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RESUMO 

 
As leishmanioses são um grupo de doenças infecciosas provocadas por parasitas do gênero 

Leishmania que, dependendo da espécie, ocasionam manifestações clínicas distintas, do tipo 

tegumentar ou visceral. A Leishmania braziliensis é o agente etiológico da Leishmaniose 

Tegumentar (LT) do novo mundo, com múltiplos registros de casos em todas as Américas. A 

falta de um diagnóstico rápido e preciso para a LT ressalta a necessidade urgente de novos 

métodos diagnósticos que possam fornecer resultados confiáveis sem depender de um 

conjunto complexo de metodologias. Como uma alternativa promissora, o uso de proteínas 

recombinantes vem sendo explorado para o desenvolvimento de testes rápidos no diagnóstico 

de várias doenças, incluindo a LT. Estudos têm mostrado resultados significativos, 

destacando o potencial dessas proteínas na melhoria da precisão e rapidez dos diagnósticos. 

Dessa forma, o presente estudo visa avaliar ortólogos de L. braziliensis de proteínas 

recombinantes de Leishmania infantum avaliadas como alternativas para o diagnóstico 

sorológico da Leishmaniose Visceral. Logo, foi construído um painel com oito proteínas 

recombinantes (Lci2, Lci3, Lci5, Lci6, Lci7, Lci9, Lci11 e Lci13), identificadas em estudos que 

antecedem o presente trabalho. A busca por seus ortólogos foi realizada in sílico seguida de 

análises comparativas das sequências e a predição de epítopos para células B e para MHC 

de classe II. Proteínas ortólogas aos antígenos Lci2 e Lci3 apresentaram conservação entre 

seus domínios, porém com seus motivos repetitivos diferindo das sequências de L. infantum 

e apontando a possibilidade de um elevado reportório antigênico. Já as ortólogas das Lci5 e 

Lci6 apresentaram domínios e motivos conservados, equivalentes as sequências de L. 

infantum, e baixo repertório antigênico. Também, as proteínas ortólogas Lci7, Lci11 e Lci13 

exibiram sequências conservadas e similares as de L. infantum, corroborando um potencial 

para reatividade cruzada com LV. Já a Lci9 não apresentou ortologia para L. braziliensis. Em 

uma segunda análise, a predição de epítopos para os ortólogos de Lci2 e Lci3, exibiram 

percentuais relevantes indicando regiões potentes ao reconhecimento de anticorpos por 

células B e células para MHC II. Dessa forma, estes ortólogos para L. braziliensis, podem ser 

viáveis se usados para o diagnóstico sorológico da LT.   

 

Palavras-chave: Antígeno. Conservação. Epítopos. Ortologia. Sorodiagnóstico. 



 

SANTANA, I.A.M. In silico evaluation of orthologous recombinant protein of 

Leishmania braziliensis with potential for serological application in cutaneous 

leishmaniasis. 2024. 54. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação em 
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ABSTRACT 

 

Leishmaniasis are a group of infectious diseases caused by parasites of the genus 

Leishmania, which, depending on the species, cause distinct clinical manifestations, of the 

tegumentary or visceral type. Leishmania braziliensis is the etiological agent of New World 

Tegumentary Leishmaniasis (TL), with multiple reported cases throughout the Americas. The 

lack of a rapid and accurate diagnosis for TL highlights the urgent need for new diagnostic 

methods that can provide reliable results without relying on a complex set of methodologies. 

As a promising alternative, the use of recombinant proteins has been explored for the 

development of rapid tests for the diagnosis of several diseases, including TL. Studies have 

shown significant results, highlighting the potential of these proteins in improving the accuracy 

and speed of diagnosis. Thus, the present study aims to evaluate L. braziliensis orthologs of 

Leishmania infantum recombinant proteins found to be alternatives for the serological 

diagnosis of the Visceral Leishmaniasis. Therefore, a panel of eight recombinant proteins was 

selected (Lci2, Lci3, Lci5, Lci6, Lci7, Lci9, Lci11 and Lci13), identified in studies preceding the 

present work. A search for their orthologs was performed in silico with a comparative analysis 

of their sequences carried out, followed by the prediction for B cells and MHC class II epitopes. 

In a first analysis, orthologues to the Lci2 and Lci3 antigens showed conservation within their 

domains, but with their repetitive motifs differing from the L. infantum sequences and indicating 

the possibility of a highly antigenic repertoire. The orthologous proteins Lci5 and Lci6 

presented conserved domains and motifs, equivalent to the sequences of L. infantum, and a 

low antigenic repertoire. Also, the orthologous proteins Lci7, Lci11 and Lci13 presented 

conserved sequences similar to those of L. infantum, corroborating a potential for cross-

reactivity with LV. Lci9 did not present orthology for L. braziliensis. In a second analysis, the 

prediction of epitopes for the Lci2 and Lci3 orthologs showed relevant percentages indicating 

potent regions for the recognition of antibodies by B cells and MHC II cells. Thus, their L. 

braziliensis orthologs may be viable to be used for the serological diagnosis of TL. 

 

 

Key words: Antigen. Conservation. Epitopes. Orthology . Serodiagnosis.
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1 Introdução 

Protozoários da família Trypanosomatidae, pertencentes ao gênero 

Leishmania, são causadores de um grupo de doenças caracterizadas por sua 

complexidade e diversidade epidemiológica, alta taxa de morbidade e mortalidade, 

representando um grande problema de Saúde Pública (PAGNIEZ et al., 2023). Este 

gênero compreende espécies divididas em dois subgêneros, Viannia e Leishmania, 

responsáveis pelas formas distintas de Leishmaniose, como a Leishmaniose 

Tegumentar Americana ou Cutânea (LT), Leishmaniose Visceral (LV) e Leishmaniose 

Mucocutânea (LMC). No Brasil, a LT é predominantemente causada por Leishmania 

braziliensis, do subgênero Viannia, enquanto a LV e LCM apresentam, 

respectivamente, Leishmania infantum e Leishmania amazonensis, ambas do 

subgênero Leishmania como principais representantes (DE VRIES et al., 2022). 

O protozoário Leishmania braziliensis é conhecido por causar uma infecção 

emergente e negligenciada. Este parasita tem como reservatórios animais silvestres, 

sinantrópicos e domésticos, que desempenham um papel crucial na formação de 

áreas endêmicas. (MORGADO et al., 2023).  No Brasil, está presente no âmbito rural, 

litorâneo, urbano e florestal, com destaque para região Norte do país, onde concentra 

o maior número de casos registrados. Sua patogenicidade provoca lesões ulcerativas 

na superfície corporal, localizada ou difusa, ocasionando uma problemática 

socioeconômica, visto que o perfil clínico evolutivo pode resultar em deformidade. 

(VIEIRA et al., 2021). 

A endemicidade da LT apresenta como fator consolidante a insuficiência no 

diagnóstico precoce e ativo, devido à baixa sensibilidade no teste padrão ouro para o 

diagnóstico da doença (GOMES et al., 2014). A sorologia é uma das ferramentas 

utilizadas no diagnóstico da LT sendo mais viável devido a sua praticidade em 

execução, baixo custo e fácil alcance a populações endêmicas. Porém, devido aos 

baixos títulos de anticorpos para detecção da LT, existe uma prevalência de 

resultados falso-negativos, e reatividade cruzada com outros tripanosomatídeos, 

como o Trypanosoma cruzi, agente etiológico da doença de chagas. O Sistema Único 

de Saúde-SUS, já há bastante tempo, implementou para o diagnóstico da LT a 

intradermorreação de Montenegro (IDRM), que consiste em uma reação de 

hipersensibilidade retardada (NASCIMENTO et al., 1993). Atualmente, contudo, este 
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teste está descontinuado por demonstrar limitações referente a sensibilidade e 

especificidade, positivando para indivíduos com quadro agudo e crônico, vacinados e 

expostos anteriormente ao parasita. Também apresenta reatividade cruzada 

associada a patologias com antígenos estruturalmente semelhantes (SILVA et al., 

2007). 

Considerando o cenário atual de insuficiência nos testes para detecção da LT, 

somado a variedade de espécies que podem apresentar antígenos em comum, 

tornou-se emergente a pesquisa por novas estratégias de diagnóstico. Estudos que 

precedem o atual trabalho, identificaram diferentes proteínas recombinantes (Lci2; 

Lci3, Lci5, Lci12 e Lci13) que apresentaram bom desempenho em ensaio 

imunoenzimático ligado à enzima (ELISA) associado ao diagnóstico sorológico da LV, 

aumentando a sensibilidade e especificidade do teste (OLIVEIRA et al., 2011) 

(MAGALHÃES et al., 2017).  A partir desses resultados, surgiu a ideia em pesquisar 

ortologia com L. braziliensis, buscando antígenos recombinantes para aplicação 

sorológica da LT. Os resultados sugerem as proteínas ortólogas aos antígenos Lci2 e 

Lci3 como promissores, por conter motivos repetitivos conservados, distintos de L. 

infantum, e com bom reportório antigênico. Além disso, ambas as proteínas 

apresentaram epítopos com 100% da capacidade preditiva em reconhecer anticorpos 

específicos apresentados por MHC de classe II e pequenas variações nos epítopos 

previstos para células B. Portanto, a obtenção de ortólogos para L. braziliensis torna-

se viável, uma vez que motivos conservados detectados resultam em sequências 

proteicas com capacidade de exploração e podem potencializar o diagnóstico 

sorológico da leishmaniose tegumentar.   
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 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

2.1 ASPECTOS GERAIS DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR  

 

A leishmaniose tegumentar (LT) é considerada uma zoonose ocorrente na 

interface de seres humanos, animais e meio ambiente (DE, S. et al., 2004). A LT 

possui como agente causador um protozoário intracelular obrigatório, pertencente à 

ordem Kinetoplastida e família Trypanosomatidae, que se caracterizam pela presença 

do cinetoplasto provedor de energia para movimentação do parasita e de microtúbulos 

rígidos garantindo estruturas bem definidas ao longo do ciclo de vida (WEIGLE et al., 

1996). Insetos hematófagos pertencentes aos gêneros Lutzomyia, encontrado nas 

Américas e Phlebotomus amplamente distribuído no continente Africano, Asiático e 

Europeu (Figura1), são os vetores responsáveis por comportar e proporcionar o 

desenvolvimento e transmissão do parasita. Estes insetos pertencem à ordem 

Díptera; subordem Nematocera; família Psychodidae, e subfamília Phlebotominae, 

apresentando aparelho bucal curto e adaptado para o repasse sanguíneo, corpo 

característico por uma pelugem densa, asas em formato de “V” e variação na 

coloração conforme as espécies (RANGEL et al., 2007). 

Figura 1 - Fêmea do vetor responsável pela transmissão da leishmaniose tegumentar no 

Velho e Novo Mundo. 

 

Legenda: Espécies de flebotomíneos vetores de LT. (A) Phlebotomus sp. representante vetorial no 

Velho mundo. (B) Lutzomyia sp. representante vetorial nas Américas. 

Fonte: WILSON, Ray. Phlebotomidae. Disponível em: 

http://www.raywilsonbirdphotography.co.uk/Galleries/Invertebrates/Diptera/Phlebotomidae.html. 
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A LT caracteriza uma doença metaxênica, por possuir durante o ciclo de vida 

do protozoário, fase de transformação e multiplicação no intestino do vetor. O parasita 

do gênero Leishmania apresenta duas formas evolutivas: promastigota, morfologia de 

caráter flagelar, fusiforme, com núcleo central e um cinetoplasto na região anterior, 

presente em meio extracelular; amastigota com formato esférico ou oval, com núcleo 

proeminente, ausência de flagelo e presente no meio intracelular em células 

fagocíticas (MCGWIRE et al., 2014). O processo patológico tem origem quando 

flebotomíneos fêmeas infectadas realizam repasse sanguíneo ao hospedeiro 

vertebrado, inoculando promastigotas metacíclicas (Figura 2) (READY 2013). A saliva 

de vetores como Lutzomyia longipalpis, contém potente vasodilatador sendo crucial 

na imunomodulação das células do sistema imune inato do hospedeiro, promovendo 

quimiotaxia e interações com macrófagos capazes de impedir a ação efetora desses 

fagócitos contra o parasita (SILVA et al., 2007). A internalização da Leishmania ocorre 

por interações com receptores na superfície celular, direcionando o protozoário ao 

vacúolo parasitóforo, no qual, em condições ácidas, inicia o processo de multiplicação, 

ocasionando rompimento celular e liberando-as para infectar outras células. A 

infecção dos insetos é ocasionada durante o repasto sanguíneo em hospedeiros 

infectados, quando amastigotas são ingeridas pelo hematófago e envolvidas pela 

matriz peritrófica presente no intestino do inseto, no qual ocorre a transformação em 

promastigotas delgadas e longas (TEIXEIRA et al., 2013). O processo na migração 

das formas flageladas, do intestino para porções anteriores ao aparelho digestivo do 

inseto, torna propício à propagação do ciclo e alcance a novos hospedeiros durante a 

alimentação desses vetores. (TINOCO-NUNES et al., 2016).  

Nacionalmente, sete espécies de Leishmania são relatadas como causadoras 

de LT, sendo elas: Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) 

lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg, L. (V.) shawi, L. (Leishmania) amazonensis 

(BRITO et al., 2012). Estas espécies diferem entre subgênero, níveis de 

patogenicidade e distribuição geográfica. O desenvolvimento do parasita no intestino 

do vetor é crucial para identificação do complexo parasitário e o subgênero de origem. 

Aqueles pertencentes ao subgênero Viannia se desenvolvem na região posterior ao 

intestino do flebotomíneo, aderidos a parede e apresentando menor patogenicidade 

quando comparado aos do subgênero Leishmania. Estes se caracterizam por 



18 
 

desenvolver-se entre a região anterior e média ao intestino do vetor, sendo 

responsáveis pelas manifestações clínicas mais graves da LT (DIOTALLEVI et al., 

2020).  A variação entre diferentes espécies de Leishmania apresenta correlação com 

condições ambientais e epidemiológicas, sendo predominantemente encontradas em 

regiões específicas do país. Assim, a L. (V.) guyanensis é a principal representante 

da forma mucocutânea da LT no Brasil, especificamente na Região Norte. Já a forma 

cutânea, por meio da L. (V.) braziliensis, é amplamente notificada no território nacional 

provocando o quadro mais frequente da leishmaniose tegumentar (SIVIERO et al., 

2005).  

 

Figura 2 - Ciclo de vida do gênero Leishmania. 

 

Legenda: Desenho esquemático do ciclo de vida e infecção por Leishmania spp. 

Fonte: Adaptado SHEIKH et al. 2020 

 

2.2 EPIDEMIOLOGIA DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR 

 

 Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), a LT consiste no espectro 

clínico mais comum entre as leishmanioses, presente no continente Americano, 

Africano, Asiático e Europeu, com variações entre 600.000 e 1 milhão de novos casos 
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anualmente (WHO, 2023). Entre os fatores favoráveis a ecoepidemiologia, encontram-

se as áreas tropicais e subtropicais, relações socioeconômicas e demográficas, 

ocasionando comorbidades consideráveis no Norte da África, elevado índice de 

notificação no Oriente Médio, além do estabelecimento de endemias na Ásia Central 

e Sudeste Asiático (PIYASIRI et al. 2022). Nas Américas, ou Novo Mundo, 17 países 

são caracterizados endêmicos para infecção, segundo dados apresentados pela 

Organização Pan-Americana da Saúde (OPAS). Em um recorte temporal, realizado 

entre os anos de 2001 e 2021 (Figura 3), foram notificados 1.105.545 casos de 

leishmaniose cutânea (LT) e leishmaniose mucosa (LMC), espectros clínicos da LT, 

nos quais 37,60% correspondem ao Brasil (OPAS, 2022). 

 

 

Figura 3 - Número de casos notificados de leishmaniose cutânea,  

Região das Américas, 2001-2021.  

 

Legenda: Dados notificados pelos programas de leishmanioses e serviços de vigilância de 17 

países endêmicos nas Américas. Os pontos marcados no gráfico representam o cômputo real de 

casos. As linhas correspondem a tendências de curto prazo, calculadas utilizando métodos de 

regressão local.  

Fonte: Organização Pan-Americana da Saúde. Sistema de Informação Regional de 

Leishmanioses nas Américas (SisLeish). Washington, DC: OPAS; 2022 

 

 

No território nacional, a incidência da LT é em média 12,97 casos/100.000 

habitantes, que correspondem a LC e LMC, 94% e 6%, respectivamente 

(OPAS,2023). A região Norte do país é relatada como a maior problemática em 
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relação ao registro anual em número de casos (Figura 4), apresentando condições 

ideais à persistência de focos ativos em matas remanescentes, agravado pela 

adaptação de animais sinantrópicos caracterizados com elevado potencial para 

reservatório do parasita (ALVAR et al., 2012). Economicamente, a região é baseada 

no extrativismo vegetal e na agropecuária, sendo esses serviços propícios ao contato 

com o vetor, assumindo uma das características da LT, doença ocupacional devido 

às atividades profissionais em áreas endêmicas (MATTOS et al. 2023). 

 

Figura 4 - Índice de leishmaniose cutânea, Brasil, 2020-2022. 

 

Legenda: O Ministério da Saúde informou 1208 casos de municípios não identificados que não foram 

incluídos nos cálculos do índice composto de leishmaniose. 

   Fonte: Organização Pan-Americana da Saúde. Sistema de Informação Regional de Leishmanioses 

nas Américas (SisLeish) [Internet]. Washington, D.C.: OPAS; 2023.  
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O Estado de Pernambuco, localizado na região Nordeste do país, apresenta 

34% dos seus municípios endêmicos para LT, decorrente da predominância em 

agricultura familiar, criação de animais com grande porte e espécies de flebotomíneos 

adaptadas ao peridomicílio (ARAÚJO et al., 2022). O município de Timbaúba é 

relatado em estudo de caso-controle, apresentando características rurais e múltiplas 

espécies de vetores para LT, sendo esses fatores um indicador para incidência na 

transmissão da doença, potencializado pela presença de vegetação densa próxima 

às residências, crucial na permanência de flebotomíneos nessa região (DE ARAUJO 

et al., 2016). Por isso, é fundamental o monitoramento da prevalência da LT e a 

identificação de casos para estratégias de controle e tratamento eficaz.  

 

2.3 DIAGNÓSTICO DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR    

 

No Brasil, o diagnóstico para LT é vinculado à associação de metodologias 

complexas que visam obter precisão em seu resultado, utilizando de métodos 

parasitológicos, moleculares e sorológicos (SZARGIKI et al., 2009). Desafios oriundos 

da diversidade antigênica, baixa sensibilidade em técnicas tradicionais e 

procedimentos invasivos para coleta de material, agravado pelo perfil clínico-

epidemiológico semelhante a outras patologias com acometimento cutâneo, como 

hanseníase e tuberculose, são fatores pertinentes ao cenário atual emergente na 

busca por novas estratégias para um diagnóstico ágil e preciso (REIMÃO et al., 2020). 

Sua ausência contribui significativamente para a manutenção dos reservatórios 

parasitários, impactando na disseminação da infecção, tratamentos tardios e 

deficiência no controle da doença (BRASIL, 2017). 

 

2.3.1 Diagnóstico Molecular   

 

Entre as múltiplas abordagens no diagnóstico da LT, identificar o DNA do 

parasita por meio de testes moleculares têm demonstrado destaque devido à alta 

sensibilidade e especificidade (SCHÖNIAN et al., 2003).  A utilização de ensaios como 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), por meio das técnicas de PCR convencional 

e PCR em tempo real (qPCR), têm permitido detectar o parasita, identificar a espécie 

e quantificar a carga parasitária, sendo útil no direcionamento ágil ao tratamento e 

possibilitando o acompanhamento na resposta a terapia (REITHINGER et al., 2007). 
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Em sua aplicabilidade, fornece benefícios por apresentar possibilidade de métodos 

não invasivos na coleta de amostra, realizando através de escova citológica, 

rolamento na úlcera e obtenção do material celular, entretanto, amostras podem ser 

obtidas por raspagem e biópsia (BOGGILD et al., 2010). A distribuição do parasita na 

lesão e o local de amostragem são fatores que impactam na sensibilidade do método, 

com a zona ulcerada, subdividida entre centro, base e borda, podendo refletir na carga 

parasitária e análise diagnóstica (DE LOS SANTOS et al., 2024). Estudos relatam a 

correlação entre esses fatores, demonstrando carga parasitária elevada no centro e 

base da ulceração, quando comparada as bordas da lesão. Resultados 

significativamente melhores também foram obtidos por amostragem de escova 

citológica em relação às raspagens e biópsias (SUÁREZ et al., 2015). Apesar dos 

resultados promissores, a metodologia de PCR enfrenta obstáculos como altos custos 

e insumos específicos para realização do teste, potencializado pela carência de 

laboratório em áreas endêmicas que inviabilizam o transporte de amostras para as 

regiões centrais e especializadas (MOREIRA et al., 2018). 

 

2.3.2 Diagnóstico Parasitológico   

 

A confirmação direta da infecção por Leishmania utiliza técnicas parasitológicas 

que permitem a visualização de amastigotas proveniente de tecido ulcerado. Métodos 

como microscopia, cultura in vitro e histopatologia são alternativas viáveis nesse 

processo (GOTO et al., 2010). O tipo de espécime associado a metodologia é 

essencial na obtenção de um resultado preciso. Segundo a Sociedade de Doenças 

Infecciosas da América (IDSA), a amostra adequada para o exame é proveniente de 

uma lesão limpa, sem artefatos como exsudatos, com a base da ulceração destinada 

a cultura in vitro e as bordas ulceradas para histopatologia (ARONSON et al., 2017). 

A coleta do tecido é realizada por biópsia, aspirado ou raspagem, técnicas invasivas 

e exigentes de um local com suporte adequado para realização (PIYASIRI et al., 

2023). Para microscopia, é utilizado a coloração Giemsa, na qual a amostra corada e 

com presença do parasita apresenta como característica um citoplasma azulado e um 

núcleo avermelhado, evidenciando a forma intracelular (CHULAY et al., 1983). O 

processo de cultura in vitro apresenta algumas exigências como o tempo de quatro 

semanas, temperatura a 25 °C, meios de cultura MacNeal e Drosophila de Schneider 

como condições essenciais ao crescimento do parasita e possibilitando a identificação 
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no estágio promastigota (MANN et al., 2021).  

 

2.3.3 Diagnóstico Sorológico  

 

 Na década de 80, foi implementado no Sistema Único de Saúde (SUS) a 

Reação Intradérmica de Montenegro (IDRM), que consiste em teste imunológico 

capaz de induzir uma reação de hipersensibilidade retardada, por estímulo a resposta 

celular do hospedeiro (GONTIJO et al., 2003). A aplicabilidade do método 

compreende na inoculação de antígeno bruto de Leishmania por via intradérmica, no 

antebraço do paciente. A positividade é caracterizada pelo endurecimento local e 

formação de pápula, entre 48 e 72h, igual ou superior a 5 milímetros, provocada pela 

concentração de linfócitos e macrófagos (GOMES et al., 2014). De acordo com dados 

fornecidos pelo Ministério da Saúde, pacientes com LMC frequentemente apresentam 

reatividade exacerbada para IDRM, com ocorrência de ulceração e necrose local. Já 

os pacientes com leishmaniose cutânea difusa (LCD), predominantemente, exibem 

ausência de reatividade (BRASIL, 2017). Entre as limitações encontradas nesta 

metodologia, evidencia-se: resultado positivo proveniente de uma exposição anterior 

ao antígeno utilizado no IDRM; processo alérgico decorrente à utilização de diluente 

no teste; reações cruzadas com outros patógenos similares na composição de 

antígenos; além da incapacidade em diferenciar o estado infeccioso, entre agudo ou 

crônico (PARANHOS-SILVA et al., 2001). Devido a combinação desses fatores que 

inviabilizam um diagnóstico preciso, o Ministério da Saúde extinguiu nacionalmente a 

produção do antígeno referente ao IDRM e comercialização do teste (PINHEIRO et 

al., 2020). 

Metodologias como imunofluorescência indireta (IFI), ensaio imunoenzimático 

ligado à enzima (ELISA), teste de aglutinação direta (DAT) e testes 

imunocromatográficos (ICT) são alternativas sorológicas viáveis ao cenário 

inconsistente para diagnóstico da LT (PAGNIEZ et al., 2023). O IFI consiste na 

utilização de antígenos, comum na forma evolutiva promastigota, fixados em lâmina 

de vidro para detectar anticorpos presentes no soro do indivíduo, mediados por 

anticorpos secundários associados com corante fluorescente. A emissão de 

luminosidade observada em microscópio de fluorescência indica infecção, porém 

apresenta limitações devido à baixa correlação entre anticorpos circulantes e 

intensidade da doença (CAVALCANTI et al., 2015).  
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Indivíduos portadores de LT comumente apresentam baixos níveis de 

anticorpos anti-Leishmania, evidenciando um obstáculo relevante ao 

imunodiagnóstico da patologia. Contudo, a aplicabilidade do ELISA nas Américas tem 

exibido resultados promissores através da utilização de antígenos solúveis, porém a 

sensibilidade permanece variável (GOTO et al., 2010). Estudos relatam maior 

sensibilidade na identificação de anticorpos contra L.V. braziliensis mediados por 

ELISA (98,2%) quando comparado ao IFI (79,6%) em indivíduos com LT no Brasil 

(ROMERO et al., 2005). Os ensaios produzidos com antígeno solúvel ou extrato bruto 

de Leishmania também contém variações na especificidade por apresentar 

reatividade cruzada com outros patógenos pertencentes à família Trypanosomatidae, 

fato relatado em estudo em áreas endêmicas para a Doença de Chagas (FRANK et 

al., 2003). A quantidade de métodos sorológicos utilizados evidencia a insuficiência 

na precisão diagnóstica e a emergência estratégica para otimização de ferramentas 

ao sorodiagnóstico. Uma alternativa promissora são os estudos in silico destinados ao 

mapeamento de epítopos para a síntese de proteínas recombinantes (GRAZLEWSKA 

et al., 2023).   

 

 

2.4 PROTEÍNAS RECOMBINANTES EM SORODIAGNÓSTICO    

 

Entre as contribuições no diagnóstico desafiador da LT, a abordagem e 

investigação de proteínas recombinantes, por meio das técnicas de engenharia 

genética, têm alcançado destaque entre as metodologias, devido aos resultados 

promissores (SOUZA et al., 2013).  A expressão de proteínas alvo em sistemas 

heterólogos, cujos organismos não contém naturalmente o gene em análise, têm se 

destacado por permitir a produção do antígeno de interesse em larga escala e 

obtenção de peptídeos específicos, através da tecnologia do DNA recombinante, 

reduzindo a variabilidade encontrada em antígenos naturais (BRITTO  et al., 2021).  

O uso de extrato bruto de Leishmania e antígenos solúveis em sorodiagnóstico, 

contém variedade de proteínas do parasita, ampliando as interações com anticorpos, 

consequentemente aumentando a possibilidade das reações cruzadas com espécies 

que apresentam similaridade proteica (MENEZES et al., 2015). No entanto, 

segmentos de proteínas, os epítopos, apresentam capacidade em estimular uma 

resposta imunológica específica, sendo viável a identificação dessas pequenas 
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regiões para análise de conservação entre espécies e como potencial alvo 

imunológico (GALVANI et al., 2022). Estudo realizado nacionalmente em Minas 

Gerais, relata o uso de proteína recombinante de L.  braziliensis e peptídeo sintético 

com epítopo para células B, apresentando bom desempenho, elevando a 

especificidade, quando comparado as metodologias que utilizam extrato bruto, 

corroborando para maior acurácia ao aumentar precisão, favorecer a padronização, 

reduzir falsos-positivos e falsos-negativos (MENEZES et al., 2015).  

 

 

2.5 ORTOLOGIA E PARALOGIA   

 

 A inferência de regiões conservadas auxilia na identificação de similaridade e 

diferenças entre organismos, otimizando na perspectiva da LT, e na busca por alvos 

potenciais para testes de diagnóstico (CUADRAT et al., 2014). Genes conservados, 

que devido ao processo evolutivo de especiação, estão presentes em espécies 

distintas e são originados por um ancestral em comum, conferem ortologia entre 

organismos, diferindo dos genes parálogos que surgem por processo de duplicação 

gênica (ALTENHOFF et al., 2012). Dessa forma, a predição de ortologia é essencial 

para o fornecimento de informações funcionais entre sequências proteicas e na 

identificação de elementos regulatórios conservados, já que os ortólogos geralmente 

desempenham funções biologicamente equivalentes, enquanto parálogos 

frequentemente divergem na sua funcionalidade após duplicação (GABALDON et al., 

2013). Um estudo realizado na Suécia, relatou a conservação e similaridade de 

domínios estruturais em sequência entre proteínas ortólogas quando comparadas às 

proteínas parálogas, corroborando para concepção de análise e compreensão da 

ortologia, na busca por proteínas fundamentais à resposta imunológica e identificação 

de antígenos específicos, potencializando o avanço no diagnóstico sorológico 

(FORSLUND et al., 2011).  

 

 

2.6 FUNDAMENTOS PARA O PRESENTE TRABALHO    

 

O primeiro estudo que serviu de base para o presente trabalho consistiu na 

caracterização de cinco antígenos recombinantes derivados de proteínas de L. 
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infantum e identificados a partir de um rastreamento sorológico de uma biblioteca de 

cDNA. Estes antígenos apresentaram então potencial como candidatos para o 

sorodiagnóstico da LV, dos quais, apenas três (Lci2; Lci3 e Lci5) apresentaram baixa 

reatividade cruzada com a LT, reagindo entre 2,5%, 3,5 % e 9,6%, respectivamente 

(OLIVEIRA et al., 2011). Posteriormente, expandindo o painel das proteínas 

recombinantes, agora por meio de rastreamento equivalente em uma biblioteca de 

expressão genômica, sete antígenos foram identificados e caracterizados, dos quais, 

apenas cinco (Lci6; Lci7; Lci9, Lci11e Lci13) exibiram reação cruzada com LT, 

variando entre 13%,17%, 56%, 25% e 12,5%, respectivamente (MAGALHÃES et al., 

2017). Novas ferramentas de bioinformática têm tornado a predição de epítopos uma 

alternativa de otimização aos testes sorológicos, e a aplicação destas ferramentas 

recentemente proporcionou a construção de novas proteínas recombinantes 

multiepítopos, que apresentaram elevado potencial no diagnóstico sorológico da LV 

(SILVA et al., 2025 em andamento). Com base nestes resultados, foi idealizado então 

o presente trabalho baseado na busca por ortólogos de L. braziliensis daquelas 

proteínas avaliadas como relevantes para o diagnóstico sorológico da LV e visando 

identificar domínios conservados e antigênicos para possível aplicação sorológica na 

LT. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL  

 

Identificar ortólogos de Leishmania braziliensis de proteínas sabidamente antigênicas 

de Leishmania infantum e avaliar in silico o seu potencial no diagnóstico sorológico 

específico da leishmaniose tegumentar.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

I.  Identificar, em L. braziliensis, sequências codificantes de ortólogos de 

proteínas L. infantum previamente identificadas como relevantes para o 

diagnóstico sorológico; 

II. Verificar in silico as regiões de homologia entre as sequências de referência da 

L. infantum selecionadas e seus ortólogos de L. braziliensis; 

III. Definir regiões conservadas e divergentes, repetitivas ou não, de cada um dos 

ortólogos de L. braziliensis selecionados;  

IV. Realizar predição de epítopos com base nas sequências proteicas dos 

ortólogos de L. braziliensis, identificando aqueles potencialmente mais 

relevantes para um diagnóstico sorológico futuro. 
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4  METODOLOGIA 

 

4.1 PAINEL DE PROTEÍNAS RECOMBINANTES 

 

Proteínas recombinantes provenientes de Leishmania infantum passíveis de 

uso no diagnóstico sorológico da LV, foram identificadas por meio de biblioteca de 

cDNA (Lci2, Lci3 e Lci5) e biblioteca de expressão genômica (Lci6, Lci7, Lci9, Lci11 e 

Lci13). O critério de seleção desses antígenos, notificados em estudos que precedem 

o atual trabalho, foi a porcentagem significativa de reatividade cruzada com LT, 

variando entre 2,7% e 56%, viabilizando a pesquisa por ortólogos para Leishmania 

braziliensis e com possível aplicabilidade em sorodiagnóstico para LT. 

 

4.2 OBTENÇÃO DE ORTÓLOGOS PARA L. BRAZILIENSIS  

 

A pesquisa por ortologia foi realizada in silico através dos depósitos no banco 

de dados público TrytripDB, especializado em parasitas da família Trypanosomatidae 

(ASLETT et al., 2010). A obtenção dos ortólogos deu-se por meio do algoritmo The 

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), que consiste em fornecer uma sequência 

conhecida de nucleotídeos (BLASTn) ou de aminoácidos (BLASTp), identificando 

sequências que se assemelham a sequência fornecida, exibindo um valor e-value (E) 

que demonstra a probabilidade de acerto na sequência encontrada ser similar a 

sequência fornecida, sendo os valores baixos e próximos a zero os de maior 

compatibilidade. Dessa forma, foi selecionado o tipo de sequência para proteínas, 

indicando o programa BLAST a ser executado do tipo BLASTp, com seleção de 

organismo alvo para a cepa de referência Leishmania braziliensis 

MHOM/BR/75/M2904, inserindo a sequência de entrada, sendo apenas a sequência 

conservada não repetitivas dos diferentes antígenos recombinantes, em formato fasta 

(ALTSCHUL et al., 1990). 

 

4.3 ANÁLISE COMPARATIVA DAS SEQUÊNCIAS  

 

A busca por homologia entre as proteínas recombinantes provenientes de L. 

infantum e dos ortólogos de L. braziliensis, foi efetuada por meio do software Ugene 

Pro (versão 50.0), avaliando a sequência codificadora das proteínas e dos múltiplos 
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motivos repetitivos encontrados em tandem e através do alinhamento par a par entre 

as sequências, para inferir o grau de conservação entre espécies. As sequências 

foram importadas em arquivo fasta, utilizando a interface Clustal Omega para 

execução do alinhamento, seguindo os parâmetros padronizados, sendo seus 

resultados exibidos em visualização gráfica colorida, destacando as conservações em 

cores idênticas, substituições em cores distintas e espaços representados por lacunas 

indicando inserções ou deleções (THOMPSON et al., 2002).  

 

4.4 PREDIÇÃO LINEAR DE EPÍTOPOS 

 

4.4.1 Predição linear de epítopos para células B  

 

Para prever epítopos lineares de células B nas proteínas ortólogas a L. 

braziliensis e proteínas recombinantes de L. infantum, foi utilizado o programa 

ABCpred, com sequência de aminoácidos em formato fasta, limiar de 0.51 e janela de 

comprimento com 16 aminoácidos. Foram considerados como epítopos candidatos 

aqueles que apresentaram sequências distintas e com pontuações de predição 

variante entre 0.91 e 0.81 Para confirmar a especificidade do epítopo, o software 

BepiPred 2.0 foi consultado submetendo a sequência de aminoácidos em formato 

fasta e limiar 0.5, através da exibição por gradiente laranja, foi confirmada a previsão 

do epítopo. Gradientes escuros indicaram fortes candidatos a antigenicidade e 

gradientes claros indicaram fracos candidatos antigênicos.  

 

4.4.2 Predição linear de epítopos para complexo de histocompatibilidade de classe II  

 

A predição de epítopos ligantes a molécula MHC de classe II foi realizada 

através do software NetMHCII 2.3, com sequência de aminoácidos submetidas em 

formato fasta, comprimento do peptídeo 15, locus HLA-DR, alelo HLA-DRB1_0101, 

com limiar para ligante forte (2) e ligante fraco (10). Foram considerados como 

epítopos candidatos, os dez primeiros que apresentaram rank igual a 100% e na 

ausência de compatibilidade completa, o percentual considerado foi decrescente.  
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5  RESULTADOS  

 

5.1 Painel de proteínas recombinantes e seus ortólogos 

   

A partir dos antígenos de L. infantum, foram identificadas por meio da 

ferramenta BLASTp sete proteínas ortólogas da cepa de referência L. braziliensis 

MHOM/BR/75/M2904. Estas pertencem a famílias de proteínas distintas do gênero 

Leishmania e apresentam variações em produtos proteicos e no comprimento da 

sequência. Na tabela 1 é possível observar o painel de proteínas recombinantes de L. 

infantum avaliadas e seus ortólogos em L. braziliensis. 

 

Tabela 1 – Painel de proteínas recombinantes com seu respectivo ortólogo 

 

Antígeno  

L. infantum 

 

Reatividade 

cruzada com 

LT (%) 

 

Ortólogo  

L. braziliensis 

 

ID TritrypDB 

 

Comprimento da 

sequência (aa) 

 

Lci2 

 

2,7% 

 

Cinesina K39 (Lci2b) 

 

LbrM.14.1100:mRNA 

 

2155 

 

Lci3 

 

3,5% 

 

Proteína da zona de 

fixação flagelar (Lci3b) 

 

LbrM.20.0620 

 

3658 

 

Lci5 

 

9,6% 

 

Proteína flagelar (Lci5b) 

 

LbrM.33.3350:mRNA 

 

4434 

 

Lci6 

 

13% 

 

Proteína associada a 

microtúbulos (Lci6b) 

 

LbrM.26.1870:mRNA 

 

2524 

 

Lci7 

 

17% 

 

Proteína sti1 induzida por 

estresse (Lci7b) 

 

LbrM.08.0880:mRNA 

 

547 

 

Lci9 

 

56% 

 

- 

 

- 

 

- 

 

Lci11 

 

25% 

 

Proteína de interação com 

o eIF4E (Lci11b) 

 

LbrM.34.3960:mRNA 

 

772 

 

Lci13 

 

12,5% 

 

Proteína de choque 

térmico (Lci13b) 

 

LbrM.30.2440:mRNA 

 

658 

Legenda: Lci - proteínas recombinantes. LT- leishmaniose tegumentar. aa- aminoácidos 

Fonte: O autor. 
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5.2 Identificação dos ortólogos e análise de motivos repetitivos  

 

Para o antígeno Lci2, através da ferramenta BLASTp e com valor E de 0.0, foi 

obtido um ortólogo proveniente de uma cinesina K39 (Lci2b), composta por uma 

sequência com 2.155 resíduos, sendo verificada em sua extremidade N-terminal uma 

região conservada e com motivos não repetitivos. Já a análise entre a região central 

e extremidade C-terminal, não apresentaram conservação e foram identificados três 

motivos repetitivos, sendo: um primeiro motivo composto por 49 aminoácidos 

representado por 14 repetições; o segundo motivo, também composto por 49 

aminoácidos, que difere do primeiro por apresentar a substituição de um aminoácido 

no resíduo 31 do motivo, sendo substituído um ácido glutâmico por uma lisina, com 

duas repetições; e o terceiro motivo composto por 42 aminoácidos, em 8 repetições. 

Na tabela 2 é possível observar o ortólogo da proteína recombinante Lci2 e seus 

respectivos motivos repetitivos em L. braziliensis.  

 

 Tabela 2 – Motivos repetitivos em L. braziliensis com ortologia para o antígeno Lci2 

Ortólogo Motivo repetitivo Posição 

inicial do 

motivo na 

sequência  

Posição 

final do 

motivo na 

sequência 

Cinesina 

K39 

LAEWKARATSVDAERGDLSERLARLEGEHAELGKAHAKLDKTNAALEQQ 771-819 1.940-1.988 

Cinesina 

K39 

LAEWKARATSVDAERGDLSERLARLEGEHAKLGKAHAKLDKTNAALEQQ 918-966 1.016-1.064 

Cinesina 

K39 

LAEWKARATSVDAERGDLSERLARLEGEHAELGKTNAALEQQ 1.065-1.106 1.800-1.841 

Fonte: O autor 
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Para o antígeno Lci3, por BLASTp e valor E de 0.0, foi obtido um ortólogo 

proveniente da proteína da zona de fixação flagelar (Lci3b), representado por uma 

sequência de 3.658 resíduos. Esta proteína apresenta uma região N-terminal 

conservada e com ausência de motivos repetitivos. Entretanto, a partir da região 

central até a extremidade C-terminal, a sequência é divergente quando comparada a 

mesma região em L. infantum, apresentando quatro motivos repetitivos, sendo três 

deles similares e um distinto, todos compostos por 14 aminoácidos, variando em 

número de repetições e algumas substituições de resíduos, sendo encontrados, 

respectivamente, em 9, 29, 13 e 37 repetições ao longo da sequência. Na tabela 3 

estão descritos os motivos repetitivos do ortólogo que foram identificados para Lci3 

em L. braziliensis. 

 

 

Tabela 3 – Motivos repetitivos em L. braziliensis com ortologia para o antígeno Lci3 

 

Ortólogo 

 

Motivo repetitivo 

 

Número de 

repetições 

 

Posição inicial 

do motivo na 

sequência  

 

Posição final 

do motivo na 

sequência 

 

Proteína da 

zona de 

fixação 

flagelar 

 

ERLASELEKAQEEA 

 

9 

 

891 - 905 

 

3.438 – 3.452 

 

Proteína da 

zona de 

fixação 

flagelar 

 

ERLAGELEKAQADA 

 

29 

 

905 - 918 

 

3.354 – 3.367 

 

Proteína da 

zona de 

fixação 

flagelar 

 

ERLAEELESLQEEA 

 

13 

 

1.199 – 1.212 

 

3.4661-3.479 

 

Proteína da 

zona de 

fixação 

flagelar 

 

EAQRAENGKLCGDN 

 

37 

 

863-876 

 

3.452-3.465 

Fonte: O autor. 
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Para o antígeno Lci5, por BLASTp e apresentando valor E de 0.0, foi obtido 

um ortólogo codificante de proteína flagelar (Lci5b), composto por uma sequência de 

4.434 resíduos, apresentando da sua extremidade N-terminal até a extremidade C-

terminal motivos repetitivos e uma curta região não repetitiva no N-terminal. Foram 

identificados quatro motivos repetitivos similares compostos por 120 aminoácidos, 

respectivamente, consistindo em: 4,2,1,1 repetições, representados na figura 5A. 

Além disso, foi encontrado um motivo repetitivo composto por 38 aminoácidos, 

seguidos de 7 repetições, representados na figura 5B.  

 

Figura 5 – Motivos repetitivos em L. braziliensis com ortologia para o antígeno Lci5

 

 

Legenda: o número de cópias de cada repetição encontrado na sequência é indicado entre 

parênteses. A similaridade entre sequências é indicada por resíduos sublinhados. A, motivos 

repetitivos com 120 resíduos do antígeno Lci5b. B, motivos repetitivos com 38 resíduos do antígeno 

Lci5b. C, motivos repetitivos fragmentados, apresentando homologia entre os antígenos Lci5 e Lci5b.  

Fonte: O autor.  

 

Ao avaliar as sequências do antígeno recombinante Lci5 com Lci5b, foi 

identificado homologia apenas com alguns fragmentos contidos nos grandes motivos 

repetitivos (Figura 5C), indicando a conservação por meio de 6 fragmentos consistindo 

em: primeiro fragmento com 17 repetições de 10 aminoácidos; segundo fragmento 

com 24 repetições de 10 aminoácidos; terceiro fragmento com 21 repetições de 16 

aminoácidos; quarto fragmento com 24 repetições de 10 aminoácidos; quinto 

fragmento com 24 repetições de 8 aminoácidos; e o sexto fragmento com 16 
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repetições de 8 aminoácidos (Tabela 4). 

 

 

Tabela 4 – Frequência dos motivos repetitivos homólogos entre Lci5 e Lci5b 

Motivo repetitivo Repetições em L. infantum Repetições em L. braziliensis 

APALQRVGTP 5 17 

TTHRVRLDGD 5 24 

PDLLKQEFTSDVCDAT 5 21 

SPFTRTWALY 5 24 

AGSLVADF 5 24 

SESFASLD 4 16 

Fonte: O autor. 

 

Para o antígeno Lci6, através do BLASTp e valor E de 0.0, foi obtido um 

ortólogo proveniente de uma proteína associada a microtúbulos (Lci6b), composta por 

uma sequência de 2.524 resíduos, apresentando uma região N-terminal não repetitiva 

e conservada. A conservação também é identificada na sua porção central até a 

extremidade C- terminal, entretanto, em sua região C-terminal foi identificado um 

grande motivo repetitivo, sendo composto por 93 aminoácidos, seguido por duas 

repetições. (Figura 6A).  

 

Figura 6 – Motivos repetitivos em L. braziliensis com ortologia para o antígeno Lci6 

 

Legenda: o número de cópias da repetição encontrado na sequência é indicado entre 

parênteses. A, motivos repetitivos com 93 resíduos, encontrados na região C-terminal do 

antígeno Lci6b. B, motivos repetitivos fragmentados, apresentando homologia entre os 

antígenos Lci6 e Lci6b, encontrados na região C-terminal.  

Fonte: O autor.   
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Ao avaliar as sequências do antígeno recombinante Lci6 com Lci6b, foi 

identificado homologia em grande parte da sequência, incluindo regiões não 

repetitivas e repetitivas, diferindo poucos aminoácidos e apresentando boa 

conservação. Sendo assim, alguns fragmentos contidos no grande motivo repetitivos 

de 93 aminoácidos, são homólogos entre as proteínas recombinantes (Figura 6B), 

indicando a conservação por meio de 5 fragmentos consistindo em: primeiro 

fragmento com 2 repetições de 6 aminoácidos; segundo fragmento com 2 repetições 

de 13 aminoácidos; terceiro fragmento com 2 repetições de 8 aminoácidos; quarto 

fragmento com 2 repetições de 8 aminoácidos; e quinto fragmento com 2 repetições 

de 7 aminoácidos. (Tabela 5). 

 

Tabela 5 – Frequência dos motivos repetitivos homólogos entre Lci6 e Lci6b 

Motivo repetitivo Repetições em L. infantum Repetições em L. braziliensis 
DCGFEG 2 2 

DWDYVWSIKQEAM 2 2 

GVADALGI 2 2 

QNINMEKS 2 2 

HPFEELW 2 2 

Fonte: O autor. 

 

 

Portanto, foram obtidos quatro ortólogos (Lci2b; Lci3b; Lci5b e Lci6b) 

apresentando motivos repetitivos em sua composição, assim como seus respectivos 

antígenos recombinantes (Lci2; Lci3; Lci5 e Lci6). Na figura 7 é possível observar uma 

representação esquemática das quatro proteínas recombinantes de L. infantum 

previamente descritas, incluindo as regiões não repetitivas e repetitivas descritas 

previamente (Oliveira et al., 2011; Magalhães et al., 2017), com seus respectivos 

ortólogos em L. braziliensis, estimando na sequência de composição do antígeno, as 

regiões conservadas e regiões repetitivas, como citadas anteriormente, conforme 

identificadas em extremidades N-terminal, região central e C-terminal.   
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Figura 7 – Representação esquemática das regiões não repetitivas e regiões com 

motivos repetitivos em L. infantum e L. braziliensis 

 

Legenda: Caixa azul – região não repetitiva. Caixa verde – região com motivos 

repetitivos. A, proteínas recombinantes Lci2 e Lci2b com suas regiões estimadas. B, 

proteínas recombinantes Lci3 e Lci3b com representação das regiões identificadas. C, 

proteínas recombinantes Lci5 e Lci5b com suas regiões estimadas. D, proteínas 

recombinantes Lci6 e Lci6b com representação das regiões identificadas.  

Fonte: O autor.  
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5.3 Análise de conservação entre sequências por alinhamento par a par  

 

Para o antígeno Lci7, foi obtido um ortólogo de proteína sti1 induzida por estresse, composto por sequência de 547 resíduos, 

na qual não foram identificados motivos repetitivos, apresentando homologia entre L. infantum e L. braziliensis (Figura 8).  

 

Figura 8 – Alinhamento par a par entre sequências do antígeno Lci7 L. infantum e ortólogo L. braziliensis. 

 
Legenda: Barras em cinza indicam conservação entre aminoácidos. Lacunas indiciam mudança entre aminoácidos. Eixo vertical representa o nível de 

conservação entre sequências analisadas. Eixo horizontal representa a sequência analisada e a posição dos aminoácidos. Cores iguais indicam aminoácidos 

equivalentes e cores distintas indicam mudança de aminoácido.  

Fonte: O autor. 



38 
 

Para o antígeno Lci9, não foi encontrado ortologia com L. braziliensis. No entanto, com o antígeno Lci11, foi obtido um 

ortólogo referente a proteína de interação com o eIF4E, composta por uma sequência com 772 resíduos. Sendo assim, não foram 

encontrados motivos repetitivos, apresentando homologia entre L. infantum e L. braziliensis (Figura 9). 

 

Figura 9 – Alinhamento par a par entre sequências do antígeno Lci11 L. infantum e ortólogo L. braziliensis. 

 
Legenda: Barras em cinza indicam conservação entre aminoácidos. Lacunas indiciam mudança entre aminoácidos. Eixo vertical representa o nível de 

conservação entre sequências analisadas. Eixo horizontal representa a sequência analisada e a posição dos aminoácidos. Cores iguais indicam aminoácidos 

equivalentes e cores distintas indicam mudança de aminoácido.  

Fonte: O autor. 
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Para o antígeno Lci13, foi obtido um ortólogo proveniente a proteína de choque térmico, composto por uma sequência com 

658 resíduos, apresentando homologia entre L. infantum e L. braziliensis. Não foram encontrados motivos repetitivos (Figura 10). 

 

Figura 10 – Alinhamento par a par entre sequências do antígeno Lci13 L. infantum e ortólogo L. braziliensis. 

 
Legenda: Barras em cinza indicam conservação entre aminoácidos. Lacunas indiciam mudança entre aminoácidos. Eixo vertical representa o nível de 

conservação entre sequências analisadas. Eixo horizontal representa a sequência analisada e a posição dos aminoácidos. Cores iguais indicam aminoácidos 

equivalentes e cores distintas indicam mudança de aminoácido.  

Fonte: O autor. 
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5.4 Predição de epítopos  

 

A partir da proteína Lci2b, foram identificados 10 epítopos pelo programa 

ABCpred e 10 epítopos através da ferramenta NetMHCII 2.3, indicando a região mais 

imunogênica com potencial para reconhecimento de anticorpos específicos. Os 

epítopos detectados pelos dois programas são compatíveis, no entanto apresentam 

pequenas variações referente a capacidade preditiva (Tabela 6). 

 

Tabela 6 - Predição de epítopos de células B por ABCpred e epítopos para MHC de classe II por 

NetMHCII 2.3, para proteína Lci2b ortólogo a Lci2. 

 
Epítopo ABCpred 

 
Score 

 
Epítopo NetMHCII 2.3 

 
+ Antigênico  
NetMHCII 2.3 

 
Score 

 
AALEQQLAEWKARATS 

 

 
0.86 

 
EQQLAEWKARATSVD 

 

 
EWKARATSV 

 

 
80% 

 
TVASKAAPLSAAKYPT 

 
0.85 

 
AAPLSAAKYPTTARL 

 

 
LSAAKYPTT 

 

 
80% 

 
HREAHASYSVLAGDGE 

 

 
0.84 

 
EAHASYSVLAGDGEL 

 

 
YSVLAGDGE 

 

 
70% 

 
EGEHAELGKSHAKLTR 

 
0.84 

 
LEGEHAELGKSHAKL 

 

 
LEGEHAELG 

 

 
90% 

 
AELGKAHAKLDKTNAA 

 
0.83 

 
AELGKAHAKLDKTNA 

 

 
LGKAHAKLD 

 
 

 
90% 

 
RLEGEHAELGKAHAKL 

 
0.82 

 
RLEGEHAELGKAHAK 

 

 
LEGEHAELG 

 

 
80% 

 
HTDVEEEVQSVRRVKE 

 
0.79 

 
TRLHTDVEEEVQSVR 

 

 
DVEEEVQSV 

 

 
90% 

 
DAQRGDLYEHLARLDG 

 
0.78 

 
VDAQRGDLYEHLARL 

 

 
QRGDLYEHL 

 

 
80% 

 
LRERAACAEYDVQQLS 

 
0.78 

 
LRERAACAEYDVQQL 

 

 
ERAACAEYD 

 

 
90% 

 
ERTVEGLRERAACAEY 

 
0.77 

 
EELERTVEGLRERAA 

 

 
VEGLRERAA 

 

 
90% 

Legenda: score ABC pred – probabilidade do peptídeo ser imunogênico, com variações entre 0 e 1, 

com valores próximos de 1 indicando alta capacidade do peptídeo ser reconhecido por células B. 
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+Antigênico NetMHCII 2.3 – região central do peptídeo, essencial para interação estável com a 

molécula MHC. score NetMHCII 2.3 – capacidade preditiva do peptídeo ligar ao MHC de classe II. 

 

Fonte: O autor. 

 
 

Por fim, com a proteína Lci3b, foram obtidos 10 epítopos pelo programa 

ABCpred e 10 epítopos por meio da ferramenta NetMHCII 2.3, indicando a região mais 

imunogênica com potencial para reconhecimento de anticorpos específicos. Os 

epítopos detectados pelos dois programas são compatíveis, no entanto apresentam 

pequenas variações referente a capacidade preditiva (Tabela 7). 

 

 

Tabela 7 – Predição de epítopos de células B por ABCpred e epítopos para MHC de classe II por 

NetMHCII 2.3, para proteína Lci3b ortólogo a Lci3. 

Epítopo ABCpred Score Epítopo NetMHCII 2.3 + Antigênico 
NetMHCII 2.3 

Score 

NELWEDPSGDMKQVVT 0.91 NELWEDPSGDMKQVV 
 

LWEDPSGDM 
 

95% 

RAEIGKLCGDNERLVE 0.85 QRAEIGKLCGDNERL 
 

IGKLCGDNE 
 

85% 

HTKIFDGNWEKIVRDR 0.85 TRHTKIFDGNWEKIV 
 

FDGNWEKIV 
 

85% 

RGDELEKLHDDAERLA 0.83 RGDELEKLHDDAERL 
 

KLHDDAERL 
 

100% 

TGELDKLCRRTPRGDE 0.83 TGELDKLCRRTPRGD 
 

LDKLCRRTP 
 

100% 

AGELEKAQEDAERLTG 0.83 AGELEKAQEDAERLT 
 

KAQEDAERL 
 

85% 

QEEAEAQRAENGKLCG 0.83 QEEAEAQRAENGKLC 
 

AEAQRAENG 
 

100% 

EKVQADAETLTAELDK 0.83 KVQADAETLTAELDK 
 

KVQADAETL 
 

80% 

AFVIDSGNACHVPGDR 0.82 IDSGNACHVPGDRIT 
 

IDSGNACHV 
 

80% 

RVEAYEVLCEREKDGC 0.81 RVEAYEVLCEREKDG 
 

YEVLCEREK 
 

90% 

Legenda: score ABC pred – probabilidade do peptídeo ser imunogênico, com variações entre 0 e 1, 

com valores próximos de 1 indicando alta capacidade do peptídeo ser reconhecido por células B. 

+Antigênico NetMHCII 2.3 – região central do peptídeo, essencial para interação estável com a 

molécula MHC. score NetMHCII 2.3 – capacidade preditiva do peptídeo ligar ao MHC de classe II. 

 

Fonte: O autor. 
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Em geral, os peptídeos obtidos pelos programas ABCpred e NetMHCII 

pertencem a extremidade C-terminal das proteínas Lci2b e Lci3b, proveniente de 

regiões não repetitivas. A Lci2b consta com seis peptídeos localizados na extremidade 

C-terminal não repetitiva, enquanto a Lci3b consta com oito peptídeos situados na 

extremidade C-terminal não repetitiva. 

 

6  DISCUSSÃO 

 

No cenário atual para o diagnóstico da LT no Brasil, o teste padrão-ouro 

consiste na detecção direta do agente etiológico, mas ainda carece de sensibilidade 

em seus resultados, sendo necessário recorrer a um complexo de metodologias para 

obter precisão. Diretrizes não recomendavam o imunodiagnóstico para LT devido à 

baixa produção de anticorpos provocados pela doença, consequentemente resultando 

em menor sensibilidade nesse formato de diagnóstico (DE VRIES et al., 2022). 

Entretanto, abordagens utilizando antígenos recombinantes com motivos repetitivos, 

para aplicação sorológica demonstraram melhores resultados, ao estimular uma 

resposta imunológica mais específica e aumentar a sensibilidade. A exploração dessa 

metodologia pode se tornar então viável, contribuindo para o desenvolvimento de 

testes imunocromatográficos rápidos, visto que possuem vantagens como 

estabilidade térmica após armazenamento e transporte, influenciando na precisão dos 

resultados e ampliando o alcance para áreas endêmicas e descentralizadas 

(CUNNINGHAM et al., 2012).  

Proteínas com motivos de repetição em tandem (TRM), consistindo em no 

mínimo duas cópias em padrão de aminoácidos, já foram relatadas como alvo 

antigênico para células B, produtoras de anticorpos, por esses motivos apresentarem 

uma resposta imunológica frequente e direcionada, identificados em indivíduos com 

infecções parasitárias distintas (DAME et al., 1984). Essa perspectiva corrobora com 

os dados encontrados neste estudo, nos quais foram identificados desde o padrão 

mínimo para ser considerado um TRM, exatas duas cópias padronizadas com 93 

aminoácidos no antígeno recombinante Lci6b, até padrões apresentando múltiplas 

cópias, como o TRM composto por 14 aminoácidos e encontrado 37 cópias ao longo 

de toda sequência da proteína Lci3b.  

Em estudo prévio analisando 43 genes de L. infantum, dos quais 19 codificaram 

para TRM, esses motivos ao serem avaliados por ELISA, apresentaram bom 
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desempenho por obter reconhecimento dos anticorpos em soro de pacientes com LV 

(GOTO et al., 2006). Seguindo essa perspectiva, antígenos recombinantes de L. 

infantum contendo motivos repetitivos também foram avaliados em ELISA, resultando 

em alta sensibilidade, dessa vez, detectando anticorpos em soro canino portador de 

LV (MAGALHÃES et al., 2017). Sendo assim, proteínas com motivos repetitivos 

estimulam uma boa resposta imunológica em diferentes hospedeiros, por mecanismos 

ainda desconhecidos, exibindo potencial antigênico e contribuindo com a hipótese 

levantada de que múltiplos sítios de ligação em um antígeno amplia a probabilidade 

de detecção aos anticorpos específicos (GOTO et al, 2010).  

Este estudo propôs a análise de proteínas com motivos repetitivos de L. 

braziliensis, visando a contribuição em novas alternativas viáveis ao sorodiagnóstico 

da LT. Entre o painel de proteínas ortólogas avaliado, detectamos duas proteínas 

(Lci2b e Lci3b) contendo TRM divergentes daqueles encontrados na sequência das 

proteínas recombinantes ortólogas de L. infantum e apresentadas como candidatas a 

aplicação na sorologia da LV (Oliveira et al, 2011). Nossos resultados, destacam a 

proteína Lci2b, cinesina K39 de L. braziliensis, por apresentar dois grandes motivos 

repetitivos com múltiplos tandem em 42 e 49 aminoácidos, com uma região repetitiva 

representando 59,2% da sua sequência composta por 2.155 resíduos, corroborando 

com análises sistemáticas de proteomas inteiros previamente descritas de que 

parasitas do gênero Leishmania são ricos em proteínas antigênicas com extensos 

motivos repetitivos (GOTO et al, 2010). Por meio de alinhamento par a par entre a 

sequência codificadora para proteína Lci2b e a sequência da proteína recombinante 

Lci2, foi caracterizado homologia na região N-terminal entre as sequências, conferindo 

conservação entre as espécies e divergindo com seus TRM a partir da sua região 

central até a extremidade C-terminal, reforçando a hipótese levantada de que um dos 

possíveis fatores associado a antigenicidade dessas proteínas é não compartilhar 

características como similaridade completa da sequência (GOTO et al, 2010), 

impulsionando ainda mais a exploração desse resultado. 

A proteína da zona de fixação flagelar, Lci3b, de L. braziliensis, assim como a 

Lci2b, apresentou motivos repetitivos predominantes em sua composição, porém os 

motivos detectados são menores quando comparados aos encontrados na Lci2b, 

sendo esses TRM compostos por 14 aminoácidos. Em contraste, a região repetitiva 

identificada na Lci3b corresponde a 77,0% da sua sequência de 3.658 resíduos, uma 

porcentagem maior do que a encontrada na sequência da Lci2b que possui motivos 
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repetitivos grandes. Esta proteína apresenta então TRM menores e mais frequentes 

quando comparados aos identificados na Lci2b, fortalecendo os resultados descritos 

previamente em que o número de cópias do motivo repetitivo está associado a 

afinidade de ligação antígeno-anticorpo (GOTO et al, 2010), fundamentado na cinética 

de ligação termodinâmica. A análise entre sequências codificantes da proteína Lci3b 

de L. braziliensis com a do antígeno recombinante Lci3 de L. infantum, também foi 

realizada por alinhamento par a par e o resultado indica homologia na região N-

terminal desses antígenos, compactuando com a conservação entre espécies. 

As análises para a proteína Lci5b, flagelar de L. braziliensis e a proteína Lci6b, 

associada a microtúbulos de L. braziliensis, corroboram com o dado encontrado por 

(GOTO et al., 2008), no qual protozoários da família tripanosomatídeos apresentam 

grandes motivos de repetição em tandem. Em contraste, os motivos de repetição 

encontrados na Lci5b e Lci6b, apresentam convergência em pequenos fragmentos 

com a sequência codificante para proteínas de L. infantum, diferindo dos resultados 

obtidos por (GOTO et al., 2008) no qual os motivos repetitivos divergem e não 

compartilham de similaridade. 

Foram analisadas ainda outras três proteínas de L. braziliensis (Lci7b; Lci11b 

e Lci13b), ortólogas de antígenos recombinantes de L. infantum previamente 

definidos. Para estas proteínas, os resultados demonstram ausência dos motivos 

repetitivos em tandem nas sequências de L. braziliensis, corroborando com a 

ausência de motivos repetitivos ao longo da sequência codificante para as proteínas 

recombinantes de L. infantum (MAGALHAES et al., 2017). Ampliando a análise, foi 

realizado o alinhamento par a par entre as sequências dessas proteínas com seus 

respectivos ortólogos, resultando na observação de homologia entre sequências, 

conferindo conservação e similaridade desde a região N-terminal até a extremidade 

C-terminal. Potencializando esse resultado a inviabilidade de exploração dessas 

sequências, também foram observadas as similaridades entre propriedades dos 

aminoácidos que compõe as sequências conservadas, nas quais apresentam 

predominância das propriedades opostas às descritas como desejáveis (GOTO et al, 

2010) no estímulo a resposta imune específica. 

Imunoensaios enzimáticos baseados em proteínas recombinantes têm 

apresentado potencial em sorodiagnóstico de doenças como a leishmaniose visceral. 

Corroborando com essa perspectiva, o teste comercial ELISA /S7 (BIOGENE) é 

baseado em antígeno recombinante destinado a identificação da LV canina, 
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apresentando alta especificidade e sensibilidade (SILVA et al., 2017). Nesse sentido, 

métodos computacionais capazes de identificar epítopos específicos de células B para 

síntese de proteínas recombinantes, assim como os programas utilizados no nosso 

estudo, torna-se viável por apresentar uma abordagem econômica e permitir a seleção 

de fragmentos apropriados a aumentar sensibilidade e especificidade do teste 

(AHMAD et al., 2016). Os nossos resultados apontam epítopos para as proteínas 

Lci2b e Lci3b com potencial no reconhecimento de células B e células de MHC II. No 

entanto, os epítopos identificados da Lci3b apresentam maior capacidade do peptídeo 

ser reconhecido por células B, segundo o score obtido, quando comparado aos 

epítopos identificados da Lci2b. 

Dessa forma, a identificação e análise dos antígenos Lci2b e Lci3b sugerem 

potencial para exploração de suas sequências codificadoras, por apresentar desde 

motivos repetitivos distintos até predição de epítopos resultando em alta capacidade 

preditiva ao reconhecimento de anticorpos específicos. Portanto, com base nos 

resultados obtidos nesse estudo, a abordagem para síntese de proteína quimérica 

derivada das proteínas nativas de L. braziliensis torna-se viável, uma vez que epítopos 

identificados com alta capacidade de ligação e interação são relatados no presente 

trabalho, além de apresentarem potencial de estimular a resposta imune com 

fragmentos de regiões repetitivas, sendo uma alternativa aplicável ao sorodiagnóstico 

da LT.  
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7  CONCLUSÃO 

 

 As proteínas ortólogas Lci2b e Lci3b apresentam conservação e motivos 

repetitivos divergentes, com potencial para exploração de suas sequências.  

 As proteínas ortólogas Lci5b e Lci6b apresentam conservação, porém 

motivos repetitivos homólogos.  

 O presente trabalho apresenta dados, como epítopos para células B e 

MHC II, provenientes das proteínas ortólogas Lci2b e Lci3b que podem contribuir 

na construção de uma proteína quimérica para aplicação no sorodiagnóstico da 

leishmaniose tegumentar.  
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