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RESUMO 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS) as leishmanioses são doenças tropicais 

negligenciadas (DTNs) que afetam populações vulneráveis em países em desenvolvimento. As 

formas infectantes de Leishmania, denominadas promastigotas metacíclicas, são transmitidas 

pelo vetor flebotomíneo durante o repasto sanguíneo. No trabalho de Verga et al. (2024), o 

peptídeo Li1 foi selecionado por phage display com base em sua afinidade por formas 

promastigotas metacíclicas de Leishmania infantum, tendo sua atividade avaliada em modelos 

de leishmaniose visceral, tanto in vitro quanto in vivo. Já no presente estudo, aprofundou-se a 

caracterização funcional do Li1, bem como de seu análogo linear Li1nc, no contexto da 

leishmaniose cutânea causada por L. amazonensis. Foram conduzidos dois modelos in vivo 

distintos: um de infecção profilática, no qual promastigotas metacíclicas foram previamente 

tratadas com os peptídeos antes da infecção em camundongos BALB/c, e outro de infecção 

terapêutica, com administração dos peptídeos após a infecção estar estabelecida. Essa 

abordagem permitiu explorar o potencial dos peptídeos em diferentes fases da infecção e em 

um modelo clínico distinto, ampliando a compreensão sobre sua especificidade e eficácia. 

Promastigotas após incubação com 0,5 mg/mL do peptídeo Li1 apresentaram redução da taxa 

de infecção para 58,5% em macrófagos murinos e 54% em macrófagos diferenciados de células 

THP-1, o peptídeo Li1nc reduziu a taxa de infecção para 76,8% em macrófagos murinos e 

81,1% em macrófagos THP-1. Interessantemente, os peptídeos também influenciaram no índice 

de infecção, enquanto o controle para os macrófagos THP-1 apresentou índice de 30,3, os 

peptídeos Li1 e Li1nc apresentaram índice referente a 15,9 e 24, respectivamente. Para o 

modelo murino, o controle apresentou índice de 36,7, enquanto Li1 e Li1nc índice referente a 

21,3 e 28,2. A interação dos peptídeos com a superfície celular de formas promastigotas 

procíclicas e metacíclicas foi caracterizada por ensaio de localização celular utilizando 

microscopia confocal. Adicionalmente, verificou-se que os peptídeos interagem com a 

superfície celular de ambos os modelos de macrófagos empregados. As moléculas também 

foram avaliadas em modelo de leishmaniose cutânea em camundongo BALB/c. Inicialmente, 

os peptídeos foram avaliados quanto a capacidade de redução da internalização das formas 

infectantes in vivo, para isso, formas metacíclicas foram incubadas previamente com 0,2 mg/mL 

dos peptídeos e posteriormente empregadas para a infecção em BALB/c. Após 30 dias a carga 

parasitária foi determinada em 44,8% para o Li1 e 68,9% para o peptídeo Li1nc, ambos 

reduzindo significativamente a infecção se comparado ao controle não tratado, adicionalmente, 

as análises bioquímicas não demonstraram danos hepáticos e renais para esses grupos. Em 

seguida, os peptídeos foram avaliados quanto a capacidade de redução da carga parasitária em 

infecção já estabelecida em BALB/c. Após 45 dias de infecção os animais foram tratados com 

36 mg/Kg/dia dos peptídeos e 2 mg/Kg/dia de anfotericina B. Para esse experimento os 

peptídeos não foram efetivos, pois não apresentaram valores significativos para a carga 

parasitária se comparado ao controle não tratado, enquanto a anfotericina B reduziu a carga 

parasitária para 47,9%. Estes resultados evidenciam que os peptídeos Li1 e Li1nc, embora 

apresentem estruturas diferentes, ambos interagem com moléculas de superfície em L. 

amazonensis que são importantes para a internalização de formas metacíclicas in vitro e in vivo. 

Entretanto, Li1 apresenta maior interação e eficácia, sugerindo especificidade de ação. Além 

disso, o fato de Li1nc manter parte da atividade, mas significativamente inferior a Li1, reforça 

que a atividade está ligada não apenas à sequência de resíduos de aminoácidos da cadeia 

peptídica, mas à estrutura cíclica do peptídeo.  

Palavras-chave:  Interação parasito-hospedeiro; L. amazonensis; peptídeos sintéticos. 

 



 

ABSTRACT 

According to the World Health Organization (WHO), leishmaniases are neglected tropical 

diseases (NTDs) that affect vulnerable populations in developing countries. The infective forms 

of Leishmania, called metacyclic promastigotes, are transmitted by the phlebotomine vector 

during the blood meal. In the study by Verga et al. (2024), the Li1 peptide was selected by 

phage display based on its affinity for metacyclic promastigote forms of Leishmania infantum, 

and its activity was evaluated in visceral leishmaniasis models, both in vitro and in vivo. In the 

present study, the functional characterization of Li1 was further explored, along with its linear 

analogue Li1nc, in the context of cutaneous leishmaniasis caused by L. amazonensis. Two 

distinct in vivo models were conducted: a prophylactic infection model, in which metacyclic 

promastigotes were pre-treated with the peptides prior to infection in BALB/c mice, and a 

therapeutic infection model, in which the peptides were administered after infection was 

established. This approach allowed for the investigation of the peptides' potential at different 

stages of infection and in a distinct clinical model, thereby expanding the understanding of their 

specificity and efficacy. Promastigotes after incubation with 0.5 mg/mL of peptide Li1 showed 

a reduction in the infection rate to 58.5% in murine macrophages and 54% in THP-1 cell-

derived macrophages, the Li1nc peptide reduced the infection rate to 76.8% in murine 

macrophages and 81.1% in THP-1 macrophages. Interestingly, the peptides also influenced the 

infection index, while the control for THP-1 macrophages showed an index of 30.3, peptides 

Li1 and Li1nc showed indices of 15.9 and 24, respectively. For the murine model, the control 

showed an index of 36.7, while Li1 and Li1nc showed indices of 21.3 and 28.2. The interaction 

of the peptides with the cell surface of procyclic and metacyclic promastigote forms was 

characterized by a cell localization assay using confocal microscopy. Additionally, it was found 

that the peptides interact with the cell surface of both macrophage models used. The peptides 

were evaluated in a cutaneous leishmaniasis model in BALB/c mice. Initially, the peptides were 

evaluated for their ability to reduce the internalization of infective forms in vivo, for this, 

metacyclic promastigotes were previously incubated with 0.2 mg/mL of the peptides and later 

used for infection in BALB/c. After 30 days, the parasitic load was determined at 44.8% for 

Li1 and 68.9% for peptide Li1nc, both significantly reducing the infection compared to the 

untreated control, additionally, biochemical analyses did not show hepatic or renal damage for 

these groups. Next, the peptides were evaluated for their ability to reduce the parasitic load in 

already established infection in BALB/c. After 45 days of infection, the animals were treated 

with 36 mg/kg/day of the peptides and 2 mg/kg/day of amphotericin B. For this experiment, the 

peptides were not effective, as they did not show significant values for the parasitic load 

compared to the untreated control, while amphotericin B reduced the parasitic load to 47.9%. 

These results demonstrate that peptides Li1 and Li1nc, despite having different structures, both 

interact with surface molecules of L. amazonensis that are important for the internalization of 

metacyclic promastigote forms in vitro and in vivo. However, Li1 exhibits greater interaction 

and efficacy, suggesting specificity of action. Moreover, the fact that Li1nc retains partial 

activity, albeit significantly lower than that of Li1, further supports that the activity is related 

not only to the amino acid sequence of the peptide chain but also to the cyclic structure of the 

peptide.   

Keywords: Parasite-host interaction; L. amazonensis; synthetic peptides.  
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1. INTRODUÇÃO 

O protozoário Leishmania (Euglenozoa: Trypanosomatidae) é um parasita intracelular 

obrigatório do sistema fagocítico mononuclear, parasitando principalmente macrófagos 

(Gregory; Olivier, 2005). Este protozoário foi identificado por Cunningham (1885) e 

posteriormente descrito por Charles Donovan (1903) e William Leishman (1900) (Peters et al., 

1988). São organismos heterotróficos pertencentes à classe Kinetoplastea (ordem 

Trypanosomatida) (Valigurová; Kolářová, 2023).  

Os tripanossomatídeos, incluem protozoários monoxenos e heteroxenos que parasitam 

invertebrados, vertebrados e plantas. Além das espécies de Leishmania, alguns exemplos 

incluem os gêneros Trypanosoma, Crithidia, Leptomonas, Herpetomonas e Phytomonas 

(Frolov, 1994). Como outros tripanossomatídeos, esse parasita possui uma única mitocôndria 

ramificada com uma região especializada chamada cinetoplasto, que contém DNA 

mitocondrial (kDNA) concentrado e complexo (Cavalcanti; Souza, 2018). A transmissão desse 

parasita para o hospedeiro mamífero ocorre durante a alimentação sanguínea da fêmea 

infectada do vetor flebotomíneo, representado no Novo Mundo pelo gênero Lutzomyia e no 

Velho Mundo pelo gênero Phlebotomus (Mann et al., 2021; Tom et al., 2024).   

As moléculas de superfície em Leishmania spp., como lipofosfoglicanos e 

glicoproteínas, são importantes fatores de virulência empregados pelo parasita para evasão e 

infecção, além disso, se bem caracterizadas essas moléculas podem ser exploradas para o 

desenvolvimento racional de fármacos e vacinas (Okwor; Uzonna, 2008; Sáenz-Garcia et al., 

2020 e De Paula et al., 2022; Mazumder et al., 2023). Apesar do conhecimento acumulado 

sobre moléculas de superfície, a caracterização funcional de ligantes específicos capazes de 

interferir na infecção celular permanece limitada, especialmente aqueles identificados por 

técnicas avançadas como o phage display (Rhaiem; Houimel, 2016). Entre os ligantes 

identificados em Leishmania spp., destaca-se o peptídeo Li1 obtido por phage display por 

Verga et al., (2024), cuja interação com a superfície parasitária resultou em expressiva redução 

da infecção em modelos experimentais. As moléculas de superfície que interagem com esses 

ligantes são expressas em altos níveis após a metaciclogênese, o que implica, dentre outros 

fatores, no sucesso parasitário das formas promastigotas metacíclicas de Leishmania e no 

estabelecimento da leishmaniose no hospedeiro mamífero.   
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6. CONCLUSÃO 

Os resultados obtidos nesta dissertação demonstram que, nas concentrações avaliadas, 

os peptídeos Li1 e Li1nc não apresentaram citotoxicidade para macrófagos THP-1 ou 

peritoneais murinos, tampouco atividade leishmanicida direta sobre promastigotas de L. 

amazonensis em fase logarítmica ou estacionária. No entanto, a incubação prévia de formas 

metacíclicas com os peptídeos resultou em redução significativa da taxa e do índice de infecção 

in vitro em ambos os modelos de macrófagos, bem como da carga parasitária in vivo em 

camundongos BALB/c. Os peptídeos também demonstraram interação com a superfície de 

formas procíclicas e metacíclicas, além de interação com os macrófagos, conforme evidenciado 

por microscopia confocal. Por outro lado, quando administrados após o estabelecimento da 

infecção, os peptídeos não foram eficazes na redução da carga parasitária. 

A comparação entre os peptídeos Li1 e Li1nc sugere que a estrutura cíclica da molécula 

desempenha papel essencial para sua eficácia, já que ambos compartilham a mesma sequência 

primária de aminoácidos, diferindo apenas pela substituição das cisteínas e pela ausência de 

ciclização em Li1nc. A especificidade funcional do Li1 foi validada por múltiplas abordagens 

independentes, e o desempenho superior frente ao peptídeo linear reforça que sua atividade está 

relacionada à conformação estrutural. Este estudo complementa e expande os achados de Verga 

et al. (2024), que avaliaram o peptídeo Li1 frente a L. infantum, agente da leishmaniose visceral, 

ao demonstrar que o mesmo peptídeo também é eficaz frente a L. amazonensis, espécie 

envolvida na leishmaniose cutânea, clinicamente distinta e associada a mecanismos de evasão 

imune mais complexos. A inclusão de L. amazonensis como modelo experimental permitiu 

investigar a ação do Li1nc em um contexto biológico e imunopatológico diverso, revelando que 

a interação do peptídeo com moléculas de superfície do parasito é mantida mesmo diante de 

diferenças estruturais entre espécies. Esses dados ampliam o entendimento sobre o espectro de 

ação do Li1, reforçam sua especificidade funcional e destacam seu potencial como ferramenta 

promissora em abordagem de tratamento profilático frente à leishmaniose cutânea. 
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