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I. RESUMO 

 

AVALIAÇÃO DO POLIMORFISMO DA PROTEASE GP63 NUMA 

POPULAÇÃO DE Leishmania Viannia braziliensis CAUSADORA DE 

LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA  

Introdução: A Leishmania (Viannia) braziliensis é a principal causa da Leishmaniose 

Tegumentar Americana (LTA) no Brasil. Na Bahia a L. (V.) braziliensis causa as três 

formas clínicas de leishmaniose: leishmaniose cutânea (LC), leishmaniose mucosa (LM) 

e leishmaniose disseminada (LD). Corte de Pedra (CP) na Bahia é uma área endêmica 

para a LTA, na qual encontramos as três formas clínicas. A leishmanolisina, ou GP63, é 

uma importante protease da superfície da leishmania capaz de hidrolisar uma grande 

variedade de substratos tanto no parasita quanto no hospedeiro. Seus produtos estão 

envolvidos na adesão e internalização desses parasitas nos macrófagos do hospedeiro e 

tem sido relacionado com a resistência do parasita à lise pelo sistema complemento e o 

aumento da virulência da L. (V.) braziliensis. Objetivo. Avaliar o polimorfismo do gene 

codificador da glicoproteína GP63 da L.(V.) braziliensis de Corte de Pedra – BA, e sua 

associação aos fenótipos de LC, LM e LD da LTA. Métodos. É um estudo de corte 

transversal, onde descrevemos os alelos de GP63 detectáveis na área endêmica para 

LTA de Corte de Pedra- BA entre 1992 e 2001.  Isolados de L. (V.) braziliensis de 

pacientes com LTA, foram obtidos para a extração do DNA. Os loci do gp63 foram 

amplificados por PCR dessas amostras, os fragmentos de DNA obtidos nestas 

amplificações foram clonados em plasmídio com dez clones por isolado de L.(V.) 

braziliensis foram seqüenciados.  Baseado nas seqüências obtidas, os alelos dos loci 

presentes em cada isolado foram determinados. Resultados.  A identificação de 

polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) nos 35 isolados analisados nos permitiu 

separar a população de L. (V.) braziliensis de acordo com alelos da gp63. No total foram 

encontrados 31 alelos, todos  localizados no CHR10. Foram observados polimorfismos 

com troca de nucleotídeos que resultaram em variações nas regiões da proteína. Sete a 

cinquenta e uma posições no peptídeo apresentaram trocas de aminoácidos de acordo 

com o alelo da gp63. Quatro regiões altamente conservadas 

(PAVGNIPA,SRYD,HEMAH e KAREQYGC) também foram encontradas, na proteìna 

traduzida. Estas regiões são consideradas importantes para a adesão e inetrnalização do 

parasita. Conclusão. A GP63 apresentou regiões muito polimórficas, contudo,regiões 

da proteína envolvidas na sobrevivência do parasita apresentam-se conservadas, 

sugerindo  que possam ser alvos promissores ao emprego em reagentes de 

imunoprofilaxia contra a leishmaniose. Todos os alelos encontrados nos isolados estão 

no CHR10 e não foi encontrada nehuma associação estatística entre as formas clínicas 

da LTA e os alelos da gp63 encontrados nos isolados de Corte de Pedra-BA. 

 

Palavras-chave: 1.Leishmaniose Tegumentar Americana; 2.Leishmania Viannia 

braziliensis; 3.GP63; 4.protease; 5.polimorfismo. 
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II. OBJETIVOS  

 

 GERAL 

  

 Avaliar o polimorfismo do gene codificador da glicoproteína GP63 

da Leishmania (V.) braziliensis de Corte de Pedra – BA, e sua 

associação aos fenótipos de leishmaniose cutânea localizada (LC), 

leishmaniose mucosa (LM) e leishmaniose disseminada (LD) da 

Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA). 

 

 ESPECÍFICOS  

 

1. Identificar os polimorfismos no gene gp63; 

 

2. Localizar os polimorfismos encontrados na estrutura da proteína; 

 

3. Avaliar as associações entre polimorfismos no gene (i.e alelos) gp63 

e os desfechos da LTA para LC, LM ou LD; 

 

4. Mapear em Corte de Pedra a distribuição dos diferentes alelos de 

gp63 encontrados. 
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III. INTRODUÇÃO  

 Leishmania spp. compreende um importante grupo de parasitas, transmitido pela 

picada de vetores dos gêneros Lutzomyia e Phlebotomus, causadores de doenças, as 

leishmanioses, que acometem tanto animais como os seres humanos (WHO, 2013). 

Estima-se que 1,5 a 2 milhões de pessoas desenvolvam sintomaticamente a doença por 

ano e que existam 12 milhões de pessoas infectadas no mundo (WHO, 2011).  

 As Leishmanioses são doenças com características clínicas variadas, endêmicas 

em áreas tropicais e subtropicais do globo (Desjeux et al, 1992). A Leishmaniose 

Tegumentar Americana (LTA) é causada por espécies dos subgêneros Leishmania 

viannia e Leishmania leishmania (Azulay et al, 1995). As distintas manifestações 

clínicas dessa doença estão associadas às diferentes espécies do parasita existentes nas 

Américas. A L. (V.) braziliensis é a principal espécie causadora de LTA no Brasil 

(Ministério da Saúde, 2007). Fatores genéticos dos parasitos e dos hospedeiros parecem 

contribuir para a evolução clínica da leishmaniose causada pela L.(V.) braziliensis 

(Castellucci et al, 2005; 2006; Schriefer et al, 2008). As formas clínicas frequentemente 

causadas pela L.(V.) braziliensis são: leishmaniose cutânea localizada (LC), 

leishmaniose mucosa (LM) e leishmaniose disseminada (LD) (Costa et al, 1986; 

Carvalho et al, 1994; Azulay et al, 1995; Turetz et al, 2002; Machado et al, 2011).  

O tratamento da leishmaniose está longe de ser satisfatório. Todas as drogas 

leishmanicidas são tóxicas e precisam de uso por períodos prolongados (Sundar et al, 

2002). Por outro lado, a cura clínica nem sempre coincide com a cura histopatológica 

(Sundar et al, 2002; Vianna et al, 2013). O tratamento padrão da LTA é feito com o 

antimonial pentavalente (Sbv) na dose de 1520mg/Kg por dia, durante 20 a 

30 dias, conforme recomendação do Ministério da Saúde (MS) (Ministério da Saúde, 

2007). No entanto, a elevada taxa de falha na resposta ao tratamento tem 
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sido descrita em até 50% dos pacientes (Romero et al, 2001; Santos et al, 2004). Sendo 

assim, tornam necessário o emprego de outras drogas. Atualmente, as 

drogas alternativas incluem medicamentos de via parenteral, como a pentamidina e 

a anfotericina B (Berman et al, 1997; Arana et al, 2001; Berman et al, 2003), cujo 

uso tornase limitado pela toxicidade, e assim como ocorre com o Sbv, a via de 

administração parenteral   dificulta a adesão ao tratamento na zona rural. Este quadro é 

ainda pior em áreas endêmicas como Corte de Pedra/Bahia, onde têm 

sido  documentadas taxas crescentes de falha terapêutica ao Sbv. Atualmente, apenas 

60% dos casos de LC são curados com uma série de tratamento (Machado et al, 2010). 

Além do mais, esta região é dominada pela L. (V.) braziliensis, que também apresenta 

baixa sensibilidade à pentamidina. Assim, novas terapias alternativas e imunoprofilaxia 

contra leishmaniose são necessárias.  

A leishmanolisina, ou GP63, é uma importante protease da superfície da 

leishmania (Bianchini et al, 2006; Sádlová et al, 2006; Hsiao et al, 2008; Kaur et al, 

2011). A GP63 é capaz de hidrolisar uma grande variedade de substratos tanto no 

parasita quanto no hospedeiro (Bianchini et al, 2006). Genes desta protease são 

expressos tanto nas formas promastigotas quanto amastigotas da leishmania, e seus 

produtos estão envolvidos na adesão e internalização desses parasitas nos macrófagos 

do hospedeiro (Pandey et al, 2004; Sádlová et al, 2006; Thiakaki et al, 2006; Mauricio 

et al, 2007;  Cuervo et al, 2008). A GP63 tem sido também relacionada com a 

resistência do parasita à lise pelo sistema complemento (Gomez et al, 2009; Contreras et 

al, 2010), e o aumento da expressão dessa protease foi correlacionado com o aumento 

da virulência da L. (V.) braziliensis (Yao et al, 2003).  

Assim a GP63 se constitui em importante candidata a ser empregada como 

subunidade numa eventual vacina para a profilaxia das leishmanioses (Lieke et al, 2008; 
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Kaur et al, 2011).  Contudo seu emprego esbarra na grande variabilidade reportada para 

essas moléculas (Tintaya et al, 2004). Complicando ainda mais este cenário, foi relatado 

que a L. (V.) braziliensis apresenta em torno de 37 genes para GP63, distribuídos em 8 

isogenes com elevado grau de polimorfismo entre eles (Victoir et al, 2005). Contudo, 

domínios funcionais que apresentam regiões altamente conservadas na sequência da 

GP63 entre diferentes espécies de leishmania apresentam atividade inibidora, quando os 

peptídeos destas regiões foram correlacionados com a sua capacidade em se ligar às 

moléculas presentes na superfície celular. Os principais domínios funcionais 

identificados envolvem as sequências SRYD e HExxH (Puentes et al, 1999).  

Assim, são necessários estudos que mapeiem as porções mais frequentemente 

polimórficas e as mais frequentemente conservadas da GP63 em parasitas isolados de 

casos naturais de doença, provenientes de áreas endêmicas para a leishmaniose humana. 

Tal conhecimento poderá nortear o desenvolvimento de reagentes eficazes de 

imunoprofilaxia baseados na leishmaniolisina (Lieke et al, 2008). 
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IV. REVISÃO DA LITERATURA 

 

IV. 1 Aspectos epidemiológicos da leishmaniose: 

As leishmanioses são doenças causadas por vários protozoários (ordem dos 

Kinetoplastida) do gênero Leishmania (Barral et al, 1991) e constituem um espectro de 

doenças que ocorrem em regiões tropicais e subtropicais do globo (Desjeux et al, 1992). 

Estima-se que ocorra em todo o mundo 1,5 milhões de novos casos por ano e que 12 

milhões de pessoas são afetadas em 98 países em quatro continentes (África, Américas, 

Ásia e Europa) (WHO, 2011). A estimativa da Organização Mundial da Saúde (OMS) é 

que 350 milhões de pessoas estão sob risco de contrair a leishmaniose, e que 20 a 30 mil 

mortes ocorram a cada ano (WHO, 2013).  

Cerca de 58 mil casos de leishmaniose visceral e 220 mil casos tegumentares são 

reportados, oficialmente, a cada ano. No entanto, estima-se que apenas cerca de dois 

terços dos países realmente notificam os dados de incidência, sendo que os dados mais 

dispersos encontram-se na África, principalmente devido às sub-notificações (Alvar et 

al, 2012).  Depois da malária e tripanossomíase Africana (doença do sono), a 

leishmaniose é a terceira doença parasitária mais importante e ocupa nono lugar em 

termos de carga global entre todas as doenças infecciosas e parasitárias (Hotez P.J, 

2004), representando aproximadamente 2,3 milhões de DALYs (anos saudáveis 

perdidos por incapacidade ou morte precoce) (WHO, 2011) 

A maioria dos dados oficiais são obtidos através da detecção passiva de casos, 

por ser uma doença associada à pobreza, muitos pacientes não têm acesso a cuidados de 

saúde (Stockdale & Newton, 2013). As infecções assintomáticas (ou indivíduos com 

infecção sub-clínica que podem atuar como um reservatório) não são relatadas e podem 
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ser um importante fator de risco para futuras infecções, principalmente em outras áreas 

geográficas (Stockdale & Newton, 2013). 

Classicamente, de acordo com critérios geográficos, a leishmaniose foi dividida 

em: leishmaniose do velho mundo (Europa, África e Ásia) e leishmaniose do novo 

mundo (América e Oceania). A Leishmaniose do Velho Mundo inclui a leishmaniose 

tegumentar e a leishmaniose visceral (LV), que envolve órgãos internos como as 

vísceras e corrente sanguínea. No novo mundo predominam as formas clínicas LC, LV 

e LM (Kobets et al, 2012; Masmudi et al,2013).  

Mais de 90% dos casos mundiais de LV ocorrem em apenas seis países: Índia, 

Bangladesh, Sudão, Sudão do Sul, Brasil e Etiópia. A LC é mais amplamente 

distribuída, cerca de um terço dos casos ocorrem em três regiões: Américas, bacia do 

Mediterrâneo e Ásia ocidental (do Oriente Médio até a Ásia Central). Os dez países com 

o maior número de casos são: Afeganistão, Argélia, Colômbia, Brasil, Irã, Síria, Etiópia, 

Sudão do Norte, Costa Rica e Peru. Juntos estes países representam 70 a 90% da 

incidência global estimada da LC (Alvar et al, 2013 e Stockdale et al, 2013). 

A leishmaniose visceral (LV) pode resultar em morte se não tratada, e a maioria 

das mortes por leishmaniose podem passar despercebidas. Mesmo com o acesso ao 

tratamento, a LV pode resultar em taxas de letalidade de 10-20% (Desjeux P, 1996;  

Bern et al 2005; Collin et al, 2004; Zijlstra et al, 1994 ). A taxa de letalidade relatada 

para LV no Brasil em 2006 foi de 7,2% (Alvar et al,2013). 

 A mortalidade associada à leishmaniose tegumentar não é significativa, porém a 

morbidade com consequentes estigmas sociais, que surgem a partir de lesões cutâneas 

resultando em cicatrizes, é muito importante (Stockdale et al, 2013). Por outro lado, em 

áreas endêmicas, muitas pessoas têm a crença que a leishmaniose tegumentar pode ser 
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transferida através de contato físico (Kassi et al, 2008), resultando em restrição de 

participação social. Indiscutivelmente, tão importante em termos de carga de doenças 

como os efeitos econômicos na saúde, são os impactos negativos para a qualidade de 

vida e saúde mental resultante do estigma social (Hotez PJ, 2008).  

Embora responsável pela nona maior carga de doença entre as doenças 

infecciosas individuais, a leishmaniose é largamente ignorada na discussão das 

prioridades para as doenças tropicais (Hotez et al, 2004, 2006). Além de apresentar uma 

epidemiologia e ecologia complexa, à leishmaniose conta com a falta de ferramentas 

simples e de fácil acesso para diagnósticos de casos, falta de gestão e escassez de dados 

de incidência. Todos estes fatores negativos são resultantes de falha por parte dos 

gestores políticos em reconhecer a importância da doença (Alvar et al, 2006; Bern et al, 

2008; Alvar et al, 2008).  

  IV.2 Vetor, agente etiológico e ciclo biológico 

Leishmaniose é transmitida pela picada de insetos flebotomíneos fêmeas 

infectadas, dos gêneros Lutzomya e Phlebotomus (Basano et al., 2004; Negrão et al., 

2009 ,WHO, 2013). Existem cerca de 30 espécies de flebotomíneos incluídas nos dois 

gêneros (Kobets et al, 2012) .  

Flebotomíneos medem cerca de 2 a 3 mm de comprimento (Aliaga et al, 2003), 

são encontrados em torno de assentamentos humanos, em matéria orgânica, como 

serrapilheira (cobertura que se forma na superfície do solo composta por restos de 

vegetação em diferentes estágios de decomposição, fazem parte dela também restos de 

animais) e estrume, em matas e em tocas de roedores (Kobets et al, 2012). Eles são 

frequentemente classificados quanto ao hábito alimentar, ou seja, onde eles preferem 

sugar o sangue, endofágico (dentro de habitações) ou exofágico (fora de habitações), e 
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quanto ao local onde se abrigam, endofílico (dentro das habitações) ou exofílico (ao ar 

livre) (Desjeux P, 2010).  

Leishmania é um protozoário intracelular, que pertence à ordem Kinetoplastida, 

família dos Trypanosomatidae e gênero Leishmania (Desjeux, 1996; Ashford et al, 

1997; WHO, 2013). Existem mais de 20 espécies de leishmania que infectam 

vertebrados, dentre eles o homem (Desjeux, 1996; WHO, 2013). Cunninghan em 1885 

observou pela primeira vez este protozoário na Índia. Em 1903, Ross criou o gênero e 

chamou o parasito de Leishmania donovani (Oumeish et al, 1999; Awasthi et al, 2004; 

Basano et al, 2004). Na América do Sul, os primeiros relatos de doença cutânea foram 

feitos em 1909 por Lindenberg, que encontrou o parasita em lesões de indivíduos que 

trabalhavam em áreas de desmatamentos na construção de rodovias em São Paulo 

(Oumeish et al, 1999; Basano et al, 2004). No Brasil, Gaspar Vianna em 1911 

considerou o parasita diferente da espécie identificada no Velho Mundo, e a nomeou 

Leishmania braziliensis, de forma que até a década de setenta todos os casos de 

leishmaniose no país eram atribuídos a esta espécie. Com o desenvolvimento nas 

técnicas de análise, foram descritas outras espécies e associações com a doença 

(Oumeish et al, 1999; Basano et al, 2004). 

Os parasitos do gênero Leishmania, assim como todos os protozoários 

pertencentes à ordem Kinetoplastida, possuem um DNA mitocondrial único (kDNA), 

que pode ser usado para diferenciá-los de quaisquer organismos pertencentes a outras 

ordens (Simpson, 1987).  A taxonomia clássica vem sendo complementada com 

técnicas bioquímicas, imunológicas e, mais recentemente, com técnicas moleculares que 

têm revelado a grande complexidade das relações dos parasitas dentro do gênero 

(Cupolillo et al, 2000).  O gênero Leishmania se divide em dois subgêneros: Leishmania 

Viannia, que compreende o complexo Leishmania braziliensis; e o subgênero 
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Leishmania Leishmania, que compreende os complexos Leishmania donovani, 

Leishmania trópica e Leishmania mexicana (WHO, 1990; Rioux et al, 1990; Lainson & 

Shaw, 1998; Cupolillo et al, 2000). As espécies até então reconhecidas e associadas com 

doença em humanos no Velho Mundo pertencem aos complexos L. donovani (L. 

donovani e L. infantum), responsáveis pela Leishmaniose visceral e L. tropica, 

responsáveis pela Leishmaniose tegumentar. Já no Novo Mundo, estas estão contidas 

em dois subgêneros: Leishmania Leishmania e Leishmania Viannia. (Amato et al, 2008; 

Kobets et al, 2012) 

Dentre as espécies do subgênero Viannia, a L. (V) braziliensis é o maior agente 

causador da LTA em regiões endêmicas na América Central e Sul (Grimaldi et al, 

1989). Esta espécie tem uma grande importância em nosso meio pelo seu alto grau de 

polimorfismo genético e fenotípico, e pelo espectro de manifestações clínicas 

observadas na leishmaniose tegumentar (Saravia et al, 1998; Cupolillo et al, 2003; 

Schriefer et al, 2004).  

Como acontece para as demais espécies do parasita, L. (V.) braziliensis possui 

um ciclo vital digenético, alternando entre o estágio promastigota, que é a forma 

flagelada presente no estômago do inseto transmissor, e a amastigota sem flagelo, 

encontrada no interior dos macrófagos em hospedeiros vertebrados (Kobets et al, 2012). 

No intestino dos insetos vetores, as formas promastigotas passam por um processo 

denominado metaciclogênese, que é o processo pelo qual estas formas deixam de se 

reproduzir e tornam-se infectantes (promastigotas metacíclicas). As formas 

reprodutivas, não infectantes (procíclicas), prendem-se a parede do tubo digestivo do 

inseto vetor. Durante a metaciclogênese, as promastigotas sofrem modificações 

bioquímicas em sua superfície, perdendo assim sua capacidade de adesão ao epitélio do 

intestino médio do flebótomo. Como resultado, as promastigotas metacíclicas deslocam-
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se, migrando para a faringe e cavidade bucal, de onde elas são transmitidas ao 

hospedeiro vertebrado, durante o próximo repasto sanguíneo (Ministério da Saúde, 

2007). 

O ciclo recomeça quando nova fêmea de flebotomíneo se infecta durante repasto 

nesse hospedeiro vertebrado infectado, ingerindo seus macrófagos cheios de 

amastigotas do parasito (Lainson et al, 1987). Quando as promastigotas são introduzidas 

na pele, encontram neste local  células do sistema imune (linfócitos T e B, macrófagos 

residentes, células de Langherans, mastócitos), que formam um compartimento bastante 

específico denominado sistema imune da pele. Por um mecanismo ainda não totalmente 

esclarecido, envolvendo receptores e ligantes em ambas as superfícies, o parasito se 

adere á superfície dos macrófagos e células de Langherans, passando para o meio 

intracelular por meio de um processo de fagocitose mediada por receptores, se 

transforma na forma amastigota, característica do parasitismo nos mamíferos 

(Ministério da Saúde, 2007). 

 

IV. 3 Leishmaniose Tegumentar Americana 

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) distribui-se amplamente nas 

Américas, desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina, abrangendo todos 

os países exceto o Uruguai e o Chile. No Brasil, a doença é considerada uma das 

afecções dermatológicas de grande importância, tendo o número de casos crescido 

progressivamente durante os últimos 20 anos em praticamente todos os estados. Surtos 

epidêmicos também têm ocorrido nas regiões Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste e, mais 

recentemente, na região Amazônica, estando associados ao processo de colonização 

humana dessas regiões (Ministério da Saúde, 2007). Nos últimos anos, o Ministério da 

Saúde registrou média anual de 35 mil novos casos de LTA em nosso país (Ministério 
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da Saúde, 2007). A incidência anual aumentou de 10,45 para 18,63 casos por 100.000 

indivíduos entre o período de 1985 e 2000 (Oliveira et al, 2004). Cerca de 39% dos 

casos de LTA estão na região Nordeste, sendo a maioria deles pertencentes aos estados 

do Maranhão, Bahia e Ceará. Os dados de mortalidade são escassos e, geralmente, 

representam apenas as mortes hospitalares (Alvar et al, 2013). 

Nas últimas décadas, análises epidemiológicas da LTA têm sugerido mudanças 

no padrão de transmissão da doença, inicialmente considerada zoonoses de animais 

silvestres, que acometia ocasionalmente pessoas em contato com as florestas. 

Posteriormente, a doença começou a ocorrer em zonas rurais, já praticamente 

desmatadas, e em regiões periurbanas. Observam-se a existência de três perfis 

epidemiológicos: 1) silvestre – em que ocorre a transmissão em áreas de vegetação 

primária 2) ocupacional ou lazer – em que a transmissão está associada à exploração 

desordenada da floresta e derrubada de matas para a construção de estradas, extração de 

madeira, desenvolvimento de atividades agropecuárias e ecoturismo e 3) rural ou 

periurbana – em áreas de colonização ou periurbana, em que houve adaptação do vetor 

ao peridomicílio (Ministério da Saúde, 2007; Aguilar et al, 1987; Barbosa- Santos et al, 

1994; Marzochi, 1992; Marzochi & Marzochi, 1994). 

As distintas formas clínicas da LTA estão associadas com as diferentes espécies 

do parasita existentes nas Américas. As formas clínicas frequentemente causadas pela 

L.(V.) braziliensis são: LC, LM e LD (Costa et al, 1986; Carvalho et al, 1994;Azulay et 

al, 1995; Bacellar et al, 2002; Turetz et al, 2002). Estas formas ocorrem em ambos os 

sexos e todas as faixas etárias, entretanto na média do país, predominam os maiores de 

10 anos, representando 90% dos casos, e o sexo masculino, 74% (Ministério da Saúde, 

2007).   
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No nordeste do Brasil, mais especificamente no estado da Bahia, a LTA é 

endêmica. Corte de Pedra é reconhecida como uma das mais importantes áreas de 

transmissão de L.(V.) braziliensis no Brasil, com uma alta prevalência de casos de LTA 

(Jirmanus et al, 2012). A leishmaniose visceral não ocorre nesta área, além da L. (V.) 

braziliensis, a L. (L.) amazonensis foi identificada em de Corte de Pedra, mas apenas L. 

(V.) braziliensis tem sido isolada de pacientes nos últimos 15 anos. As formas clínicas 

encontradas em Corte de Pedra incluem LC, LM e LD (Jirmanus et  al, 2012). Mais 

recentemente, formas atípicas da doença têm sido descritas, apresentando lesões 

verrugosas e múltiplas lesões nodulares em uma área específica no corpo dos pacientes 

(Guimarães et al, 2009). Nos últimos 25 anos, os pacientes desta região têm sido 

atendidos no Centro de Referência em Leishmaniose Doutor Jackson Mauricio Lopes 

Costa, Posto de Saúde de Corte de Pedra. Ao longo das últimas duas décadas, tem sido 

notado um aumento no número de casos mais grave da doença (LM e LD) e uma 

diminuição na eficácia do tratamento à base do antimônio, além de mudanças nos dados 

demográficos dos pacientes nesta população (Guimarães et al, 2009; Turetz et al, 2002; 

Jirmanus et al, 2012). 

 A LTA está em ascensão na Bahia, assim como em todo o Brasil, com 

mudanças significativas na epidemiologia e manifestações da doença. Residentes em 

zonas costeiras e as pessoas não envolvidas em trabalho agrícola estão sendo afetadas 

com mais freqüência do que no passado. Acredita-se que os vetores flebotomíneos 

estejam cada vez mais adaptados ao peridomicílio e áreas periurbanas  (Jirmanus et al, 

2012). 
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IV. 4 Hospedeiro, aspectos clínicos e imunológicos 

  Os principais hospedeiros são animais vertebrados, dentre estes incluem os 

humanos, (Quinnell RJ & Courtenay O, 2009).  Infecções por leishmania que causam a 

LTA foram descritas em várias espécies de animais silvestres, sinantrópicos e 

domésticos (canídeos, felídeos e eqüídeos). Com relação a este último, seu papel na 

manutenção do parasito no meio ambiente ainda não foi definitivamente esclarecido 

(Ministério da Saúde, 2007). A susceptibilidade ou resistência de um hospedeiro 

vertebrado à leishmaniose está relacionada com as espécies de leishmania e à resposta 

imune do hospedeiro. (Bogdan et al, 1996, 2000; Handman et al, 2000) .  

Uma ampla variedade de mecanismos imunes pode estar envolvida no controle 

da resposta imune à infecção por leishmania (Botelho et al, 2009).  Ao penetrar no 

hospedeiro, a leishmania desencadeia uma série de eventos importantes para a ação do 

sistema imune.  

As células que compõem a primeira linha de defesa do hospedeiro incluem os 

macrófagos, os neutrófilos, os eosinófilos e as células dendríticas. Ao considerar que os 

macrófagos constituem o principal e o preferencial tipo celular que é infectado por 

leishmania, a sua função é essencial para o desfecho da infecção no hospedeiro. Tanto 

no homem como em animais silvestres ou domésticos, e seja qual for à espécie de 

leishmania envolvida, elas vivem e proliferam em macrófagos e monócitos de vários 

tecidos, no chamado sistema fagocítico mononuclear (SFM). Esse sistema é composto 

de uma família de células que compreende os progenitores da medula óssea, os 

monócitos do sangue circulante e os macrófagos teciduais, que são especializadas e 

eficientes na fagocitose e têm um importante papel na detecção e eliminação dos 

microorganismos patogênicos (Mosser et al, 2008).  
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A imunidade contra a leishmania é mediada através de um conjunto complexo 

de respostas imunes, incluindo tanto a resposta imune inata (células dendríticas, 

macrófagos, neutrófilos) quanto à adaptativa (Células B e células T) (Duthie et al, 

2012). Após a inoculação, as promastigotas precisam sobreviver aos mecanismos inatos 

de defesa do hospedeiro. As mudanças bioquímicas ocorridas durante a metaciclogenese 

conferem às promastigotas uma resistência aumentada. Substâncias presentes na saliva 

dos flebotomíneos também favorecem a infecção (Ministério da Saúde 2007). Os 

flebótomos parecem ter um papel importante no desenvolvimento de leishmaniose, não 

só como vetores. Num modelo animal de LTA, a inoculação de parasitas (L. (V.) 

braziliensis e L. (L.) amazonensis), com a presença da saliva do vetor exacerbou a 

infecção, apontando assim que a saliva do vetor contém substâncias com potencial de 

aumentar o processo infeccioso da leishmaniose (Strazulla et al, 2013). 

Em Corte de Pedra- BA, a LTA apresenta-se como uma enfermidade bastante 

polimórfica, que acomete primariamente a pele e mucosas. O espectro de quadros 

clínicos pode ser associado a fatores relacionados à resposta imune do hospedeiro, à 

variabilidade genética dos parasitos envolvidos e também a fatores ambientais. 

(Carvalho et al, 1994, 1995, Queiroz et al, 2012). 

A LC é a mais comum das formas de manifestação da LTA, podendo também 

ser causada por parasitos pertencentes ao subgênero Leishmania, além do Viannia. É 

caracterizada pela presença de uma ou poucas lesões em pele, que se iniciam no sítio de 

entrada das promastigotas infectantes após a picada do inseto vetor, sendo encontradas 

principalmente em áreas expostas do corpo como face, braços e pernas. Tais lesões 

podem ser acompanhadas de intensa adenopatia regional, apresentando-se ulceradas, 

com bordas elevadas e endurecidas (Silveira et al, 2004). Pacientes com LC apresentam 

uma imunidade celular preservada, com uma resposta imune do tipo Th1 moderada e 
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bem regulada frente aos antígenos de Leishmania, o que se verifica pela positividade ao 

teste cutâneo de resposta tardia, a intradermorreação de Montenegro (Bacellar et al, 

2002). Esses pacientes apresentam níveis elevados de interferon-gama (IFN-), citocina 

que induz a ativação de macrófagos, e outros fagócitos com elevada atividade 

antimicrobiana para as formas amastigotas do protozoário (Antonelli et al, 2005). 

 O estudo histológico das lesões revela riqueza de linfócitos e plasmócitos, e 

escassez ou mesmo ausência de macrófagos e parasitos. Quando a infecção não é 

controlada pelos mecanismos adaptativos da resposta imune celular, a doença pode 

evoluir para uma forma mais grave e em cerca de 4% dos casos ocorre associação com a 

LM (Carvalho et al, 1995). Na LC, sabe-se que a incapacidade de montar uma resposta 

imune celular eficaz está associada à evolução clínica e respostas terapêuticas menos 

favoráveis. Em pacientes imunocomprometidos, como na síndrome de imunodeficiência 

adquirida (AIDS), a LC pode apresentar quadros clínicos atípicos, tendência à 

disseminação e má resposta aos esquemas medicamentosos usuais (Ministério da Saúde, 

2007). 

A LM é uma doença caracterizada por envolvimento da mucosa nasal, oral ou 

faríngea, concomitante à doença cutânea ativa ou iniciada meses a anos após a resolução 

da lesão primária em pele (WHO, 2010). Lesões mucosas clássicas que ocorrem durante 

LTA são altamente destrutivas, severamente desfigurantes e potencialmente mortais. As 

lesões cutâneas podem preceder LM em 5-20 % dos casos (Di Lella et al, 2006). Estas 

lesões podem ser clinicamente manifestas ou curadas, de dias a décadas antes do 

acometimento das mucosas (Goto H.& Lindoso, 2010; Herwaldt , 1999). Pacientes que 

tenham tido LC possuem fatores de risco para desenvolver LM (Camuset et al, 2007). 
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   Os indivíduos acometidos pela LM apresentam uma forte imunidade celular 

representada por intensa reação de hipersensibilidade do tipo tardia contra antígenos de 

Leishmania, consistindo-se num pólo responsivo caracterizado pela produção 

exacerbada das citocinas pró-inflamatórias TNF e IFN- (Carvalho et al, 1995; Bacellar 

et al, 2002). Este exagero na produção das citocinas do tipo Th1 está associado também 

a uma produção relativamente baixa de IL-10, citocina capaz de modular a resposta e 

inibir a ativação de macrófagos. A perfuração do septo nasal é a complicação mais 

comum na LM, podendo também haver envolvimento do palato, úvula, faringe, laringe 

e cordas vocais. A doença pode progredir até lesões desfigurantes e destrutivas da 

cartilagem nasal, lábios e face, algumas vezes chegando a ser fatal (CHOI et al, 2001; 

Bacellar et al, 2002; Strazulla et al, 2013). A forma mucocutânea ocorre 

predominantemente na América do Sul, e muitas vezes mostra-se de difícil tratamento 

(Carvalho et al, 1994). A imunopatogênese da LM é muito complexa e ainda 

parcialmente desconhecida (de Oliveira  & Brodskyn , 2012).  

A LD é uma forma clínica da LTA causada por L. (V) braziliensis e que vem 

sendo identificada no estado da Bahia (Carvalho et al, 1994; Turetz et al, 2002). 

Clinicamente distinta da leishmaniose cutânea difusa, geralmente causada pela L. 

amazonensis, a LD acomete predominantemente homens adultos com atividade rural, 

caracterizando-se pelo aparecimento de uma única lesão inicial ulcerada em uma 

extremidade corpórea, seguida, após um período de poucos dias, pelas lesões 

disseminadas do tipo ulceradas e não ulceradas, distribuídas em diversas áreas do corpo, 

como a face, tórax, abdome e membros superiores e inferiores dos pacientes, que podem 

também apresentar febre e astenia. As células da resposta imune dos indivíduos 

acometidos produzem níveis menores de TNF e IFN-, e níveis mais elevados da 
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citocina IL-10 frente à estimulação com antígenos de Leishmania quando comparados 

aos pacientes com LC (Turetz et al, 2002). 

  Embora os macrófagos sejam células fagocitárias especializadas no combate à 

leishmania, a mesma consegue desenvolver diversos mecanismos de defesa capazes de 

subverter a capacidade microbicida do macrófago, conseguindo sobreviver no ambiente 

potencialmente tóxico formado e multiplicar-se até a ruptura da célula, quando então 

são liberadas para infectar outros macrófagos, propagando deste modo a infecção 

(Olivier et al , 2005; Bhardwaj et al, 2010). Tal característica se deve em parte à 

contribuição das moléculas de superfície do parasito, que representam um importante 

papel no direcionamento da infecção, e a interação dessas moléculas com os receptores 

celulares específicos. Entre as moléculas de superfície presentes no parasito a mais 

predominante é a LPG seguida pela GP63. Outras moléculas presas à superfície celular 

são proteofosfoglicanos, fosfatase ácida, nucleotidase e cisteína proteinases que em 

conjunto conferem virulência a leishmania. Os receptores celulares envolvidos na 

interação entre a célula hospedeira e o parasita são o CR1, o CR3, o receptor para 

manose-fucose, os receptores para a porção Fc de imunoglobulinas (FcγRI, FcγRII), 

receptor Toll like (TLR2) e o receptor para fibronectina que representam importante 

papel na ativação da resposta imune inata (Kzhyshkowska et al, 2008).  

Embora sejam complexos os mecanismos responsáveis para a imunidade 

adquirida, uma vacina que induzisse a uma forte e duradoura resposta celular e humoral 

contra a leishmania poderia previnir ou combater a infecção em curso (Strazulla et al, 

2013). 
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IV.5 Tratamento e prevenção.  

O antimônio pentavalente (Sbv) e suas moléculas derivadas, stibogluconato de 

sódio (SSB) e antimoniato de meglumina (MA), são recomendados pela Organização 

Mundial de Saúde (OMS) para a terapia de LTA (David & Craft, 2009).  A droga de 

primeira escolha é o Sbv, que é encontrado na forma de antimoniato de 

Nmetilglucamina (Glucantime), este medicamento está indicado para tratamento de 

todas as formas de leishmaniose tegumentar, embora as formas mucosas exijam maior 

atenção, já que os pacientes podem apresentar respostas mais lentas e maior 

possibilidade de resistência. A administração é por via parenteral e a ocorrência de 

efeitos colaterais pelo seu uso é relatada. A resposta ao esquema terapêutico varia 

consideravelmente de acordo com a espécie envolvida, a resposta imune do hospedeiro 

e a forma clínica ou estágio da doença (Grimaldi G, Jr & Tesh R.B, 1993). A resistência 

ao Sbv é significativa na América do Sul, e é uma causa freqüente de falha terapêutica e 

recaída. Não está claro se isso depende das características do parasita ou da resposta 

imune (naturais ou adquiridas) (David & Craft, 2009; Amato V. S., 2008).  

A pentamidina é eficaz contra a Leishmania, com uma eficácia de 90-94 % em 

relação a L. (V.) braziliensis (Amato et al, 2008). Porém, a OMS recomenda a utilização 

de pentamidina apenas quando outras opções não estão disponíveis (Kappagoda et al, 

2011). A Anfotericina B (AmB) é um medicamento anti-fúngico com eficácia  contra 

Leishmania sp. A anfotericina B liga-se com o ergosterol, um componente da membrana 

celular de fungos e protozoários promovendo a morte celular. Casos de resistência ainda 

não foram relatados, mas o seu uso crescente no tratamento da leishmaniose em todo o 

mundo poderia potencialmente aumentar o risco de selecionar cepas resistentes (Amato 

et al, 2008). As taxas de cura para o tratamento anfotericina B foram semelhantes aos 
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relatados com antimoniais (88% em um estudo boliviano de cerca de 200 pacientes) 

(Dedet et al, 1995). No entanto, a toxicidade renal impede a sua utilização como uma 

droga de primeira linha (David  & Craft , 2009).  

Dentre outras opções menos frequentemente empregadas para o tratamento da 

LTA a Miltefosina tem se mostrado eficaz para o tratamento da leishmaniose visceral. É 

administrada via oral na dose 2.5mg/kg/dia durante 28 dias (David  & Craft., 2009). Foi 

demonstrado que miltefosina produz apoptose em promastigotas de L. donovani (Kobets 

et al, 2012). A mesma tem sido usada com sucesso para o tratamento de LM, nas 

infecções por L. (V.) braziliensis, com taxas de cura de cerca de 75% em pacientes 

bolivianos (Soto et al, 2007, 2009). Já a paromomicina (ou aminosidina) é uma droga 

aminoglicosídea que interfere no crescimento de amastigotas. Está disponível em 

formulações tópicas e intravenosas (Amato et al, 2008). Na Leishmaniose Visceral, a 

paromomicina é administrada a uma dose de 15mg/kg/dia por 21 dias (Kappagoda et al, 

2011), contudo em LTA foi reportado ter somente 60% de eficácia (muito menos 

eficiente do que o Sbv e AmB) (Amato et al, 2008). 

Os medicamentos utilizados para o tratamento da leishmaniose não são 100% 

eficazes, possuem efeitos tóxicos e colaterais. A resistência aos medicamentos também 

é um obstáculo para o controle da doença, sendo assim a vacinação continua a ser uma 

das melhores esperanças para o controle de todas as formas da doença e tem sido foco 

de pesquisas em leishmaniose. As tentativas para desenvolver vacinas contra a 

leishmaniose resultou na identificação de inúmeros antígenos candidatos (Firooz et al, 

2006; Sharifi et al, 1998; Momeni  et al, 1999;. Khalil et al, 2000). 

Dentre eles podemos citar a p36/ LACK (leishmania homolog of receptors for 

activated C kinase) é uma proteína conservada nos protozoários do gênero Leishmania 
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de grande interesse como candidato a vacina por causa do seu papel imunopatogênico 

em infecção de murinos. A imunização de camundongos com a p36/LACK, entregue na 

forma de proteína ou de DNA, parece proteger contra a infecção por L. major induzindo 

uma resposta Th1 protetora. A sequência de aminoácidos do antígeno de leishmania 

p36/LACK é altamente conservada, mas a eficácia desta vacina na prevenção de 

doenças causadas por outros isolados de leishmania não foi determinada (Melby et al, 

2001). Outro imunógeno candidato a vacina é a proteína presente nas membranas dos 

Kinetoplastida, KMP-11 (Kinetoplastid membrane protein 11), recombinada com 

nanopartículas parece dimunir a carga parasitaria de leishmania através da indução de 

resposta imune inata (Santos et al, 2013). O receptor de hemoglobina (HBR) de 

Leishmania, imunógeno candidato, é conservada entre várias espécies de leishmania, e 

anticorpo anti-HBr pode ser detectado no soro de pacientes com kalazar. Imunização 

com HBR-DNA induz proteção contra a infecção por Leishmania donovani tanto em 

camundongos BALB / como em hamsters. Além disso, a imunização de HBR - DNA 

estimulou a produção de citocinas, como IFN - γ, interleucina - 12 (IL - 12), e fator de 

necrose tumoral - α (TNF - α) (Guha et al, 2013). Muitos outros imunógenos como, 

HNP-1 e as proteínas cisteínas CPA e CPB, LmSTI1 ( Protein Antigen LmSTI1), TSA ( 

Thiol Specific Antioxidant), entre outros, tem sido empregados na tentativa de 

desenvolver reagentes para a imunoprofilaxia das leishmanioses (Campo-Neto et al, 

2001; Duthie et al, 2012), no entanto, os resultados ainda não são conclusivos, em 

alguns ensaios e em geral, a eficácia é limitada principalmente devido à falta de um 

sistema de distribuição apropriados ou adjuvantes (Noazin et al, 2009).  

Vacinas com proteínas recombinantes com adjuvante ou expressa em vetores 

microbianos heterólogos, representam uma opção mais viável para as campanhas de 

vacinação em massa (Dietze, et al, 1997; Ashford et al, 1998). Antígenos definidos, 
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entregue com DNA plasmídial, DNA em vetor, proteína recombinante em adjuvante, 

combinados com lipossomas ou recobrindo nanoparticulas colóides têm freqüentemente 

provado ser eficaz em modelos animais. Até a data, apenas proteínas recombinantes 

avançaram para a licenciatura em vacinas humanas. Uma variedade de proteínas 

recombinantes tem sido investigada como antígenos candidatos para a vacina de 

Leishmania em modelos animais (Souza et al, 2008; Davies et al, 2000; Mayrink et al, 

1979; Ritmeijer et al, 2007; Kelly et al, 1997; Alexander & Young, 1992; Ostyn et al, 

2008). 

Até o momento, poucos antígenos avançaram para ensaios clínicos ou 

veterinários. O desenvolvimento de adjuvantes que podem ser utilizados para conceber 

vacinas seguras e eficazes, juntamente com o desenvolvimento de candidatos a vacina 

contra as leishmanioses, poderiam ter um impacto significativo sobre o controle da 

doença (Asilian et al, 2003). Também é interessante para a doença compreender 

geneticamente fatores imunológicos que regulam a manifestação clínica os seres 

humanos (Chappuis et al, 2007). 

IV. 6 Metalloprotease GP63 

Os protozoários parasitas, kinetoplastidas, do gênero Leishmania causam 

doenças, cujo tratamento é difícil e para as quais não existe uma vacina eficaz (Desjeux 

P, 1992; WHO, 1990). Um ponto crítico na interação parasito-hospedeiro envolve a 

fixação e internalização de formas promastigotas por macrófagos (Russell & Talamas- 

Rohana, 1989; Mukherjee et al, 1988). Numerosos estudos indicam que moléculas da 

superfície do parasita, tais como a protease glicoproteína-63kda (GP63 ou 

leishmanolisina) e lipofosfoglicano (LPG), são de extrema importância na fixação, 

internalização e escape deste parasita às células de defesa da resposta imune inata do 
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hospedeiro, garantindo assim a sua sobrevivência (Chakrabarty et al, 1996; Garcia et al, 

1997). Estudos têm permitido a caracterização de domínios funcionais dentro da GP63 

que podem mediar este fenômeno. Entre estes, o SRYD foi recentemente considerado 

importante para a adesão celular das leishmanias (Soteriadou et al, 1992; Miller et al, 

1990). Modificações estruturais da GP63 ou falha na sua expressão podem provocar 

mudanças na virulência em diferentes espécies do parasita (Chakrabarty et al, 1996; Liu 

& Chang, 1992; McMaster et al, 1994; McGuire & Chang, 1996).  

 A GP63 foi descoberta por volta de 1980 e descrita como um dos principais 

antígenos expresso na superfície das promastigotas em várias espécies de leishmania 

(Fong & Chang, 1982; Bouvieretal, 1985; Etges et al, 1985; Chang et al, 1986). Devido 

ao seu estado de glicosilação, e ao fato de ligar a concanavalina A, foi nomeado GP63 

(Bouvier et al, 1985; Chang et al, 1986; McGwire & Chang, 1996). Inicialmente, a 

GP63 foi descrita como tendo atividade de protease, assim chamada de Major Surface 

Protease (MSP), ou seja, a principal protease de superfície, e mais tarde, especificada 

como uma zinco-metaloprotease (Bouvier et al, 1989 Chaudhuri & Chang, 1988; 

Chaudhuri et al, 1989; Etges et al, 1986;). Devido a esta propriedade, a GP63 foi 

nomeada de leishmanolysin pela IUBMB (International Union of Biochemistry and 

Molecular Biology). Esta metaloprotease está presente não só em diferentes espécies de 

leishmania, mas também em várias espécies de Trypanosoma e na Trichomonas 

vaginalis (Etges et al, 1985; Ma et al., 2011). 

A GP63 é uma molécula compacta, sintetizada no retículo endoplasmático, 

contendo predominantemente estrutura beta pregueada e foi identificada como uma 

metaloproteinase neutra com atividade em uma vasta escala de pH (6 a 9), possui uma 

ampla gama de substratos, incluindo caseína, gelatina, albumina, hemoglobina e 

fibrinogênio (Etges et al, 1986; Macdonald et al, 1995; Yao C. et al, 2003). Esta 
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protease pertence à classe do metzincin cujos membros incluem a seqüência de 

aminoácidos HExxHxxGxxH na região N-terminal, rigorosamente conservados. Este 

domínio contém um átomo de zinco catalítico e um local ativo contendo duas histidinas 

de proteinase de zinco, possui ainda um pró-peptídeo que torna a pró-enzima inativa 

durante a tradução, e é removido durante a maturação e ativação (Etges et al, 1986; Yao 

C. et al, 2003), está ancorada ao GPI (glicofosfatidilinositol), sendo mais abundante na 

superfície de promastigotas (~ 5 x 10
5
 moléculas / célula), do que nas amastigotas 

(Desjeux P, 1996).  

Dada a sua presença em ambas as formas evolutivas, a GP63 desempenha 

diferentes papéis dependendo do estágio do parasita. Em promastigotas de L. (L.) 

amazonensis e L. major, a GP63 foi observada clivando C3b em iC3b e, portanto, 

ajudando a parasita a evitar a lise mediada pelo sistema complemento (Brittingham et al, 

1995). Simultaneamente, a geração do iC3b também pode atuar como um opsonina, 

auxiliando o parasita a interagir com os macrófagos através de receptores do 

complemento, favorecendo sua internalização (Mosser et al, 1985; Chang et al, 1990). 

Foi relatado também que a GP63 interage com o receptor de fibronectina e, portanto, 

poderia ajudar ainda mais a adesão do parasita aos macrófagos (Brittingham et al, 

1999). Outro achado importante foi, uma vez que promastigotas de L. mexicana estão 

em contato com a matriz extracelular de tecido subcutâneo, a GP63 pode degradar 

componentes extracelulares favorecendo sua migração rápida, in vitro (McGwire et al, 

2003). A partir dessas várias conclusões, por clivagem e /ou degradação, a GP63 pode 

afetar profundamente as funções dos macrófagos e favorecer a sobrevivência do parasita 

(Olivier et al, 2012). Uma vez interiorizados pelos macrófagos, a leishmania vai 

sobreviver e se multiplicar como amastigotas dentro do fagolisossomo (Yao et al, 2003). 
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O papel exato da GP63 na sobrevivência intracelular é ainda objeto de discussão. 

Contudo, resultados relatados nos últimos 20 anos sugerem que em amastigotas a GP63 

poderia ter um papel importante nesta sobrevivência (Chaudhuri et al, 1989; Seay et 

al,1996; Chen et al, 2000).  

Estudos da sequência dos genes que codificam a GP63 no genoma de 

Leishmanias sp. mostraram que os mesmos são organizados em uma matriz em tandem 

(quatro cópias) no cromossomo 10, um único no cromossomo 28 e outro gene 

relacionado no cromossomo 31 (Ivens et al, 2005). As sequências de genes derivadas de 

várias espécies diferem, e as mudanças na expressão também foram relatadas (Streit et 

al, 1996). Embora análises do polimorfismo de fragmentos de restrição (RFLP) de 

isolados naturais indiquem um extenso polimorfismo (Victoir et al, 1995; Espinoza et 

al, 1995), a variabilidade da seqüência de aminoácidos dentro de algumas regiões 

codificada na proteína expressa (resíduos 100-577 de L. major) é limitado (Medina et al, 

1993; Webb et al, 1991; Streinkraus et al, 1993). Estudos sugerem que existem 

diferentes isoformas da metalloprotease e que a mesma pode ser codificada por 

diferentes genes (Cuervo et al, 2008). Tem sido relatado que espécies do subgênero 

Leishmania Viannia apresentam um maior número de genes que codificam a GP63 

quando comparado com espécies do subgênero Leishmania Leishmania (Steinkraus et 

al, 1993; Voth et al, 1998; Victoir et al, 1998, 2005). 

As proteínas expressas partilham 18 cisteínas, e o local ativo ligante ao zinco e 

aos resíduos metionina são menos conservados. O local da âncora GPI em Asn577 não 

são conservadas em espécies de Leishmania sp. Resíduos de superfície são menos 

conservados do que os resíduos de interiores da proteína, e uma representação da 

variabilidade da superfície sugere que a variabilidade na seqüência é correlacionada 

com a flexibilidade estrutural da GP63. Estudos mostraram que GP63 possuem 
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domínios envolvidos na adesão e interiorizações dos parasitas aos macrófagos são 

altamente conservados (Puentes et al, 1999). Acredita-se que a heterogeneidade 

encontrada em algumas regiões pode estar relacionada com as funções invasiva e 

imunomoduladoras atribuída a metaloproteases (Brittingham et al, 1999; McGuire et al, 

2003), e isso pode ser refletido no resultado clínico da leishmaniose tegumentar por L. 

(V.) braziliensis (Cuervo et al, 2008). Victor et al, 2005, demonstraram em seus 

resultados para Leishmania (Viannia) braziliensis nas seqüências da GP63, que regiões 

que codificam o sítio catalítico msp mostrou uma sequência conservada, enquanto que 

as regiões de codificação de domínios de superfície, possivelmente envolvidos na 

interação parasito-hospedeiro (epítopos de células B e de células T) eram variáveis. 

Especulando que esta seria uma estratégia adaptativa do parasita. 

Outro estudo observou que regiões funcionais da proteína envolvidas na 

internalização e ligação do parasita à célula do hospedeiro apresentavam-se altamente 

conservadas em várias espécies de leishmania (Puentes et al, 1999). Dentre elas, os 

peptídeos avaliados nesse estudo- PAVGINIPA, HEVAHA e KAREQYGC, SRYD. 

Posteriormente foi observado que peptídeos sintéticos baseada nessas sequências 

inibiram a internalização do parasita a célula hospedeira (Puentes et al, 1999). Foi 

demonstrado também que a GP63 e CR3 interagem através de um domínio específico 

que contém a sequência SRYD (Soteriadou et al, 1992). Existem domínios estruturais e 

funcionais em leishmanolisina, que são altamente conservados durante todo o gênero, e 

são de suma importância para a interação do parasita com células hospedeiras (Puentes 

et al, 1999).  

O polimorfismo relatado em algumas regiões das sequências da GP63 de 

diferentes cepas, pode dificultar desenvolvimento de peptídeos em futuros estudos de 

vacinas (Schlagenhauf et al, 1998). Contudo, domínios funcionais que apresentaram 
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regiões altamente conservadas na sequência da GP63 entre as diferentes espécies de 

leishmania apresentaram atividade inibidora, quando os peptídeos destas regiões foram 

correlacionados com a sua capacidade em se ligar as moléculas presentes na superfície 

da linha celular humana (Puentes et al, 1999). Os principais domínios funcionais 

identificados envolve as sequências SRYD e HExxH, sendo que a última está ligada ao 

zinco (Puentes et al, 1999).  

Estes resultados indicam que as interações moleculares entre os domínios 

conservados da GP63 e as moléculas na superfície de macrófagos contribuem de forma 

eficaz para a internalização do parasita e que a capacidade na indução de neutralizar as 

respostas imunes, que cause prejuízo a interação parasito-hospedeiro, pode ser uma 

alternativa importante na concepção de vacinas com subunidades de peptídeos sintéticos 

contra a leishmaniose humana (Puentes et al, 1999). Desta forma, é necessária uma 

melhor compreensão de como as regiões conservadas e polimórficas da molécula 

interagem com a célula do hospedeiro e como este conhecimento também pode ser 

revertido num reagente de imunoprofilaxia com maior chance de proteção 

principalmente em áreas endêmicas para a leishmaniose (Puentes et al, 1999).  

A GP63 é um dos candidatos promissores para a vacina de subunidade contra a 

leishmaniose. Ao considerar o progresso de bioinformática em modelagem molecular, 

podemos modelar a estrutura GP63 utilizando modelagem por homologia com alta 

precisão, e, em seguida, analisar a estrutura 3D da GP63, que pode revelar fatos exatos 

sobre sua estrutura, interação e função (Button et al, 1993).  
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V. HIPÓTESE 

 

Dadas as observações da relevância da GP63 sobre a virulência da Leishmania 

sp. e do reportado polimorfismo, nossa hipótese é que diferentes alelos da GP63 podem 

estar associados a diferentes formas de LTA em Corte de Pedra (BA). 
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VI. JUSTIFICATIVA 

 

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) tem alta incidência no estado da 

Bahia, sendo distribuída em áreas de atividade agrícola, com desmatamento. A doença 

afeta indivíduos adultos, jovens e ate mesmo crianças. No Brasil tem-se observado um 

elevado crescimento do número de casos de LTA tanto em magnitude como em 

expansão geográfica (Ministério da Saúde, 2007).  

Uma vez que a GP63 tem sido avaliada como candidata a vacina contra 

leishmaniose, e de alguns estudos relatarem que domínios conservados da proteína 

podem ser importantes no favorecimento na internalização do parasita na célula 

hospedeira, é de fundamental importância se examinar o grau de variabilidade dessa 

molécula, principalmente em domínios da proteína que tenham esta participação na 

interação do parasita com os macrófagos, numa área de grande endemicidade para LTA, 

como aquela a ser explorada neste estudo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



45 
 

VII. DESENHO DO ESTUDO E MÉTODOS  

 

VII. 1 Desenho do Estudo  

 

É um estudo de corte transversal, foi descrito alelos da GP63 detectáveis na área 

endêmica para LTA de Corte de Pedra- BA entre 1997 e 2001, e suas distribuições 

espaciais. Foi também avaliada a freqüência em que cada genótipo descrito pôde ser 

observado entre os fenótipos LC, LM e LD, a fim de se avaliar possíveis associações 

entre cepa parasitária e desfecho de LTA. 

 

VII.2 Área de Estudo  

 

O estudo foi realizado empregando amostras provenientes de uma área endêmica 

para LTA, situada no sudeste do estado da Bahia, denominada Corte de Pedra. Corte de 

Pedra é uma região composta por 20 municípios, em uma área rural anteriormente 

dominada pela Mata Atlântica situada a 280 km de Salvador, sendo delimitada pelas 

coordenadas geográficas (latitude / longitude) 14 ° / 39 °, 13 ° / 39 °, 14 ° / 40 °, e 13 ° / 

40.  

Lu. (N.) whitmany e Lu. (N.) intermédia são flebotomíneos que transmitem 

L.(V.) braziliensis em Corte de Pedra. Residentes nesta área trabalham principalmente 

na agricultura, muitas vezes na proximidade de florestas primárias ou secundárias.  
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VII. 3 População e amostra do estudo  

 

Foi avaliado o polimorfismo do gene da GP63 de 35 amostras de L. (V.) 

braziliensis isoladas de pacientes que foram diagnosticados com diferentes formas de 

LTA (LC, LM e LD) na população residente na área endêmica de Corte de Pedra - BA. 

Os pacientes, dos quais os parasitas foram obtidos, teve sua avaliação, 

diagnóstico, acompanhamento clínico e terapêutico realizados pelos médicos e demais 

profissionais de saúde do Posto de Saúde de Corte de Pedra. Os casos suspeitos tiveram 

sua confirmação diagnóstica com base nos seguintes critérios: avaliação clínica; 

intradermorreação de Montenegro; avaliação histopatológica de fragmento de lesão 

cutânea ou mucosa; cultivo de parasitos a partir de material aspirado da borda da lesão e 

PCR em tempo real para a detecção e determinação da espécie parasitária. 

Schriefer et al, 2005. 

Figura 1. Mapa da área endêmica Corte de Pedra- BA. 
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Os isolados de L. (V.) braziliensis foram obtidos através do aspirado da lesão dos 

pacientes diagnosticados com LTA no posto de saúde em Corte de Pedra. Trinta e cinco 

isolados de L. (V.) braziliensis da amostra, provenientes de 18 indivíduos com LC, 9 

com LM e 8 com LD, foram utilizados para amplificação do gene gp63 e avaliação das 

regiões polimórficas e conservadas da molécula. 

 

VII. 4 Definição de Casos  

 

LC foi definida pela presença de uma ou poucas lesões cutâneas ulcerativas sem 

evidência de envolvimento da mucosa. LM foi definida como uma doença metastática 

com lesões da mucosa que afetam o nariz, boca, faringe, laringe, não contíguas com 

lesões cutâneas primárias. LD foi definida como uma doença com mais de 10 lesões 

ulcerativas nodulares ou acneiformes sobre a pele, distribuídas em duas ou mais áreas 

do corpo. Pacientes que apresentaram simultaneamente as definições para LM e LD 

foram classificados como pacientes com LD.  

 

VII. 5 Critérios de Inclusão e não inclusão  

 

Foram incluídos no estudo pacientes com definição de caso para LC, LM ou LD, 

com confirmação laboratorial de LTA, e que preencheram e assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Não foram incluídos aqueles pacientes que 

apresentaram lesões atípicas, gestantes ou menores de 18 anos de idade, e aqueles que 

não quiseram participar do estudo ou completar o TCLE.  
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VII. 6 Considerações Éticas. 

 

Os procedimentos adotados neste estudo foram aprovados pelos Comitês de 

Ética em Pesquisa (CEP) da Maternidade Climério de Oliveira, Universidade Federal da 

Bahia e Comissão Nacional de Ética e Pesquisa (CONEP-128/2008, 17.03.2008)  

 

VII. 7 Obtenção dos isolados parasitários e estoque de DNA 

genômico de L. (V) braziliensis  

 

Os isolados de L. (V.) braziliensis utilizados no presente estudo foram cultivados 

a partir de material aspirado das bordas das lesões de pele ou mucosas. O material 

aspirado foi imediatamente suspenso em meio bifásico NNN (Neal, Novy e Nicolle; 

Agar sangue modificado) e LIT (Liver Infusion Triptose) em tubos de polipropileno, 

14ml, não pirogênico (tubos falcon), e incubado a 26 ºC durante uma a duas semanas. 

Em seguida, a suspensão foi transferida para meio Schneider (SCHNEIDER INSECT 

EXTRACT MEDIUM; SIGMA) complementado com 10% de soro fetal bovino 

inativado pelo calor e 2 mM de L-glutamina, em frasco para cultura de tecido (garrafa 

de poliestireno, livre de DNAse, RNAse, pirogênios e toxinas, estéril, com área de 

crescimento 25 cm²), e incubado a 26 ºC durante um período máximo de duas semanas. 

Então os parasitas foram congelados em DMSO a 10%, meio de crescimento a 90%, em 

nitrogênio líquido.   

Para a obtenção do DNA genômico dos isolados de L. (V.) braziliensis, estes 

foram descongelados e cultivados em meio de cultura Schneider até os isolados 

promastigotas atingirem a fase estacionária de crescimento. Aproximadamente, 1,7 mL 

de isolados promastigotas foram centrifugados a 200g por 10 minutos e o pellet foi 
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ressuspenso em 150 µL de TELT – tampão de lise (50 mM Tris-HCL pH 8.0; 62,5 mM 

EDTA pH 9.0; 2,5 M LiCl e 4% v/v Triton 100x). Após esta etapa, as amostras foram 

homogeneizadas por inversão e incubadas à temperatura ambiente por 5 minutos, sendo 

extraído o DNA genômico após ser adicionado ao lisado celular 150 µL de uma solução 

de Fenol e Clorofórmio (1:1 v/v). Em seguida, foi realizada uma homogeneização 

lentamente por 5 minutos em homogeneizador e centrifugação a 10.000 g por 5 

minutos.  Foi colhido o sobrenadante contendo o DNA genômico e transferido para 

outro tubo contendo 300 µL de etanol absoluto e realizado uma homogeneização por 5 

minutos seguido de centrifugação a 10.000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi 

descartado e o DNA genômico precipitado foi lavado mais uma vez com 1 ml de etanol 

absoluto e centrifugado a 10.000 g por 5 minutos. Após essa etapa, o sobrenadante foi 

descartado e o precipitado seco foi ressuspenso em 100 µL de tampão de TE (TrisCl 10 

mM, EDTA 1 mM pH 8,0) e armazenado a -20°C.  

 

VII.8 Determinação da espécie de leishmania por PCR em tempo 

real 

A determinação das espécies da Leishmanias isoladas foi realizada por qPCR em 

tempo real com ensaios SYBER green, utilizando primers baseados nas seqüências de 

KDNA1, KDNA 3 e MAG1 para análise da curva melt (Weirather et al, 2011).  

 

VII.9 Amplificação por PCR e clonagem dos alelos de gp63 de 

isolados de L. (V.) braziliensis  

  

Para a amplificação dos alelos da gp63 foram utilizados primers 

(oligonucleotídeos iniciadores) previamente selecionados: sense, 
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ATGTCCCGCGACCGCAGCAG; antisense, TCACACCGCCGCTGTGTCGG. As 

reações de PCR convencional empregaram volume final de 50µL como segue: 1 µL de 

DNA alvo em concentração de 16 ng/ µL; 5µL de tampão 10x (INVITROGEN Life 

Technologies, Inc); 1µL de cada oligonucleotídeo iniciador em concentração de 0,05 

mM (INVITROGEN Life Technologies, Inc); 4µL de dNTP em concentração de 2,5 

mM - dATP, dCTP, dGTP, dTTP - (INVITROGEN Life Technologies, Inc); 1,0 – 

2,5µL de MgCl2 em concentração de 50 Mm (INVITROGEN Life Technologies, Inc); 

0,2 µL de Taq DNA Polymerase Platinum em concentração de 0,5 U (INVITROGEN 

Life Technologies, Inc); e água destilada, completando o conteúdo para o volume final 

de 50µL .  

As reações foram realizadas no Termociclador Veriti® 96 poços da Applied 

Biosystems, segundo a seguinte programação: 94°C na fase de desnaturação da fita por 

5 minutos; seguida de 35 ciclos a 94°C por 45 segundos, 48°C a 56°C na fase de 

anelamento da fita durante 1 minuto, e 72°C na fase de extensão da fita por 1 minuto; 

10 minutos a 72°C na fase de extensão final. 10 µl de cada produto da reação de 

amplificação do gp63 misturados com 2µl de Azul de Bromofenol- tampão de corrida, 

foram aplicados e fracionados por eletroforese em gel de agarose a 1,3% por 1 hora a 

120 volts, em tampão TBE 0,5X ( 0,04M Tris-HCL-Borato e 1mM EDTA). Os géis 

foram visualizados através do transluminador de UV conectado a um sistema de captura 

eletrônica de imagens (UVP Labworks Laboratory Imaging and Analysis System Inc., 

CA, EUA) após serem corados com Brometo de Etídio a 0,5 µg/mL, para confirmação 

da amplificação dos fragmentos alvo. 

Após a amplificação dos alelos de gp63, foram realizadas as clonagens 

utilizando-se o Topo TA Cloning Kit (INVITROGEN Life Technologies, Inc), tendo os 

amplicons sido inseridos por ligação no plasmídio PCR 2.1. Em resumo, num volume 
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final de 10 µl, para cada reação foram adicionados 2µL do fragmento amplificado, 1µl 

de tampão de ligação10x, 1µl de T4 DNA ligase, 2µl do vetor PCR
® 

2.1 (25 ng/µl) e 

4µl de água destilada. A reação foi homogeneizada gentilmente e incubada durante a 

noite por um período de 12-16 horas, a 14°C.  

Seguida a essa incubação, iniciou-se a etapa da transformação de células 

Escherichia coli DH5-α competentes com os plasmídeos recombinantes. Alíquotas 

contendo 100µl de células competentes foram retiradas do estoque (armazenamento a -

70°C) e colocadas em gelo. Adicionou-se a essas alíquotas 2µl do produto da reação de 

ligação, gentilmente, sendo incubadas por 30 minutos em gelo. Após esse tempo, essas 

células passaram por um choque térmico e foram incubadas por 3 minutos a 42°C em 

banho-maria e rapidamente foram transferidas para o gelo por 2 minutos. Foram 

adicionados 200µl de meio LB líquido em temperatura ambiente, e a suspensão foi 

incubada por aproximadamente 2 horas a 37°C, em banho-maria.  

Após esse período de incubação, o conteúdo foi semeado cuidadosamente em 

placas de petri contendo meio LB Agar com 40µl de X-gal a 20 mg/mL (INVITROGEN 

Life Technologies, Inc) e 4µl de IPTG a 200 mg/mL (INVITROGEN Life 

Technologies, Inc), com o auxílio de um espalhador de células (alça de Drigalski) e de 

um disco rotatório. Essas placas foram incubadas durante um período de 

aproximadamente 24 horas a 37°C em estufa. Posteriormente, foram selecionadas 10 

colônias brancas de cada amostra (colônias que provavelmente apresentam o vetor PCR 

2.1 contendo o inserto alvo), que foram isoladas e transferidas separadamente para tubos 

falcon contendo 5 ml de meio LB líquido com ampicilina a 10 mg/ml. Essa suspensão 

foi incubada sob agitação em incubadora rotatória a 175 rpm por 16 horas a 37°C.  
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Para a extração do DNA plasmidial dessas suspensões foram colocados 1,5 mL 

de cada suspensão bacteriana em tubo Eppendorf (1,5mL), seguido de centrifugação a 

12.000 g por 1 minuto. Foi feita a remoção do sobrenadante por aspiração e o sedimento 

bacteriano foi ressuspenso em vórtex com 100µl da solução de minipreparação de DNA 

I gelada (Glicose a 1mM; EDTA a 0,5M; Tris-Cl a 1M pH 8,0 e água destilada 

autoclavada). Em seguida, a suspensão foi deixada em temperatura ambiente, incubando 

por 5 minutos. Logo após, foram adicionados 200µl da solução II (1 mL de SDS 10%, 2 

mL de NaOH 1N e 7 mL de água destilada), recém-preparada, e o conteúdo foi 

homogeneizado 2 a 3 vezes por inversão rapidamente, incubando a mistura em gelo por 

5 minutos. Posteriormente, foram acrescentados 150µl da solução III gelada (Acetato de 

Potássio 5M pH 4,8; Acido Acético e água destilada – solução autoclavada) e o 

conteúdo foi homogeneizado, gentilmente, por 10 segundos em vortex em uma posição 

invertida e incubadado em gelo por 5 minutos, o tubo contendo a mistura foi 

centrifugado a 12.000 g por 5 minutos a 4°C. Após a centrifugação, o sobrenadante foi 

transferido para um novo tubo contendo 450µl de fenol: clorofórmio 1:1 (v/v), 

previamente resfriado, e homogeneizado em vórtex. Em seguida, foi feita uma 

centrifugação a 12.000g por 2 minutos a 4°C e o sobrenadante foi transferido para um 

novo tubo contendo 1 mL de etanol absoluto, e incubado por 5 minutos em temperatura 

ambiente e 20 minutos a – 70°C. Após esse período, foi realizada uma centrifugação a 

12.000g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi removido e adicionou-se 1mL de 

etanol a 70% ao sedimento. Uma nova centrifugação foi realizada nas mesmas 

condições e logo em seguida o sobrenadante foi descartado, ficando o precipitado de 

DNA do fragmento no tubo, que foi deixado invertido a temperatura ambiente por 10 

minutos até a secagem do mesmo. Finalmente o DNA foi ressuspenso em 50µl de 
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tampão TE pH 8,0 (Tris-EDTA) com RNase (Gibco BRL, division of INVITROGEN 

GAITHERSBURG, EUA).  

A confirmação das clonagens dos alelos de gp63 nos plasmídios PCR 2.1 foi 

feita por análise de restrição. Cada reação foi constituída por 3,5µl do produto da 

minipreparação de DNA, 1µl de tampão de digestão 10x, 0,5µl da enzima de restrição 

EcoRI (INVITROGEN Life Technologies, Inc) e 5µl de água destilada, e incubada a 

37°C em banho-maria por 1 hora. 10µl do produto da digestão com endonuclease de 

restrição foram adicionados a 2µl de Azul de Bromofenol em gel de agarose a 1,3%, por 

50 minutos, a 120 volts, em tampão TBE 0,5X (0,04M Tris-HCL-Borato e 1 mM 

EDTA). Após coloração com Brometo de Etídio a 0,5 µg/mL por 10 minutos, e 

descoloração por 5 minutos, o gel foi visualizado através do transluminador de UV 

conectado a um sistema de captura eletrônica de imagens (UVP Labworks Laboratory 

Imaging and Analysis System Inc., CA, EUA). Foram considerados verdadeiros clones 

aqueles produtos que apresentaram uma banda com aproximadamente 409pb, 

compatível com o tamanho do fragmento da gp63 da L.(V.) braziliensis amplificado por 

PCR. 

VII.10 Sequenciamento dos fragmentos clonados da gp63 

Dez clones por isolado de L.(V.) braziliensis foram enviados para serem 

seqüenciados pela Advancing Through Genomics MACROGEN® (Córeia). Para 

identificação dos sítios de restrição, fragmentos clonados e alinhamento das sequências 

de gp63 foi utilizado o programa MEGA 5.05
®
, usando como base para a avaliação 

sequências da gp63 de L.(V.) braziliensis depositadas no Centro Nacional de 

Informação Biotecnológica– NCBI (GenBank), os diferentes alelos de gp63 presentes 

11 
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na amostra do estudo foram identificados com base nos polimorfismos detectados aos 

alinhamentos dos fragmentos clonados. 

 As localizações dos nucleotídeos polimórficos encontrados na gp63 de diferentes 

isolados de L. (V.) braziliensis, foram mapeadas no modelo publicado para a 

glicoproteína. Dessa forma foram determinadas as regiões mais estáveis e mais 

variáveis da molécula encontrada numa população natural do parasita.  

 

VII.11 Distribuição geográfica dos casos de LTA e alelo de gp63 

em Corte de Pedra – BA  

 

A distribuição de casos de LTA, e dos alelos de gp63 em Corte de Pedra foi 

determinada pela aquisição das coordenadas geográficas por GPS das residências dos 

pacientes diagnosticados com LTA. As coordenadas geográficas foram obtidas 

utilizando um aparelho Brunton Multi-Navigator (Brunton Company, Riverton, WY, 

EUA). As residências dos pacientes foram utilizadas como pontos de referência para 

fins de padronização, pois se acredita que a leishmaniose é transmitida, principalmente, 

dentro de plantações, onde os moradores da região vivem e trabalham. Os dados 

coletados foram comparados estatisticamente, conforme descrito abaixo e plotados para 

a inspeção visual numa fotografia de satélite de alta definição da região de Corte de 

Pedra (ENGESAT, Curitiba, Brasil), utilizando-se o sistema de informação geográfica 

(SIG) ArcGis versão 10 (Environmental Systems Research Institute Inc., Redlands, CA, 

EUA).  
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VII.12 Análise Estatística  

 

 As análises geo-estatísticas de agregações dos alelos de gp63 foram realizadas 

com o pacote Cluster-Seer da BioMedware. Resultados com um p≤ 0,05 foram 

considerados estatisticamente significante.  

As associações entre alelos de gp63 e forma de LTA (i.e. LC, LM e LD) foram 

avaliadas comparando as frequências dos haplótipos de nucleotídeos polimórficos entre 

os três grupos de formas clínicas da doença. Essa análise foi feita pelo teste exato de 

Fisher.  Foram consideradas significantes aquelas associações com o valor de P < 0,05. 

As frequências de nucleotídeos polimórficos entre regiões polimórficas e 

conservadas também foram comparadas pelo teste exato de Fisher.  
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VIII. RESULTADOS  

VIII.1 Identificação dos polimorfismos da gp63 em Isolados de L. 

(V.) braziliensis de Corte de Pedra - BA.  

Para cada um dos 35 isolados de L.(V.) braziliensis, obtidos de casos de LTA 

diagnosticados no posto de saúde de Corte de Pedra entre 1992 e 2001, 10 clones do 

fragmento da gp63 contendo 409pb foram sequenciados. Os 350 clones do fragmento da 

gp63 foram alinhados utilizando como consenso a seqüência de nucleotídeos da GP63 

―Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 GP63 leishmanolysin 

(LBRM_10_0540)‖ retirada do banco de dados GenBank, acessado no site http:// 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XM_001562773.2.  

Nos 350 clones foram encontrados 31 alelos da gp63 (Figura 2). Consideramos 

alelo, todo haplótipo de polimorfismos encontrado em mais de um clone do mesmo 

isolado e necessariamente em mais de um isolado de L.(V.) braziliensis. No total foram 

encontradas 169 posições polimórficas nos fragmentos dos 35 isolados de Corte de 

Pedra – BA (figura 2). A variação mínima foi de oito posições polimorficas, 

encontradas no alelo 31, e a máxima de 100, encontradas no alelo nove (figura 2), com 

uma mediana de 91 polimorfismos por alelo da gp63 (Tabela1).  

Das 169 posições polimórficas, 146, ou seja, 86,4% apresentaram polimorfismos 

com substituição de uma base nitrogenada por outra. A maioria das variações se 

concentrou no primeiro e/ou segundo nucleotídeo do códon, o que resultou em 

substituição de 53,3% posições de aminoácidos na proteína traduzida. Variações 

silenciosas também foram observadas em 27 posições (15,9%), das 169 posições. As 

posições 579, 594, 795 e 906 tinham os dois tipos de polimorfismos (Figura 2).   
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Cada isolado de L.(V.) braziliensis avaliado apresentou mais de três alelos 

distintos. Estes resultados demonstram que a gp63 é extremamente polimórfica entre 

L.(V.) braziliensis, isolados de pacientes de uma mesma área endêmica.  

 

 

  

VIII.2 Classificação dos alelos do gene gp63 e identificação do 

cromossomo em que seus loci estão localizados na L.(V.) braziliensis. 

A heterogeneidade encontrada nas seqüências da gp63 foi avaliada 

classificando-as em um dendograma. Alguns cromossomos são responsáveis pela 

expressão da GP63 nas leishmanias, contudo esses cromossomos vão variar de acordo 

com cada espécie. Para a L.(V.) braziliensis os genes que codificam a GP63 estão no 

cromossomo 10 e/ou 31(Peacock et al, 2007).  

Para identificarmos os cromossomos em que os alelos de gp63 detectados neste 

estudo estão localizados, fizemos o Blast de cada uma dessas sequências, ou seja, a 

busca de cada uma delas, nas sequências de cada um dos cromossomos da L.(V.) 

braziliensis armazenadas no site do instituto Sanger (Inglaterra), 

 TOTAL CLADO A CLADO B CLADO C CLADO D 

Nº de alelos 

(haplótipos) 

31 17 6 3 5 

Mínimo de 

polimorfismos 

8 85 86 49 8 

Máximo de 

polimorfismos 

100 100 92 53 48 

Mediana 91 92 89 53 21 

Tabela 1. Variabilidade dos nucleotídeos do gene gp63 entre os 4 clados (descritos na figura 3 ) de  L.(V.) braziliensis, 

classificada de acordo com os 31 alelos da glicoproteína, encontrados nos isolados clínicos de Corte de Pedra-BA. 
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http://www.sanger.ac.uk/. As análises dos clones dos 35 isolados revelaram que todos 

os alelos puderam ser mapeados no cromossomo 10 do parasito. A classificação dos 

alelos permitiu identificar dois grandes grupos de alelos, subdivididos em quatro clados 

menores (Figura 3, clados A-D). O grupo 1 agregou 17 alelos da gp63, todos no clado 

A, ao passo que o grupo 2 agregou 14 alelos distribuídos nos clados B,C,D (Figura 3).  

 

VIII.3 Distribuição geográfica dos alelos do gene gp63 em Corte 

de Pedra- Ba. 

As distribuições geográficas dos alelos do gene gp63 identificados nos parasitas 

isolados dos casos de LTA acompanhados entre 1992 e 2001 no posto de saúde de Corte 

de Pedra estão dispostas na figura 4. Observa-se que os alelos distribuídos nos quatro 

clados (A, B, C e D) apresentam sobreposição na área endêmica. Nota-se uma 

distribuição ampla dos alelos do clado A em Corte de Pedra (Figura 4). 

Figura 3. Dendograma resultante da classificação por Neighbor-Joining dos 31 alelos do gene gp63 encontrados em 35 isolados 

de L.(V.) braziliensis de Corte de Pedra. As extremidades dos ramos mostram os 31 alelos (haplótipos) do gene gp63 presentes 

na L.(V.) braziliensis isoladas dos casos de LTA. 17 haplótipos estão presentes no grupo 1, clado A e 14 haplótipos estão 

divididos em 3 clados (B,C e D) no grupo 2. Alelos do clado A em vermelho, do B clado em azul, do clado C em verde e do 

clado D em cinza. 



60 
 

 

 



61 
 

 

 

VIII.4 Avaliação das sequências traduzidas dos alelos da gp63 

 Os alelos foram alinhados utilizando-se como consenso a sequência traduzida 

da GP63 ―Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 GP63 leishmanolysin 

(LBRM_10_0540)‖ retirada do banco de dados GenBank, acessado no site http:// 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XM_001562773.2.  

A proteína utilizada como consenso apresenta 557 aminoácidos. O nosso 

fragmento amplificado estende-se da posição 180 a 315 da proteína consenso. Sendo 

assim a GP63 amplificada dos isolados de L.(V.) braziliensis de Corte de Pedra - BA 

contém 135 aminoácidos. No total foram encontradas 72 posições polimórficas nos 

peptídeos codificados nos alelos dos 35 isolados de Corte de Pedra – BA (Figura 5). A 

variação mínima foi de sete trocas de aminoácidos, encontrados no peptídeo traduzido 

do alelo 31, e a máxima de 51, encontradas nos peptídeos codificados nos alelos 22 e 

23, (Figura 5), com uma mediana de 30 trocas de aminoácidos por alelo da GP63 

(Tabela 2).  

Figura 4. Distribuições espaciais dos 4 clados que contém os 31 alelos do gene gp63  entre 1992 e 2001 na área endêmica para LTA de 

Corte de Pedra – BA. (A) 17 haplótipos; (B) 6 haplótipos;(C) 3 haplótipos (D) 5 haplótipos. Pontos vermelhos correspondem aos alelos 

presentes na clado 1 e os azuis aos alelos presentes no clado 2. Os haplótipos foram mapeados de acordo com as coordenadas 

geográficas das moradias dos casos de LTA, dos quais foram isoladas as L. (V.) braziliensis. 
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Dos 135 aminoácidos do peptídeo codificado no fragmento da GP63 empregado 

neste estudo, 72, ou seja, 53,3% apresentaram trocas de aminoácidos. 

Essas substituições de aminoácidos ocorreram devido ao polimorfismo 

encontrados nos nucleotídeos em 146 posições do gene da gp63. 63 aminoácidos, ou 

seja, 46,7% foram conservados em todos os peptídeos traduzidos dos 31 alelos da GP63 

deste estudo (Figura 5). 

 

 

 

A heterogeneidade encontrada nas sequências dos aminoácidos da GP63 foi 

avaliada classificando-as em um dendograma. As 31 variantes do gene que se 

distribuíram em dois grandes grupos de alelos (Figura 2), foram mantidas nos mesmos 

clados após sua tradução, apesar dos polimorfismos nos nucleotídeos resultarem em  

trocas de aminoácidos promovendo um reagrupamento dos clados (Figura 6). 

 

 

 TOTAL  GRUPO 1 

(Clado A) 

GRUPO 2 

(Clados B, C e D) 

Nº de alelos (haplótipos) 31 17 14 

Nº mínimo de polimorfismos  7 38 7 

Nº máximo de polimorfismos 51 45 51 

Mediana  30 36 19 

Tabela 2.  Variabilidade dos peptídeos da GP63 nos 4 clados (descritos na figura 6) de L.(V.) braziliensis, classificada de acordo 

com a tradução dos 31 alelos da glicoproteína encontrados nos isolados clínicos de Corte de Pedra-BA. 
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Embora a análise da estrutura primária da proteína tenha denotado que a maior 

parte da molécula é bastante polimórfica, quatro segmentos conservados foram 

detectados: SRYD, PAVGNIPA, HEVAH e KAREQYGC (Figura 7). Todos os quatro 

segmentos foram localizados na porção da GP63 previamente relatada como sendo 

importante na interação do parasita com macrófagos (Puentes et al,1999).  

Das 135 posições dos peptídeos da GP63, 20% (27) eram as posições contendo 

os segmentos SRYD, PAVGNIPA, HEVAH e KAREQYGC, destas 27 posições, 22,2% 

continha trocas de aminoácidos, enquanto que 77,8% são altamente conservadas 

(p<0,0001). As regiões que não compreendiam os segmentos (108 regiões) 

apresentaram 60% das suas regiões polimórficas 

 

 

Figura 6. Dendograma resultante da classificação por Neighbor-Joining dos peptídeos da GP63 encontrados em 35 isolados de 

L.(V.) braziliensis, gerado de acordo com as análises com o software MEGA 5.0. As extremidades dos ramos mostram os 31 

alelos da GP63 presentes na L.(V.) braziliensis isoladas de casos de LTA de Corte de Pedra – BA. Cada alelo recebeu a mesma 

cor empregada no dendograma da figura 3 para reforçar que as agregações dos peptídeos foram semelhantes às identificadas 

para os alelos do gene gp63 correspondentes 
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Os segmentos SRYD e HEVAH encontrados nos isolados de L.(V.) braziliensis 

de Corte de Pedra – BA têm sido descritos na literatura como importantes para a 

internalização do parasita pelo macrófago, e são encontrados em outras espécies de 

leishmania. Os segmentos PAVGNIPA e KAREQYGC estão presentes em uma região 

maior, sendo descrita como importante para a adesão do parasita aos macrófagos, mas 

não foram ainda confirmados como participantes deste processo. Esses quatro peptídeos 

estão mapeados na estrutura terciária da GP63 mostrada na figura 8. 

 

 
 

MHOM/BR/75/M2904 P A V G V I N I P A S R Y D H E M A H K A R E Q Y G C

Alelo 1 . . . . . M . . . . . . . . . . V . . . . . . . C . .

2 . . . . . M . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . .

3 . . . . . M . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . .

4 . . . . . M . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . .

5 . . . . . M . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . .

6 . . . . . M . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . .

7 . . . . . M . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . .

8 . . . . . M . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . .

9 . . . . . L . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . .

10 . . . . . M . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . .

11 . . . . . M . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . .

12 . . . . . M . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . .

13 . . . . . M . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . .

14 . . . . . M . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . .

15 . . . . . M . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . .

16 . . . . . M . . . . . . D . . . V . . . . . . . . . .

17 . . . . . M . . . . . . D . . . V . . . . . . . . . .

18 . . . . . . . . . . . . . . . . I . . . . . . . . . .

19 . . . . . . . . . . . . . . . . I . . . . . . . . . .

20 . . . . . . . . . . . P . . . . I . . . . . . . . . .

21 . . . . . . . . . . . P . . . . V . . . . . . . . . .

22 . . . . . . . . . . . P . . . . V . . . . . . . . . .

23 . . . . . . . . . . . P . . . . V . . . . . . . . . .

24 . . . . . . . . . . . P . . . . I . . . . . . . . . .

25 . . . . . . . . . . . P . . . . I . . . . . . . . . .

26 . . . . . . . . . . . P . . . . I . . . . . . . . . .

27 . . . . . M . . . . . P . . . . V . . . V . . . . . .

28 . . . . . M . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . .

29 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

30 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

31 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

Figura 7. Alinhamento das posições conservadas dos peptídeos da GP63 da sequência-alvo, encontradas nos 31 

haplótipos presentes nos 35 isolados de L.(V.) braziliensis de Corte de Pedra – BA, gerado pelo software MEGA 5.0. 
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Regiões polimórficas 

Regiões conservadas 
 

 

 

 

 

VIII.5. Associação entre alelos da gp63 e forma clínica da LTA. 

 

Devido a GP63 ser a principal metaloprotease expressa por todas as espécies de 

leishmania (Bouvier et al.,1985; Etges et al., 1986) e ser considerado um importante 

fator de virulência do parasito, buscamos avaliar possíveis associações entre alelos da 

gp63 e forma clínica (LC, LM e LD) de LTA. Contudo nenhum dos 31 alelos 

encontrados na nossa amostra apresentou associação significante com LC, LM ou LD. 

O alto grau de polimorfismo da gp63 em nossa amostra, certamente resultou em uma 

perda importante de poder para a detecção de possíveis associações.  

 

 

 

Figura 8. Mapeamento das regiões conservadas SRYD, PAVGNIPA, HEVAH, KAREQYGC (em amarelo) e polimórficas ( em 

lilás) da GP63 na estrutura terciária da proteína gerada pelo software Cn3D 4.3. 
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XIX DISCUSSÃO 

 

Estudos têm demonstrado que proteases de protozoários parasitos cumprem 

papeis na infecção, sobrevivência e patogenicidade (Rosenthal, 1999; Sajid & 

McKerrow, 2002). Estas enzimas têm sido descritas em várias espécies de leishmania 

(North & Coombs, 1981; Coombs, 1982; Pupkis & Coombs, 1984) e estão envolvidas 

no estabelecimento do parasitismo intracelular, assim como na inibição da resposta 

imune do hospedeiro (Chang & Chang, 1986; Russell & Wilhelm, 1986; Liu & Chang, 

1992; Mottram et al, 1996; Alexander et al, 1998). As atividades de metaloproteases de 

espécies de Leishmania (Leishmania) têm sido amplamente avaliadas na literatura, 

contudo, a descrição das proteases nas espécies do subgênero Leishmania (Viannia) 

ainda é escassa (Leon et al, 1994). 

A principal glicoproteína de superfície da leishmania, GP63, (Bouvier et al, 

1985; Etges et al, 1986) é uma metaloprotease dependente de zinco, expressa tanto por 

promastigotas quanto por amastigotas. A expressão desta enzima acompanha o ciclo de 

desenvolvimento do parasita, chegando a ser o principal componente da superfície 

celular de promastigotas metacíclicas (Medina-Acosta et al, 1989, 1993; Bouvier et al, 

1995). Já em amastigotas, a GP63 está localizada em grandes vacúolos (Bahr et al, 

1993; llg et al, 1993). Estudos têm demonstrado que a gp63 está envolvida na evasão do 

parasita aos fatores da resposta humoral, fazendo com que promastigotas sejam 

resistentes à citólise mediada por complemento (Brittingham et al, 1995), além de estar 

envolvida na união das promastigotas aos macrófagos via endocitose mediada por 

receptor (Chang & Chang, 1986; Russell & Wilhelm, 1986) e promover proteção contra 

degradação parasitária dentro do fagolisossomo do macrófago (Chaudhuri et al, 1989). 
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Corte de Pedra – BA é uma área endêmica para a Leishmaniose Tegumentar 

Americana causada pela L. (V.) braziliensis, caracterizada pela presença das três formas 

clínicas de LTA (cutânea, mucosa e disseminada). A LTA é difícil de tratar e se 

apresenta com resultados graves, muitas vezes desfigurantes, e casos extremos podem 

até resultar na morte do paciente. O largo espectro das desordens causadas por estes 

protozoários sugere uma variabilidade intra-específica que pode afetar manifestações da 

doença (Schriefer et al, 2004). Neste presente estudo buscamos avaliar a estrutura 

gênica e protéica da GP63 e determinar se as diferenças encontradas na mesma 

poderiam estar associadas ou não com as manifestações clínicas encontradas nesta área 

endêmica, tendo em vista que esta proteína confere virulência a estes parasitas.  

Encontramos uma estrutura altamente polimórfica entre os 35 isolados de casos 

clínicos em Corte de Pedra. O alinhamento das nossas sequências da GP63, oriundas 

dos isolados de L. (V.) braziliensis revelou uma considerável variação tanto na 

seqüência do DNA como na proteína traduzida. A avaliação das 350 sequências dos 

clones dos 35 isolados revelou 31 haplótipos de nucleotídeos polimórficos e 31 alelos 

do gene. A avaliação desses haplótipos no dendograma da figura 3 sugere que os alelos 

detectados nos isolados de L.(V.) braziliensis de Corte de Pedra podem estar codificados 

em dois loci diferentes no mesmo cromossomo 10.  Os genes que codificam a GP63 em 

L. (V.) braziliensis parecem estar organizados em tandem (4 cópias) no cromossomo 10 

e/ou 31(Peacock et al, 2007).  

A GP63 das espécies do subgênero Leishmania viannia apresenta um alto grau 

de variabilidade em suas sequências e especula-se que existam muitas cópias de genes 

que possam estar envolvidos na expressão desta proteína na L. (V.) braziliensis (Victoir 

et al, 1995). Dentro do mesmo organismo, estes genes mostram variações de quase 50% 

nas sequências dos nucleotídeos (Victoir et al, 1995). As nossas análises sugerem que 
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polimorfismos concentraram nas regiões da proteína GP63 que não participam da 

interação com a célula hospedeira. Essas variações podem ser induzidas pela pressão do 

sistema imune do hospedeiro sendo essa proteína de superfície do protozoário. Achamos 

que estes polimorfismos podem conferir às leishmanias à capacidade de driblar as 

células imunes e sobreviver em um ambiente imune hostil, garantindo assim a sua 

sobrevivência. Reforçando esta hipótese, estudos sugerem que os polimorfismos da 

GP63 localizam-se em regiões que serviriam de epítopos para células da resposta imune 

do hospedeiro (Células T e células B) (Guerbouj et al, 2000, 2001; Victoir et al, 2002). 

Ainda analisando os 31 haplótipos encontrados nas sequências dos isolados da 

área endêmica (Corte de Pedra- BA) buscamos encontrar qual ou quais seriam os 

haplótipos que pudessem estar associados com as diferentes formas clínicas da LTA, 

tendo em vista que alguns estudos observaram que características genéticas do parasita 

sugerem associações com formas mucosa e disseminada da doença em isolados de 

L.(V.) braziliensis (Saravia et al, 1998, 2002; Schriefer et al, 2004; Queiroz et al, 2012). 

Porém, nenhuma associação estatisticamente significante pôde ser encontrada. 

Levantamos duas hipóteses (I) que o tamanho da nossa amostra tenha sido insuficiente, 

sendo assim, não foi possível encontrar estas associações, (II) que devido a L.(V.) 

braziliensis apresentar inúmeros genes para a gp63, talvez com expressões diferenciadas 

de acordo com o estágio de desenvolvimento do parasita nós não tenhamos avaliados 

aqueles alelos que são expressos nos seres humanos. Recentemente foi observado que 

clones de L.(V.) guyanensis, com diferentes capacidades metastáticas, expressam 

diferentes isoformas de EF-1β e de peroxiredoxina citosólica (Walker et al., 2006).     

Assim como os nossos resultados, Victoir et al, 1998 observaram um extenso 

polimorfismo em moléculas de GP63 em isolados de L. (V.) braziliensis, porém 

nenhuma associação com as formas clínicas cutânea ou mucosa foi encontrada nos 
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correspondentes isolados. Os autores afirmam ainda que o polimorfismo genético 

evidenciado no lócus gp63 pode estar associado a dois fenômenos: (I) mudanças na 

organização genômica dos genes da gp63, como por exemplo, devido a sua diferença 

em número de cópias ao nível do subgênero, espécies e ações individuais de cada 

espécie (Button et al., 1989; Webb et al 1991; Medina - Acosta et AL, 1993; Roberts et 

AL, 1993; Steinkraus et AL, 1993; Victoir et al, 1995); e (II) a heterogeneidade genética  

das regiões dos genes, como por exemplo, a partir de uma família de genes em  L. (L.) 

major (Button et al, 1989) para pelo menos quatro, em L. (V.) guyanensis ( Steinkraus et 

al, 1993). 

Estudo realizado por Cuervo et al, 2007 demonstrou que três isolados de L. (V.) 

braziliensis provenientes das três formas clínicas para LTA (LC, LM e LD) oriundas de 

Corte de Pedra – BA (mesma região geográfica dos nossos isolados), exibiam 

heterogeneidade na expressão de moléculas homologas a GP63 na superfície celular, 

pelo método de citometria de fluxo. Diferenças intraespecíficas puderam ser detectadas, 

e o isolado oriundo da forma mucosa expressava menor quantidade desta proteína 

quando comparada aos isolados das formas clínicas cutânea e disseminada. Se tal 

heterogeneidade está relacionada aos papéis imunomoduladores atribuídos á 

metaloprotease (Brittinghan et al, 1999; McGwire et al, 2003), ou ainda, se está 

relacionado ao desfecho clínico da L.(V.) braziliensis, são questões a serem 

esclarecidas.  

Estudos indicam que moléculas de superfície, como por exemplo a GP63 e a 

LPG (lipophosphoglycan), são importantes na adesão, internalização e sobrevivência de 

parasitas em células hospedeiras (Chakrabarty et al, 1996; Garcia et al, 1997; Russell & 

Wilhelm, 1986; Wilson & Handin, 1988; Brittingham et al, 1995; Seay et al, 1996; 

Kelleher et al, 1995), e que modificações em componentes estruturais delas ou falha nas 
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suas expressões induzem a diferentes padrões de virulência dos parasitas, com 

evidências de redução na adesão e subseqüente internalização da leishmania 

(Chakrabarty et al, 1996; Liu & Chang 1992; McMaster et al, 1994; McGwire & Chang, 

1996). Observa-se que domínios funcionais dessa proteína podem mediar estes 

fenômenos, dentre eles o SRYD (Russell et al, 1989; Soteriadou & Remounds 1992; 

Soteriadou et al, 1992; Miller et al, 1990). 

Nossas análises dos polimorfismos na estrutura primária da proteína revelaram 

que a maior parte da molécula é bastante polimórfica, contudo quatro segmentos 

altamente conservados foram detectados: SRYD, PAVGVNIPA, HEVAH E 

KAREQYGC (Figura 7). Todos os quatro segmentos foram localizados na porção da 

GP63 previamente relatada como sendo importante na interação do parasita com 

macrófagos (Puentes et al, 1999). Os segmentos SRYD e HEVAH encontrados nos 

isolados de L. (V.) braziliensis de Corte de Pedra- BA, têm sido são encontrados em 

outras espécies de Leishmania (Brittingham et al, 1999). Alvarez-Valin et al, 2000 

verificaram uma heterogeneidade nas sequências de gp63 e mostraram uma alternância 

de regiões conservadas e variáveis (aproximadamente nas mesmas posições), em 

diferentes espécies de leishmania. No estudo de Victoir & Dujardin, (2002), relatam que 

regiões variáveis estão situadas na superfície da proteína e que esta estrutura pode ser 

importante na relação do parasita com o hospedeiro, pois a localização de pontos 

polimórficos nas sequência da gp63 estão em regiões que apresentam epítopos para as 

células T e B da resposta imune, estes resultados levaram à hipótese de que os 

polimorfismos genéticos neste importante antígeno pode trazer vantagens seletivas ao 

parasita, permitindo a fuga da resposta imune do hospedeiro.  

A proteína consiste em três domínios: N-terminal, central e C-terminal. No 

domínio N-terminal está à estrutura que confere a esta proteína, módulos catalíticos de 
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zinco proteinase (Stocker & Bode, 1995). Este domínio contém átomos de zinco 

catalíticos e o sítio ativo contém duas histidinas ligadas a este domínio por uma 

sequência HExxH conservada em todas as espécies de leishmania. Esta região que 

contém este sítio ativo está envolvida com atividade proteolítica da proteína e também 

incluem esta proteína na classe de zinco proteinase, as metzincin. Essas proteases são 

secretadas por matrizes extracelulares modificando algumas enzimas como as 

colagenases, o que sugere que esta região possa favorecer a internalização do parasita na 

célula hospedeira e o estabelecimento da infecção. O desenvolvimento de drogas para 

inibição da infecção poderia explorar estruturas ou mecanismos que pudessem inibir 

este sítio ativo da GP63 (Schlagenhauf et al, 1998). Esta região foi encontrada de forma 

conservada em todos os nossos isolados analisados. 

Outra região encontrada nos nossos resultados, altamente conservada em quase 

todos os isolados, foi aquela contendo o segmento SRYD. Alguns estudos têm 

permitido a caracterização funcional deste domínio como envolvido principalmente na 

internalização celular (Russell et al, 1989; Soteriadou & Remounds, 1992; Miller et al, 

1990). A interação inicial entre as formas promastigotas da leishmania e macrófagos é 

mediada por receptores (Chakrabarty et al, 1996; Russell & Wiilhelm, 1986; Soteriadou 

& Remounds, 1992; Bertho et al, 1992). Moléculas de superfície do parasita (Kelleher 

et al, 1995; Chang, 1979) e moléculas do sistema complemento (Brittingham et al, 

1995; Rosenthal et al, 1996; Van strijp et al, 1993; Da Silva et al, 1989) têm sido 

postuladas como estando envolvidas neste fenômeno. Inúmeros estudos têm implicado 

na internalização dos parasitas, os receptores: CR1, CR3 e CR4 do sistema 

complemento; frutose-manose; por fibronectina; por proteina C-reativa; e porçao Fc das 

imunoglobulinas (Rosenthal et al, 1996; Blackwell et al, 1985; Culley et al, 1996; 

Mosser et al, 1987; Wyleret et al, 1985; Talamás- Rohana et al, 1990; Wilson & 
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Pearson, 1986). Interação entre a GP63 com CR3 tem sido descrita, sugerindo uma 

interação entre a proteína e o sistema complemento (Talámas- Rohana et al, 1990; 

Wilson & Pearson, 1986). A gp63 e o CR3 parecem interagir em domínios específicos 

contendo os aminoácidos SRYD (Soteriadou & Remounds, 1992). Puentes et al, 1999, 

demonstraram que anticorpos monoclonais contra estes peptídeos inibiram a 

internalização de L. infantum.  

Os Segmentos PAVGNIPA e KAREQYGC também foram encontrados 

conservados nos isolados estudados, e o mapeamento na estrutura primária da GP63 

demonstrou que estes peptídeos estão presentes em uma região maior, descrita como 

importante para a adesão do parasita aos macrófagos. Contudo não foram ainda 

confirmados como participantes deste processo.  

Diante dos nossos achados especulamos que os quatro segmentos conservados 

encontrados nos isolados de L. (V.) braziliensis, de uma mesma área endêmica, tenham 

papel importante no estabelecimento da infecção e que as regiões polimórficas 

permitam o escape destes parasitas à resposta imune da população humana do foco de 

transmissão da LTA. Assim, considerando a relevância da GP63 enquanto fator de 

virulência e de grande relevância à biologia tanto das formas promastigotas quanto 

amastigotas da leishmania, sugerimos que as porções conservadas SRYD, 

PAVGVNIPA, HEVAH e KAREQYGC identificadas neste estudo sejam testadas como 

bons candidatos a subunidades em vacinas e outros reagentes de imunoprofilaxia para o 

controle da LTA.       
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X- PERSPECTIVA DE ESTUDO 

Avaliar a antigenicidade e a imunidade das regiões da GP63 envolvidas na interação 

com os macrófagos e seus efeitos sobre esta célula da respota imune apartir da avaliação 

da imunogenicidade destes peptídeos. 
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XI. CONCLUSÕES 

1. O gene gp63 é altamente polimórfico em Leishmania (Viannia) braziliensis 

isoladas de Leishmaniose Tegumantar Americana. 

 

2. A protease GP63 mostrou-se bastante polimórfica, mas os segmentos 

PAVGNIPA, SRYD, HEMAH, E KAREQYGC da proteína, que possuem papel 

importante no estabelecimento da infecção apresentaram grande conservação. 

 

3. Os genes codificantes para a GP63, avaliados neste estudo, encontram-se no 

cromossomo 10. 

 

4. Os alelos da gp63 avaliados não apresentam associações com formas clínicas 

específicas da LTA. 

 

5. Os alelos da gp63 avaliados distribuem-se principalmente na região norte de 

corte de Pedra- BA.  

 

.  
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XII. SUMMARY 

 

EVALUATION OF THE PROTEASE GP63 POLYMORPHISM IN A 

POPULATION OF Leishmania Viannia braziliensis causing AMERICAN 

TEGUMENTARY LEISHMANIASIS  

 

Background: Leishmania (Viannia) braziliensis is the main cause of American 

Tegumentary  Leishmaniasis (ATL ) in Brazil. In Bahia, L. (V.) braziliensis causes three 

clinical forms of leishmaniasis: cutaneous leishmaniasis (CL), mucosal leishmaniasis 

(ML), and disseminated leishmaniasis (DL). Corte de Pedra (CP) in Bahia is an endemic 

area for LTA, in which we find these clinical forms. The leishmanolisin or GP63 is an 

important protease in Leishmania surface capable of hydrolyzing a variety of substrates 

as in the parasite as in the host. Their products are involved in adhesion and 

internalization of these parasites in host macrophages, and it has been linked to parasite 

resistance to lysis by the complement system and increase the virulence of L. (V.) 

braziliensis. Objective: To evaluate the polymorphism of the gene encoding 

glycoprotein GP63 from L. (V.) braziliensis in Corte de Pedra - BA, and your 

association to phenotypes of CL, ML, and DL of ATL. Methods: It is a cross-sectional 

study where it was described the GP63 alleles detected in ATL endemic area of Corte 

de Pedra, Bahia between 1997 and 2001. Isolates of L. (V.) braziliensis in patients with 

ATL were obtained for DNA extraction. The loci were amplified by PCR GP63, these 

DNA fragments obtained were cloned into plasmid amplification and four to ten clones 

isolated from L. (V.) braziliensis were sequenced. Based on such sequences, alleles of 

loci present in each isolate were determined. Results: The identification of single 

nucleotide polymorphisms (SNPs) in 35 isolates analyzed allowed us to separate the 

population of L. (V.) braziliensis according alleles of gp63. In total 31 alleles, all located 

in CHR10. Mutations were observed on nucleotide exchange resulting in mutations in 

regions of the protein. Seven to fifty one peptides presented exchanges positions of 

amino acids according to the gp63 allele. Four highly conserved regions (PAVGNIPA , 

SRYD , HEMAH and KAREQYGC) were also found in the translated protein. These 

areas are considered important for adhesion and internalization parasite. Conclusion: 

Gp63 showed very polymorphic regions, however, the protein regions involved in the 

survival of the parasite are presented conserved, suggesting they might be promising 

targets for employment reagents immunoprophylaxis against leishmaniasis. All alleles 

found are from CHR10 and it was not found statistical association between the clinical 

forms of LTA and gp63 alleles found in isolates from Corte de Pedra, Bahia.   

 

Key words: 1.American Tegumentary American; 2. Leishmania Viannia braziliensis;                                 

3.GP63; 4.protease; 5. polymorphism. 
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Anexos 



 
 

XIV. Anexo 1 

 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

Nome do Projeto: O PAPEL DO POLIMORFISMO DA Leishmania braziliensis NO 

DESFECHO CLÍNICO E DISTRIBUÇÃO GEOGRÁFICA DAS LEISHMANIOSES 

TEGUMENTARES POR ESTES PARASITOS. 

 

Objetivo do Projeto: Uso de marcadores polimórficos de DNA randomicamente 

amplificados (“Randomly amplified polymorphic DNA”, RAPD) e tipagem de loci 

baseada em sequenciamento (“Multilocus sequence typing”, MLST) para distinguir 

cepas de Leishmania braziliensis envolvidas com doença humana em Corte de Pedra. 

 

Nome do paciente:  

 

______________________________________________________________ 

 

Investigador Principal: Albert Schriefer, médico, Hospital Universitário Prof. Edgard 

Santos, Rua João das Botas s/n, Canela, 40110-160, Salvador-Bahia-Brazil. 

Comitê de Ética: Maternidade Climério de Oliveira/UFBA-Rua Padre Feijó 240, 

Ambulatório Magalhães Neto, 30 andar, Canela-Salvador-Bahia. 

 

No do Projeto: 

 

Convite e Objetivo: 

Você é convidado(a) a participar de um estudo que tem como objetivo entender 

porque as pessoas têm diferentes formas de leishmaniose. Além das informações aqui 

presentes você pode perguntar tudo sobre o estudo ao seu médico. Caso decida 

participar do estudo você será solicitado (a) assinar este formulário de consentimento. 

 

Participação voluntária: A sua participação é voluntária. Você pode decidir não 

participar do estudo em qualquer momento, sem perder os benefícios dos cuidados 

médicos prestados e de seu tratamento. Caso, após aceite participar, resolva 

descontinuar sua participação, isto será feito sem qualquer prejuízo para você. 

Participando ou não do estudo você receberá o medicamento utilizado para o 

tratamento da leishmaniose (Glucantime). 



 
 

Finalidade do estudo: Este estudo vai estudar se as leishmanias causadoras das 

diferentes formas de leishmaniose são iguais ou diferentes. Para isto obteremos as 

leishmanias responsáveis por sua doença em material da ferida, pela retirada de um 

pequeno pedaço da sua pele e por aspiração da borda da ferida. 

 

Procedimentos: Caso você concorde em participar do estudo, os procedimentos para 

obtenção das leishmanias serão os mesmos realizados para o diagnóstico normal em 

doentes não participantes do estudo. Ou seja, além de ser examinado por um médico 

clínico, será realizada biópsia e aspirado da lesão, bem como teste intradérmico, e 

tirados 5 ml de sangue para sorologia, métodos que são necessários para o 

diagnóstico da doença. A retirada do pedaço da pele ou da ferida do nariz para 

diagnóstico da sua doença será feita com anestesia para você não sentir dor. Uma 

parte deste material de biópsia e do material de aspirado será usada para o 

diagnóstico e a outra para os estudos sobre a leishmania. Caso o diagnóstico de 

leishmaniose não seja confirmado, todo o material obtido para a pesquisa será 

destruído. 

 

Análise do material biológico. Uma parte do material coletado durante a biópsia e a 

aspiração feitas em sua ferida servirá para o estudo da leishmania. Serão empregados 

dois testes com o objetivo de caracterizar geneticamente a leishmania que está 

causando a sua doença e depois compará-la com as leishmanias que estão causando 

doença nas outras pessoas desta região. Para um dos testes, o RAPD (DNA 

polimórfico randomicamente amplificado) o aspirado e a biópsia triturada serão 

colocados num líquido especial que permite o crescimento da leishmania. Depois da 

leishmania crescida, ou seja, multiplicada, será extraído o DNA dela. É este DNA que 

será caracterizado pelo RAPD. O resultado desta caracterização se chama genótipo. 

Finalmente, os genótipos das leishmanias de outros pacientes desta região serão 

comparados com o genótipo da que está causando a sua doença. O outro teste se 

chama MLST (Tipagem de loci baseada em sequenciamento). Ele também tem como 

objetivo identificar os genótipos das leishmanias. No MLST não é necessário crescer a 

leishmania antes de se fazer o teste, ele pode ser realizado diretamente na biópsia e 

no aspirado. O RAPD e o MLST serão realizados em conjunto com o objetivo de 

confirmar os resultados e também de torná-los mais precisos. 

 

Duração do estudo: Após a assinatura do termo de consentimento e confirmação do 

diagnóstico sua participação no estudo acabará em 2 ou 3 dias. Todo mês você será 

examinado para determinar a cura da doença ou necessidade de utilização de nova 

série de Glucantime ou de outra medicação, que também lhe será fornecida 

gratuitamente. Isto não faz parte do estudo. 

 



 
 

Confidencialidade: Qualquer informação obtida durante este estudo só será do 

conhecimento da equipe médica. Você ou qualquer participante desse estudo não será 

identificado por nome nas publicações dos resultados do estudo. 

 

Análises de riscos e benefícios: O tratamento que você receberá (Glucantime) é 

semelhante ao que todos os pacientes receberão, participando ou não do estudo. Não 

existe nenhum procedimento adicional para os participantes do estudo, assim não 

existe também nenhum risco adicional para você. De qualquer forma o risco de 

hemorragia ou infecção durante as biópsias e aspirados de lesão serão minimizados 

pela limpeza extensa da superfície mucosa ou cutânea das lesões com anti-sépticos 

antes dos procedimentos, pelo uso de instrumentos e materiais estéreis, e aplicando-

se pressão com gaze nos locais onde foram realizados os procedimentos para 

estancar o sangramento. Materiais descartáveis serão usados em todos os 

procedimentos. O risco de reflexo vago-vagal será minimizado realizando-se os 

procedimentos com você deitado. Você também deverá se alimentar antes do 

procedimento para evitar tonturas ou perda transitória da consciência por causa do 

reflexo vago-vagal. Também será reservado um leito que você poderá usar para 

repousar e se recuperar caso sinta tonturas durante os procedimentos. Quaisquer 

reações adversas que você apresente devido ao teste cutâneo de Montenegro serão 

tratadas com pomadas anti-inflamatórias de corticosteróides (hidrocortisona 1%) no 

momento da leitura do exame (48 a 72 horas após a aplicação). Em caso de reação 

adversa ao teste de Montenegro você também receberá pomada adicional para que 

em casa você possa passá-la na pele, no local do teste três vezes ao dia por 3 a 5 

dias, conforme necessário. 

 

Retorno de benefícios para o sujeito e para a sociedade: Pode não haver qualquer 

benefício pessoal para você, como conseqüência de sua participação neste 

estudo. Contudo, nós esperamos que, no futuro, a sociedade possa se 

beneficiar deste estudo por ele resultar numa melhor compreensão desta 

doença parasitária freqüente, que poderá, inclusive, ajudar no desenvolvimento 

de novas modalidades de tratamento. 

 

Custos: Você não terá custos com o tratamento com antimônio ou com outra droga 

para tratamento da leishmaniose caso haja necessidade de uso. Você não receberá 

pagamento por sua participação neste estudo. 

 

Esclarecimentos: Caso você precise de atendimento médico durante o estudo, você 

pode contatar um dos seguintes investigadores pelo telefone (71) 3237-7353: Dr. 

Albert Schriefer, Dr. Edgar M. Carvalho, Dr. Paulo Machado e Dr. Luiz Henrique 

Guimarães. Caso você queira saber alguma coisa sobre os seus direitos ou de seu 

filho como paciente, você pode procurar o Comitê de Ética do Hospital Universitário 

Professor Edgar Santos, através do endereço que encontra-se no inicio deste 

consentimento ou pelo telefone (71) 3247-4634. 



 
 

Consentimento: Eu li ou leram para mim as informações deste termo de 

consentimento livre e esclarecido acima. O Dr. Schriefer ou um representante dele 

explicou o estudo para mim e respondeu a todas as minhas dúvidas. Me foram listados 

também os riscos e incômodos a que serei submetido, bem como os possíveis 

benefícios gerados por este estudo. 

 

Também me foi dito que eu não tenho que tomar parte deste estudo e que eu posso 

me recusar a participar a qualquer momento. 

 

A equipe médica do Serviço de Imunologia do Hospital Universitário Professor 

Edgard Santos estará disponível para quaisquer cuidados médicos que se 

mostrem necessários devido a injúrias resultantes da minha participação neste 

estudo. Além do mais, o Serviço de Imunologia do Hospital Universitário Professor 

Edgard Santos, ou o patrocinador do estudo, cobrirá quaisquer despesas 

resultantes de cuidados médicos relativos à minha participação neste estudo. 

 

Os meus direitos como participante da pesquisa me foram esclarecidos e eu, 

voluntariamente, consinto na minha participação no estudo. Me foram esclarecidos 

o estudo e as razões de sua realização. Eu receberei uma cópia assinada deste 

termo de consentimento livre e esclarecido para arquivar, como documentação da 

minha participação como voluntário neste estudo. 

 

 

   

Assinatura ou impressão do participante /Data 

 

 

   

Assinatura ou impressão do responsável* / Data Nome do responsável* 

 

   

Assinatura ou impressão da testemunha / Data Nome da testemunha 

 

*Requerido apenas se o participante não for competente para tomar decisões 



 
 

DECLARAÇÃO DO INVESTIGADOR 

 

Eu discuti os pontos acima com o participante do estudo ou seu representante 

legal. É da minha opinião que o participante entende os riscos, benefícios e 

obrigações envolvidos em sua participação neste projeto de pesquisa. 

 

 

 

  

Assinatura do investigador 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

Anexo 2  

Comitê de Ética: Maternidade Climério de Oliveira/UFBA-Rua Padre Feijó 240, 

Ambulatório Magalhães Neto, 30 andar, Canela-Salvador-Bahia. 

 

No do Projeto: 

 

Convite e Objetivo: 

Você é convidado(a) a participar de um estudo que tem como objetivo entender 

porque as pessoas têm diferentes formas de leishmaniose. Além das 

informações aqui presentes você pode perguntar tudo sobre o estudo ao seu 

médico. Caso decida participar do estudo você será solicitado (a) assinar este 

formulário de consentimento. 

 

Participação voluntária: A sua participação é voluntária. Você pode decidir 

não participar do estudo em qualquer momento, sem perder os benefícios dos 

cuidados médicos prestados e de seu tratamento. Caso, após aceite participar, 

resolva descontinuar sua participação, isto será feito sem qualquer prejuízo 

para você. Participando ou não do estudo você receberá o medicamento 

utilizado para o tratamento da leishmaniose (Glucantime). 

 

Finalidade do estudo: Este estudo vai estudar se as leishmanias causadoras 

das diferentes formas de leishmaniose são iguais ou diferentes. Para isto 



 
 

obteremos as leishmanias responsáveis por sua doença em material da ferida, 

pela retirada de um pequeno pedaço da sua pele e por aspiração da borda da 

ferida. 

 

Procedimentos: Caso você concorde em participar do estudo, os 

procedimentos para obtenção das leishmanias serão os mesmos realizados 

para o diagnóstico normal em doentes não participantes do estudo. Ou seja, 

além de ser examinado por um médico clínico, será realizada biópsia e 

aspirado da lesão, bem como teste intradérmico, e tirados 5 ml de sangue para 

sorologia, métodos que são necessários para o diagnóstico da doença. A 

retirada do pedaço da pele ou da ferida do nariz para diagnóstico da sua 

doença será feita com anestesia para você não sentir dor. Uma parte deste 

material de biópsia e do material de aspirado será usada para o diagnóstico e a 

outra para os estudos sobre a leishmania. Caso o diagnóstico de leishmaniose 

não seja confirmado, todo o material obtido para a pesquisa será destruído. 

 

Análise do material biológico. Uma parte do material coletado durante a 

biópsia e a aspiração feitas em sua ferida servirá para o estudo da leishmania. 

Serão empregados dois testes com o objetivo de caracterizar geneticamente a 

leishmania que está causando a sua doença e depois compará-la com as 

leishmanias que estão causando doença nas outras pessoas desta região. 

Para um dos testes, o RAPD (DNA polimórfico randomicamente amplificado) o 

aspirado e a biópsia triturada serão colocados num líquido especial que permite 

o crescimento da leishmania. Depois da leishmania crescida, ou seja, 



 
 

multiplicada, será extraído o DNA dela. É este DNA que será caracterizado 

pelo RAPD. O resultado desta caracterização se chama genótipo. Finalmente, 

os genótipos das leishmanias de outros pacientes desta região serão 

comparados com o genótipo da que está causando a sua doença. O outro teste 

se chama MLST (Tipagem de loci baseada em sequenciamento). Ele também 

tem como objetivo identificar os genótipos das leishmanias. No MLST não é 

necessário crescer a leishmania antes de se fazer o teste, ele pode ser 

realizado diretamente na biópsia e no aspirado. O RAPD e o MLST serão 

realizados em conjunto com o objetivo de confirmar os resultados e também de 

torná-los mais precisos. 

 

Duração do estudo: Após a assinatura do termo de consentimento e 

confirmação do diagnóstico sua participação no estudo acabará em 2 ou 3 dias. 

Todo mês você será examinado para determinar a cura da doença ou 

necessidade de utilização de nova série de Glucantime ou de outra 

medicação, que também lhe será fornecida gratuitamente. Isto não faz parte do 

estudo. 

 

Confidencialidade: Qualquer informação obtida durante este estudo só será 

do conhecimento da equipe médica. Você ou qualquer participante desse 

estudo não será identificado por nome nas publicações dos resultados do 

estudo. 

 



 
 

Análises de riscos e benefícios: O tratamento que você receberá 

(Glucantime) é semelhante ao que todos os pacientes receberão, 

participando ou não do estudo. Não existe nenhum procedimento adicional 

para os participantes do estudo, assim não existe também nenhum risco 

adicional para você. De qualquer forma o risco de hemorragia ou infecção 

durante as biópsias e aspirados de lesão serão minimizados pela limpeza 

extensa da superfície mucosa ou cutânea das lesões com anti-sépticos antes 

dos procedimentos, pelo uso de instrumentos e materiais estéreis, e aplicando-

se pressão com gaze nos locais onde foram realizados os procedimentos para 

estancar o sangramento. Materiais descartáveis serão usados em todos os 

procedimentos. O risco de reflexo vago-vagal será minimizado realizando-se os 

procedimentos com você deitado. Você também deverá se alimentar antes do 

procedimento para evitar tonturas ou perda transitória da consciência por causa 

do reflexo vago-vagal. Também será reservado um leito que você poderá usar 

para repousar e se recuperar caso sinta tonturas durante os procedimentos. 

Quaisquer reações adversas que você apresente devido ao teste cutâneo de 

Montenegro serão tratadas com pomadas anti-inflamatórias de corticosteróides 

(hidrocortisona 1%) no momento da leitura do exame (48 a 72 horas após a 

aplicação). Em caso de reação adversa ao teste de Montenegro você também 

receberá pomada adicional para que em casa você possa passá-la na pele, no 

local do teste três vezes ao dia por 3 a 5 dias, conforme necessário. 

 

Retorno de benefícios para o sujeito e para a sociedade: Pode não haver qualquer 

benefício pessoal para você, como conseqüência de sua participação neste 

estudo. Contudo, nós esperamos que, no futuro, a sociedade possa se 



 
 

beneficiar deste estudo por ele resultar numa melhor compreensão desta 

doença parasitária freqüente, que poderá, inclusive, ajudar no desenvolvimento 

de novas modalidades de tratamento. 

 

Custos: Você não terá custos com o tratamento com antimônio ou com outra 

droga para tratamento da leishmaniose caso haja necessidade de uso. Você 

não receberá pagamento por sua participação neste estudo. 

 

Esclarecimentos: Caso você precise de atendimento médico durante o 

estudo, você pode contatar um dos seguintes investigadores pelo telefone (71) 

3237-7353: Dr. Albert Schriefer, Dr. Edgar M. Carvalho, Dr. Paulo Machado e 

Dr. Luiz Henrique Guimarães. Caso você queira saber alguma coisa sobre os 

seus direitos ou de seu filho como paciente, você pode procurar o Comitê de 

Ética do Hospital Universitário Professor Edgar Santos, através do endereço 

que encontra-se no inicio deste consentimento ou pelo telefone (71) 3247-

4634. 

 

Consentimento: Eu li ou leram para mim as informações deste termo de 

consentimento livre e esclarecido acima. O Dr. Schriefer ou um representante 

dele explicou o estudo para mim e respondeu a todas as minhas dúvidas. 

Foram-me listados também os riscos e incômodos a que serei submetido, bem 

como os possíveis benefícios gerados por este estudo. 

 



 
 

Também me foi dito que eu não tenho que tomar parte deste estudo e que eu 

posso me recusar a participar a qualquer momento. 

A equipe médica do Serviço de Imunologia do Hospital Universitário Professor 

Edgard Santos estará disponível para quaisquer cuidados médicos que se 

mostrem necessários devido a injúrias resultantes da minha participação neste 

estudo. Além do mais, o Serviço de Imunologia do Hospital Universitário 

Professor Edgard Santos, ou o patrocinador do estudo, cobrirá quaisquer 

despesas resultantes de cuidados médicos relativos à minha participação neste 

estudo. 

 

Os meus direitos como participante da pesquisa me foram esclarecidos e 

eu, voluntariamente, consinto na minha participação no estudo. Foram-me 

esclarecidos o estudo e as razões de sua realização. Eu receberei uma 

cópia assinada deste termo de consentimento livre e esclarecido para 

arquivar, como documentação da minha participação como voluntário neste 

estudo. 

 

   ____________ 

Assinatura ou impressão do participante  Data 

 

__________________________________    _________________________ 

Assinatura ou impressão do responsável* /        Data Nome do responsável* 

 



 
 

  ____________ 

Assinatura ou impressão da testemunha /        Data Nome da testemunha 

*Requerido apenas se o participante não for competente para tomar 

decisões. 

 

DECLARAÇÃO DO INVESTIGADOR 

Eu discuti os pontos acima com o participante do estudo ou seu representante 

legal. É da minha opinião que o participante entende os riscos, benefícios e 

obrigações envolvidos em sua participação neste projeto de pesquisa. 

 

 

 

  

Assinatura do investigador 

 


