep é uma região exclusiva das enzimas CPB a captura da cyspep com anticorpo 

policlonal nos garante que apenas CPB estão sendo detectadas e com propriedade 

de ligar ao E-64. 

Nosso esforço em rastrear a presença da cyspep de L. (L) amazonensis 

associando a técnica de fracionamento para a obtenção das frações subcelulares e 

biossensoriamento de superfície foi determinante para indicar que o parasito lança a 

cyspep no meio extracelular de amastigotas e promastigotas de forma diferente. 

Reunimos evidências de que em promastigotas, a cyspep é direcionada ao meio 

extracelular ainda associada a CPB, sugerindo que o processamento desta enzima 

até a sua forma madura continua no meio extracelular dos promastigotas. Este 

achado pode significar que as CPBs presentes no sobrenadante de promastigotas 

são preservadas em sua forma não processada para algum efeito biológico ainda 

não descoberto. Um passo fundamental à compreensão deste fenômeno seria a 

proposição de um estudo para confirmar a estrutura das isoformas de CPBs 

presentes no sobrenadante de cultivo deste parasito e ainda um estudo sobre os 

efeitos da cyspep recombinante no microambiente do tecido da glândula salivar do 

inseto vetor. 

De maneira geral, bactérias usam uma série de diferentes mecanismos para 

regular e produzir peptídeos ativos e proteínas. A maioria das bacteriocinas são 

produzidas como peptídeos precursores, que são modificados pós-síntese dentro ou 

no exterior da célula durante a exportação para gerar as suas formas biologicamente 

ativas (Jack et al., 1995). Peptídeos antimicrobianos de bactérias (Pütsep et al., 

1999a; 1999b) e de organismos superiores (Schindler et al.,1964; Park et al., 1998) 

podem ser produzidos a partir da degradação de proteínas maiores. A existência de 

processamento extracelular de proteínas representa uma possibilidade para um 

micro-organismo gerar peptídeos antimicrobianos, como descrito em 

Propionibacterium jensenii (Faye et al., 2002). Provavelmente, o processamento 
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extracelular da pró-CPB de promastigotas metacíclicas pode ser interpretado como 

uma forma do parasito gerar a cyspep, ou seus fragmentos, estruturalmente estáveis 

que atuariam como peptídeos bioativos na glândula salivar do inseto vetor. 

Adicionalmente, a maioria das proteínas que tem sua função biológica no 

meio extracelular contém ligações dissulfeto. Essas ligações influenciam na 

termodinâmica de enovelamento de proteínas, estabilizam a conformação nativa, 

mantêm a integridade da proteína frente a agentes oxidantes e enzimas proteolíticas 

no ambiente extracelular. Ou seja, ao estabilizar a estrutura da proteína, ligações 

dissulfeto podem proteger as proteínas contra danos e aumentar sua meia-vida 

(Hogg, 2003). A cyspep possui nove resíduos de cisteína que têm o potencial de 

formar ligações dissulfeto (Alves et al., 2001; Pereira et al., 2011; Santos, 2014), 

este fato fortalece a hipótese de que cyspep pode manter sua estabilidade estrutural 

no meio extracelular. Experimentos futuros são necessários para confirmar esta 

hipótese. 

Além disso, o fato da cyspep ser encontrada livre no sobrenadante de cultivo 

de amastigotas vem ao encontro com os achados biológicos sobre esta proteína na 

modulação da resposta imune desencadeada pela L. (L) amazonensis durante a 

infecção experimental em BALB/c. Desta forma, no interior dos macrófagos, a 

cyspep de amastigotas é liberada durante a maturação da pró-CPB e direcionada às 

vias de processamento intracelular do sistema MHC de camundongo. Estes fatos, 

em conjunto, nos permite refletir que o parasito pode utilizar produtos do 

processamento de suas proteínas para atuarem no hospedeiro vertebrado induzindo 

um resposta imune do tipo 1 ou do tipo 2 (Alves et al., 2004; Pereira et al., 2010).  

O ciclo de vida de protozoários parasitos do gênero Leishmania demanda 

destes micro-organismos uma capacidade adaptativa devido às adversidades dos 

microambientes a que estão sujeitos, hospedeiro invertebrado e vertebrado. A 

modulação da expressão de fatores de virulência durante a alternância de 

hospedeiros sugere um recurso evolutivo da L. (L.) amazonensis que contribui na 

estruturação do estilo de vida deste parasito. Como a cyspep é detectada em 

promastigota e amastigota, provavelmente as atuações desta proteína pode 

representar uma das possibilidades que a L. (L.) amazonensis dispõe para escapar 

das agressões que sofrem nos hospedeiros invertebrado e vertebrado, favorecendo 

sua existência. 
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6. Conclusões 
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1. Uma proteína de 14 kDa foi obtida em sistema heterólogo pET28-a contendo 

um inserto correspondente a sequência gênica da porção COOH-terminal da 

CPB de L.(L.) amazonensis, denominada rcyspep. 

 

2. Ao longo da infecção de camundongos BALB/c por L. (L.) amazonensis ocorre 

uma resposta imune humoral direcionada a epítopos preservados na proteína 

recombinante rcyspep. 

 

3. Com os ensaios propostos para indução da diferenciação dos promastigotas 

em amastigotas de L. (L.) amazonensis in vitro, foi constatada uma gradual 

mudança do padrão morfológico da população de parasitos, em uma cinética 

temporal. Com predominância de formas alongadas e arredondadas com 

flagelo livre nas primeiras horas (0h a 48h) e de formas arredondados sem 

flagelo livre no final da diferenciação (96h).  

 

4. Os parasitos submetidos às condições de diferenciação in vitro apresentaram 

aumento da quantidade de transcritos do gene cpb, quando comparados com 

a quantidade dos transcritos destes genes em promastigotas obtidos na fase 

estacionária de cultivo in vitro. Adicionalmente, a quantidade relativa dos 

transcritos do gene cpb manteve-se constante após 72h de diferenciação. 

 

5. Anticorpos anti-rcyspep produzido em camundongos sensibilizados foram 

capazes de reconhecer a proteína rcyspep no sistema de fase sólida proposto 

neste estudo, ressonância plasmônica de superfície (SPR) com micro chip de 

ouro de superfície carboxilada. Isto indica que a antigenicidade e 

especificidade destas imunoglobulinas é preservada após purificação. 

 

6. Com os ensaios de SPR propostos foi possível detectar proteínas com 

reatividade aos anticorpos anti-rcyspep em preparações de promastigotas e 

amastigotas obtidas por fracionamento subcelular e do sobrenadante de 

cultivo de L. (L.) amazonensis. 
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7. Os complexos imunes destacados por SPR foram úteis para determinar a 

distribuição da cyspep em frações de membrana e de flagelo e no 

sobrenadante de cultivo dos promastigotas e dos amastigotas de 

L. (L.) amazonensis. 

 

8. Os maiores valores de Ksat detectados neste trabalho foram relevantes para 

indicar que os sobrenadantes de cultivo dos promastigotas e amastigotas 

apresentaram as menores quantidades de proteínas reagentes a IgG anti-

rcyspep. Ao contrário das preparações de proteína de membrana de 

amastigota que apresentaram os menores valores de Ksat. 

 

9. Promastigotas e amastigotas de L. (L.) amazonensis lançam proteínas 

reconhecidas pela IgG anti-rcyspep para o meio extracelular. 

 

10. Sobrenadante de cultura de promastigotas L. (L.) amazonensis contém 

proteínas reagentes a IgG anti-rcyspep que ainda são capazes ligar ao E-64, 

sugerindo a presença de pró-CBPs nestas preparações. 
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