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RESUMO 

A Leishmania infantum (syn. Leishmania chagasi) é o agente etiológico da leishmaniose 

visceral, presente nas Américas, tendo os cães como seu principal reservatório do parasita, 

seguido de posterior ocorrência de casos humanos. Para controle da doença, novas soluções 

preventivas em cães, como a produção de novas vacinas, faz-se necessário. Um fragmento 

protéico de 206 aminoácidos  de L. infantum denominada Lc24, que já teve sua antigenicidade 

anteriormente avaliada pelo nosso grupo de pesquisa, é  alvo do presente estudo. Primeiramente 

foi feita a clonagem do fragmento correspondente a 624 pb  no vetor pMAL-p5X para a 

obtenção de um produto protéico fusionado à proteína Maltose Binding Protein (MBP), seguido 

de confirmação por sequenciamento. Devido ao insucesso da expressão da proteína 

recombinante, utilizou-se como estratégia alternativa a síntese de peptídeos. Para isso, utilizou-

se uma estratégia de imuno-informática para seleção de epítopos contidos em sequências 

peptídicas pequenas, passíveis de serem sintetizadas, mas que guardassem as propriedades  

imunológicas de Lc24. A sequência protéica completa foi analisada utilizando os  servidores 

BepiPred 2.0 e o ABCpred para reconhecimento de regiões de epítopos referentes a células B 

e, posteriormente, os servidores EpiDOCK, Rankpep, IEDB e NetMHCpan, para a predição de 

epítopos para os alelos H-2Kb, H-2Kd, H-2Db, H-2Dd e H-2Ld (para MHC-I) e IA-b, I-Ad e 

IE-d (para MHC-II), para reconhecimento por células efetoras do tipo T (CD4+ e CD8+). Os 

peptídeos selecionados também foram analisados in silico quanto a propriedades de 

antigenicidade, alergenicidade, toxicidade e similaridade frente a sequências de proteínas 

caninas e humanas. Dentre os diferentes peptídeos identificados,  selecionou-se o peptídeo 

GD2102, tendo como base a metodologia de classificação de melhor peptídeo estudado neste 

trabalho para a síntese química. Importante destacar que foi adicionado uma valina na porção 

N-terminal para ajudar na estabilidade e solubilidade do peptídeo, e a sequência peptídica RS09, 

um conhecido adjuvante sintético. Adicionalmente, parte dos peptídeos também foram 

encapsulados em lipossomas para promover um processo mais lento de liberação. Embora não 

tenha sido detectado anticorpos IgG, IgG2 e IgG2a antígeno específicos em camundongos 

BALB/c e swiss imunizados com os peptídeos livres ou encapsulados (dias 0, 14 e 21 para a 

linhagem BALB/c e dias 0 e 14 para a linhagem swiss), novas análises são necessárias como a 

adição de uma aplicação de uma terceira imunização e/ou aumento na quantidade de peptídeos 

livres e encapsulados. 

Palavras Chave:  leishmaniose visceral; peptídeos sintéticos; epítopos; vacina peptídica.



 

 

ABSTRACT 

Leishmania infantum (syn. Leishmania chagasi) is the etiologic agent of visceral leishmaniasis, 

present in the Americas, which has dogs as the main reservoir of the parasite, followed by the 

subsequent occurrence of human cases. To control the disease, new preventive solutions in 

dogs, such as the production of new vaccines, are necessary. A protein fragment of 206 amino 

acids from L. infantum called Lc24, which already had its antigenicity previously evaluated by 

our research group, is the subject of the present study. First, the fragment corresponding to 624 

bp was cloned in the pMAL-p5X vector to obtain a protein product fused to the Maltose Binding 

Protein (MBP), followed by confirmation by sequencing. Given the failure of the recombinant 

protein expression, peptide synthesis was used as an alternative strategy.  FFor this purpose, an 

immunoinformatics strategy was used to select epitopes contained in small peptide sequences 

that were capable of being synthesized but that retain the immunological properties of Lc24. 

The complete protein sequence was analyzed using the servers BepiPred 2.0 and ABCpred for 

the recognition of epitope regions referring to B cells. Later, the servers EpiDOCK, Rankpep, 

IEDB, and NetMHCpan, for the prediction of epitopes for the H-2Kb alleles, H-2Kd, H-2Db, 

H-2Dd, and H-2Ld (for MHC-I) and IA-b, I-Ad and IE-d (for MHC-II), for recognition by T-

type effector cells (CD4+ and CD8+). The selected peptides were also analyzed in silico for 

properties of antigenicity, allergenicity, toxicity, and similarity to canine and human protein 

sequences. Among the different peptides identified, the peptide GD2102 was selected based on 

the best peptide classification methodology studied in this work for chemical synthesis. It is 

important to highlight that a valine was added in the N-terminal portion to help with the stability 

and solubility of the peptide, and the peptide sequence RS09, a known synthetic adjuvant. 

Additionally, part of the peptides was also encapsulated in liposomes to promote a slower 

release process. Although antigen-specific IgG, IgG2, and IgG2a antibodies were not detected 

in BALB/c and swiss mice immunized with the free or encapsulated peptides (days 0, 14, and 

21 for the BALB/c strain and days 0 and 14 for the swiss strain), new analyzes are necessary 

such as the addition of a third immunization and/or increase in the amount of free and 

encapsulated peptides. 

Keywords: visceral leishmaniasis; synthetic peptides; epitopes; peptide vaccine.
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1 INTRODUÇÃO 

 
1.1 Leishmanioses 

 

As leishmanioses são doenças tropicais negligenciadas, cuja prevalência 

afeta de maneira desproporcional as populações marginalizadas, em condições sanitárias 

deficientes e que tem acesso limitado a cuidados a saúde, principalmente em regiões de clima 

tropical e subtropical (DAWIT et al., 2013; OMS, 2022). Essa parasitose é uma doença infecto-

parasitária que acomete o homem, causada por protozoários do gênero Leishmania. Esta doença 

pode se manifestar em diferentes formas clínicas, dependendo da espécie de Leishmania 

envolvida e da relação do parasita com seu hospedeiro (GONTIJO e CARVALHO, 2003). 

Estima-se que a leishmaniose apresente uma prevalência de 12 milhões de casos no mundo, 

com 350 milhões de pessoas ameaçadas de contrair a doença em 88 países, 72 dos quais 

localizados em países em desenvolvimento. A saber, 90% dos casos ocorrem no Brasil, 

Bangladesh, Índia e Sudão (ROCHA e PETRONI, 2017). 

A parasitose é transmitida entre hospedeiros por fêmeas de flebotomíneos 

durante a hematofagia (STOCKDALE e NWETON, 2013). Os flebotomíneos são os vetores 

naturais de alguns agentes etiológicos causadores de doenças humanas e de animais, tais como 

protozoários do gênero Leishmania ross, 1903. O ciclo evolutivo de Leishmania spp. acontece 

durante o repasto sanguíneo, pela ingestão de macrófagos infectados com amastigotas. No trato 

digestivo do inseto, os macrófagos se rompem, e liberam o parasita, que se diferencia a 

promastigotas. Em seguida, o parasita migra para a faringe do inseto, podendo ser inoculadas 

em novo hospedeiro em um novo ciclo de repasto sanguíneo (SRIVASTAVA et al., 2016; 

QUEIROZ, 2019). 

As leishmanioses apresentam duas formas clínicas principais: 

leishmaniose tegumentar  e leishmaniose visceral (LV) (ALMEIDA et al., 2020). A forma 

tegumentar é a mais comum podendo acometer  pele e mucosas, autolimitadas (HAILU et al., 

2016; ROCHA e PETRONI, 2017). A LV, também denominada calazar, é uma doença crônica 

grave, cuja letalidade pode alcançar 95% quando não se institui o tratamento adequado. É 

causada por espécies do complexo Leishmania (Leishmania) donovani. No Brasil, o agente 

etiológico é a Leishmania infantum (=Leishmania chagasi) (DANTAS-TORRES, 2006) 

encontrada em alguns países do Mediterrâneo e da Ásia (GONTIJO; MELO, 2004), típica de 

zonas rurais e em amplo processo de urbanização, apresentando cerca de 90% dos casos na 

região Nordeste (COSTA et al., 2018). Afeta principalmente as pessoas mais vulneráveis, como 

crianças menores de cinco anos, idosos, pacientes com comorbidades e outras condições com 

como co-infecção Leishmania/ HIV, desnutrição, entre outras. É endêmica em 13 países das 
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Américas, onde foram registrados 67.922 novos casos de 2001 a 2020, com uma média de 3.400 

casos por ano. Em 2020, do total de casos, 97% (1.933) foram notificados no Brasil, e os demais 

casos, na Argentina, Bolívia, Colômbia, Paraguai, Venezuela e Uruguai (OPAS, 2021). 

Na maioria das vezes, os casos de LV humana são precedidos por casos 

de LV em cães, sendo esses os principais reservatórios de Leishmania em ambiente não 

silvestre, contribuindo para a manutenção do ciclo da doença (ABBIATI et al., 2019; 

QUEIROZ, 2019). A eutanásia de cães soropositivos tem sido adotada como medida de 

controle. Entretanto, essa medida é comprovadamente falha devido, em parte, à baixa 

sensibilidade de testes diagnósticos,  para identificação de cães verdadeiramente positivos 

(FERNANDES, 2013). Para controle da LV canina, recomenda-se o uso de coleiras 

impregnadas com deltametrina, combinada com a borrifação de inseticidas em domicílios como 

principal linha de ação indicada pelo  Ministério da Saúde do Brasil (COSTA, 2020). Além 

disso, preconiza-se no Brasil alternativamente à  eutanásia, o tratamento utilizando a miltefosina 

em animais infectados. No entanto, o tratamento é caro (R$1400,00/formas farmacêuticas) e 

inacessível para muitos tutores. Isto posto, é importante  a busca por opções terapêuticas ou 

vacinas seguras, efetivas e mais baratas. Importante ressaltar que o mercado PET movimentou 

em 2020 146 bilhões de dólares no mundo, sendo 40 bilhões apenas no Brasil, mostrando o 

potencial a ser alcançado com produtos destinados ao uso veterináio.  

 

1.2 A resposta imune nas leishmanioses 

 

Em infecções causadas por Leishmania, para que um hospedeiro seja 

capaz de resolver a infecção, é necessário que ele consiga ativar tanto o sistema imune inato 

quanto o sistema imune adquirido; embora o primeiro seja o agente efetor da ação 

leishmanicida, é por meio do estímulo do segundo que o sistema imune inato consegue ser 

ativado (TSAGOZIS; KARAGOUNI; DOTSIKA, 2005; SHARMA; SINGH, 2009.). Embora 

nas infecções causadas por agentes intracelulares, a resposta imune do tipo Th2 pode ser 

prejudicial, já que aumenta a susceptibilidade às infecções e permite a multiplicação do parasita 

e também em sua disseminação, a resposta protetora do tipo Th1 se mostra como uma forma 

mais potente de defesa concedida pelo sistema imune (HERNÁNDES-RUIZ & BECKER, 

2006). Células do tipo Th1 e Th2 afetam diferentes células  e influenciam qual será o tipo da 

resposta imune. Citocinas que são produzidas pelas células Th1 vão ativar macrófagos e 

participar da geração de células T, resultando em uma resposta imune mediada por essas células. 

Contrariamente, citocinas produzidas pelas células Th2 vão ajudar na ativação de granulócitos 

e na produção de anticorpos via células B. Com a mesma importância, cada subpopulação pode 

exercer influências inibitórias uma em relação à outra (MAYER, 2012). As citocinas do tipo 
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Th1, como IFNγ e TNFα, participam na regulação do granuloma e fazem a ativação de 

macrófagos para aumentar sua capacidade microbicida, além de ajudar na indução de uma 

resposta humoral com os isotipos IgG1 e IgG3 em humanos (IgG2a em camundongos), 

enquanto que as citocinas do tipo Th2, como IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13, regulam a produção de 

IgE pelos linfócitos B que participam da ativação de reações de hipersensibilidade imediata 

(HERNÁNDES-RUIZ & BECKER, 2006).  

Essas citocinas são resultado de uma apresentação de antígenos de 

patógenos por meio das moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC). As 

moléculas de MHC apresentam fragmentos peptídicos de antígenos proteicos clivados dentro 

das moléculas às células. O MHC de classe I (MHC I) é expresso pela maioria das células 

nucleadas e importante para a apresentação de peptídeos de antígenos citoplasmáticos para as 

células T citotóxicas do tipo CD8+. O MHC de classe II (MHC II) é expresso por células 

apresentadoras de antígenos como as as células dendríticas, macrófagos e linfócitos B e 

importante para a apresentação de fragmentos peptídicos de antígenos do fagolisossomo que 

são digeridos para células T CD4+, ajudando a decidir como proceder com uma possível 

resposta imune (WU et al., 2021). Então, após a inoculação da Leishmania na pele e fagocitose 

macrofágica, nos indivíduos que não têm a capacidade de produzir IFN-γ e ativar macrófagos, 

a Leishmania dissemina-se e, dependendo da espécie, causam a LV ou a LC . Nesses pacientes 

é fácil entender o desenvolvimento da doença, pela deficiência de IFN-γ e alta produção de IL-

10. A restauração da resposta imune in vitro na LV pode ser observada pela neutralização de 

IL-10 ou pela adição de IL-12 às culturas de células mononucleares de sangue periférico 

(CMSP) (MACHADO; ARAÚJO; CARVALHO; CARVALHO, 2004) 

Apesar do curso da infecção geralmente ter os linfócitos T auxiliar 

(CD4+) como as moléculas de maior importância na produção de respostas do tipo Th1, os 

linfócitos T citotóxicos (CD8+) também podem ter participação neste processo (HOLADAY; 

SADICK; WANG; REINER et al., 1991; NYLÉN; GAUTAM, 2010). Após o contato com os 

antígenos do parasita, expressos na membrana do macrófago infectado, e dependendo do tipo 

de célula apresentadora de antígeno (APC), os níveis de citocinas endógenas e a natureza do 

antígeno reconhecido, as células T CD4+ e CD8+ proliferam e secretam um padrão de citocinas 

definidas com diferentes funções efetoras. Os linfócitos B, por sua vez, atuam na interação com 

os linfócitos T auxiliares, agindo como APCs iniciais da resposta imune, como mecanismo 

facilitador da sua própria ativação e diferenciação. Sendo assim, essa interação vai contribuir 

na produção de citocinas e também de outros fatores que facilitam a polarização para resposta 

Th1 ou Th2 (RODRIGUEZ-PINTO, 2005; CRAWFORD; MACLEOD; SCHUMACHER; 

CORLETT et al., 2006). 
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Além de serem células apresentadoras de antígeno, os linfócitos B 

também são responsáveis pela resposta humoral. Sua principal função é a defesa do hospedeiro 

por meio da secreção de anticorpos que reconhecem as moléculas antigênicas dos patógenos, a 

regulação negativa de respostas inflamatórias e a regulação de respostas contra auto-antígenos. 

Outra função importante dos linfócitos B é seu papel como células imunorreguladoras. As 

células B secretam citocinas e influenciam a ação de outras células, regulam a organização e a 

neogênese dos tecidos linfóides, a reparação de tecidos danificados pela inflamação e também 

influenciam a imunidade antitumoral, principalmente com as células T CD4+ às quais 

apresentam antígeno. As células B são heterogêneas e podem ser classificadas de acordo com 

as citocinas as quais elas produzem. As células B reguladoras são uma subpopulação de células 

B que fazem a manutenção da tolerância e limitam as respostas inflamatórias através da 

secreção da citocina IL-10, que inibe as citocinas pró-inflamatórias e promove a diferenciação 

das células T CD4+ em células reguladoras (COHEN; EMERY; GREENWALD et al., 2006; 

MARTÍN; ESCUDERO; RODRÍGUEZ; MARTÍN, 2013). 

. 

1.3 O controle das leishmanioses: tratamento e vacinas  

 

Há poucos fármacos disponíveis para tratamento das leishmanioses, os 

quais apresentam alta toxicidade e baixa eficácia. Quando a questão é o tratamento de 

leishmaniose visceral canina (LVC), sabe-se que a cura clínica e parasitológica raramente é 

alcançada. (LAMOTTE et al., 2017; GONÇALVES et al., 2019).  

Os antimoniais pentavalentes são a primeira linha de tratamento, porém 

seu uso tem sido restrito devido a grande variedade de efeitos colaterais como  cefaléia e dores 

no corpo, até efeitos mais graves como hepatite, pancreatite, insuficiência renal e cardiopatia 

(NEVES, 2008). Como fármaco de segunda escolha, temos a anfotericina B, podendo levar ao 

desenvolvimento de efeitos colaterais também graves, como o comprometimento renal 

(GHORBANI; FARHOUDI, 2018; BRITO, 2019).  

Em cães, a terapia medicamentosa com miltefosina foi aprovada pelo 

Ministério da Saúde e o Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento (BRASIL, 2016) 

para o tratamento de LVC, sendo o único fármaco autorizado para o tratamento canino no 

Brasil. Embora a associação da miltefosina com alopurinol parece manter baixa a carga 

parasitária de animais infectados, mostrando-se uma boa associação candidata para o tratamento 

de LVC, a resistência induzida ao uso do alopurinol é um problema (MANZILLO et al., 2009; 

YASUR-LANDAU et al., 2017; GONÇALVES et al., 2019; NOGUEIRA et al., 2019; AYRES 

et al., 2022).  
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1.3.1 O controle da LVC: as vacinas 

 

No Brasil, existe apenas uma vacina contra a LVC disponível 

comercialmente, a Leish-Tec® (Ceva Animal Health) que utiliza a proteína A2 recombinante 

juntamente com saponina na sua composição. O objetivo da vacinação contra a LVC é duplo: 

redução do risco de um cão vacinado individual sofrer da doença e redução do risco de 

transmissão subsequente do parasita. Importante destacar que não há até o momento 

comprovação de que a  Leish-Tec®  induza uma resposta imune predominante Th1 forte e 

duradoura, na prevenção e progressão da doença em cães (MENDES, 2016; DANTAS-

TORRES et al., 2020). 

Uma outra vacina autorizada na Europa para controle da LVC é a 

CaniLeish® (Virbac, França), formulada com LiESP e a fração de saponina QA-21 (Mendes, 

2016). Esta vacina induz uma resposta mediada por células de perfil Th1 apropriada logo após 

completar o curso primário, e essa resposta efetivamente reduz a infecção por L. infantum em 

macrófagos in vitro. Quando administrado em cães de áreas endêmicas, a vacina é capaz de 

diminuir aproximadamente quatro vezes o risco de um cão individual progredir para infecção 

ativa sintomática (MORENO et al., 2012; BONGIORNO et al., 2013). As desvantagens no 

tratamento clínico da LVC e a escassez de formulações vacinais com resultados positivos faz 

com que o desenvolvimento de novos tratamentos ou vacinas seja essencial, para o controle da 

doença em cães e, desta forma, diminuir a disseminação da doença em humanos (GILLSEPIE 

et al., 2016; RIBEIRO et al., 2018).  

Na literatura científica já foi descrito um grande número de antígenos 

candidatos a componente de uma vacina contra LV, desde antígenos do parasita inteiro morto 

ou atenuado (DANESHVAR et al., 2014), frações de antígenos do protozoário (BORJA-

CABRERA et al., 2002; OLIVA et al., 2014; LAURINDO 2021), até antígenos recombinantes 

(POOT et al., 2006; FERNANDES et al., 2008) para serem administrados como proteína em 

combinação com um adjuvante ou como DNA codificante (Mendes, 2016). As vacinas 

produzidas a partir de antígenos recombinantes mostram-se efetivas na ativação do sistema 

imunológico e na manutenção da proteção em modelos experimentais (camundongos e cães) 

(Kaur et al., 2011) e em humanos (fase I dos ensaios clínicos) (Chakravarty et al., 2011). 

 

1.4 Estudos de potencialização de ativação de resposta imune ao promover 

implementações da formulação vacinal e na estrutura de peptídeos 

 

Os adjuvantes vacinais são importantes componentes na fabricação de 

vacinas e têm sido utilizados com o propósito de melhorar a qualidade das mesmas, reduzindo 
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riscos e aumentando sua eficiência.  Um adjuvante é uma substância que é adicionada a uma 

vacina para estimular e aumentar a magnitude e a durabilidade da resposta imune do hospedeiro 

contra o antígeno vacinal (SINGH E O’HAGAN, 2003).  Os adjuvantes são classificados em 

dois grupos, os imunoestimuladores que mimetizam moléculas altamente conservadas dos 

patógenos, que ativam diretamente às APC e outras células imunes através de receptores 

celulares, como os Toll-like (TLR), agonistas de receptor de lectina tipo C e outros receptores 

e, os sistemas de liberação de antígenos às APC, como os lipossomas, emulsões, nanopartículas, 

complexos imunoestimulantes (ISCOMs) entre outros (O’HAGAN  E  VALIANTE, 2003). 

Apesar de seu uso ainda ser restrito em seres humanos, os adjuvantes são 

utilizados amplamente na veterinária. O desenvolvimento de novos adjuvantes vacinais tem 

sido descrito como um dos processos mais lentos da história da medicina (FERREIRA et al., 

2013; PULENDRAN et al., 2021). O MontanideTM Gel 01 é um adjuvante polimérico 

desenvolvido para melhorar a segurança e eficácia das vacinas de DNA, fornecido pela Seppic 

(Puteaux, França) e utilizado a 10% conforme recomendação dos fabricantes. É adjuvante à 

base de água desenvolvido recentemente para melhorar a eficácia da vacina com características 

aquosas. Observou-se que o uso de MontanideTM Gel 01 como adjuvante deu resposta imune 

de maneira precoce suficiente em bovinos vacinados, associada a um perfil de segurança, 

qualquer que seja a natureza do antígeno, e foi relatado que os anticorpos induzidos foram mais 

elevados do que as de vacinas à base de alumínio e, portanto, pode ser usado associado a um 

amplo conjunto de meios antigênicos e recomendado como adjuvante para vacinas de animais 

sensíveis (PENEBRA and LILLEHOJ, 2019; ABD EL RAHMAN et al., 2020). 

Além de adjuvantes vacinais vários tipos de formulações farmacêuticas 

com sistemas de entrega de medicamentos (DDS) foram desenvolvidos para auxiliar no 

tratamento de pacientes, juntamente com melhorias na eficácia na entrega desses farmacos e 

segurança do DDS (DUNCAN, 2006; FENSKE e CULLIS, 2008; ZHANG et al., 2008; 

SLINGERLAND et al., 2011). A ciência analítica tem um papel importante no 

desenvolvimento de produtos farmacêuticos nessa vertente de sistemas transportadores, como 

lipossomas (GOMEZ-HENS e FERNANDEZ-ROMERO, 2006; OHNISHI; YAMAMOTO et 

al., 2012). Lipossomas são estruturas esféricas fechadas, constituídas por uma bicamada de 

fosfolipídios que envolvem um compartilhamento aquoso interno. Um composto que seja 

farmacologicamente ativo pode interagir com esta estrutura localizando-se, se for muito 

hidrossolúvel, no interior hidrofílico, ou no interior da bicamada, isso em casos de compostos 

mais lipofílicos ou ainda podendo localizar-se numa situação intermediária. Estas estruturas 

têm sido estudadas ao longo dos anos, com bastante intensidade, como carregadores de 

fármacos, já que os lipossomas podem evitar a rápida absorção dos antígenos pelos macrófagos 
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no sistema reticuloendotelial e circular na corrente sanguínea por um tempo relativamente longo 

(SHARMA & SHARMA, 1997; CONCEIÇÃO; TORCHILIN, 2005; MATOS; MOUTINHO, 

2009).  

Além dos fosfolipídios, a adição de colesterol também tem sido aplicada 

para proporcionar maior flexibilidade dos lipossomas, proporcionando a criação de espaços 

entre os fosfolipídios. A natureza, a estrutura química, a proporção empregada dos fosfolipídios 

e a técnica utilizada em seu preparo podem influenciar tanto as características morfológicas 

quanto as características físico-químicas dos lipossomas, como tamanho de partículas, 

estabilidade, carga superficial, número de bicamadas, entre outros (DAWOUND et al., 2019; 

PALLAGI et al., 2019; GOMEZ; HOSSEINIDOUST, 2020; LUIZ, 2022).Tendo isso em 

mente, de acordo com Treuel et al., (2014) a etapa de produção e caracterização dos lipossomas 

é essencial para assegurar a sua atividade terapêutica, já que as variações nas propriedades 

físico-químicas de nanocarregadores podem influenciar em sua atividade biológica. Então, 

dependendo dos métodos de preparo, diferentes tipos de lipossomas podem ser obtidos. De 

maneira geral, eles podem ser classificados de acordo com a sua carga de superfície (catiônico, 

aniônico ou neutro), tamanho e números de bicamadas (DAWOUD et al., 2019; PALLAGI et 

al., 2019; GOMEZ; HOSSEINIDOUST, 2020; LUIZ, 2022). 

Existem estudos de pequenas sequências de resíduos de aminoácidos que 

têm a capacidade de agirem como adjuvantes, que são chamados adjuvantes sintéticos. O uso 

de adjuvantes sintéticos é uma abordagem mais segura e considerada um avanço em relação 

aos métodos tradicionais de vacinação. RS09 (APPHALS) serve como um excelente adjuvante 

e tem sido usado em muitos estudos anteriores (MOYLE and TOTH, 2013; GUPTA et al., 2020; 

ONILE et al., 2020; KHAN et al., 2020; TARANG et al., 2020). O RS09 é um agonista de 

TLR-4, sendo assim, o envolvimento desse peptídeo adjuvante permite que epítopos que 

reconhecem os linfócitos citotóxicos T CD8+ (CTL) sejam co-estimulados, resultando em uma 

ativação imune mais robusta (REHMAN et al., 2021). 

 

1.5 Lc24 e produção de vacina de peptídeos 

 

Vacinas de peptídeos sintéticos que induzem imunidade por causar uma 

ativação em células T e B são a grande promessa na prevenção e terapia de doenças infecciosas 

(VAN DER BURG et al., 2006) e vêm sendo usados em protocolos de vacinação contra 

patógenos extracelulares e intracelulares (HARLOW, et al., 1988; THOMPSON, et al., 1994; 

LINDBERG, 1999). Peptídeos são formados pela união entre dois ou mais resíduos de 

aminoácidos. Isso ocorre por uma reação de condensação envolvendo um grupo α-carboxílico 

de um aminoácido e um grupo α-amínico de outro, formando ligação peptídica (BENITES, 
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2017). Peptídeos sintéticos são fáceis de produzir em escala industrial, não possuem potencial 

de integração ou recombinação genética. Apesar de alguns casos na literatura confirmarem que 

são quimicamente estáveis, não precisando de condições especiais de armazenamento, mas a 

estabilidade química e física podem ser comprometidos por fatores internos, como a 

temperatura e pH, bem como por contaminantes e impurezas de excipientes. O que significa 

que a produção e formulação de vacinas peptídicas necessitam de atenção especial para a sua 

eficácia e segurança (JACKSON, et al., 2006; MACHADO, 2010; CALIXTO, 2013).  

Fatores intrínsecos, incluindo propriedades hidrofóbicas, hidrofílicas, 

tamanho, carga, e fatores extrínsecos como pH, sua carga iônica e presença de sais, e interação 

com outros componentes afetam a solubilidade de proteínas e consequentemente dos peptídeos 

provenientes da mesma (FARIAS, 2017). Portanto é importante que para a síntese em fase 

sólida do peptídeo que é um candidato a imunizante seja utilizado uma sequência de resíduos 

de aminoácidos que tenha uma solubilidade alta.  O método denominado síntese de peptídeos 

em fase sólida, tem como base o fato do grupo carboxílico do aminoácido C-terminal de uma 

cadeia peptídica, se encontrar unido covalentemente a um polímero e, portanto, o componente 

que contém esta extremidade é insolúvel nos solventes utilizados no processo de síntese. E 

então, o excesso de reagentes e a maioria dos produtos secundários podem ser eliminados por 

simples filtração e lavagens do polímero que contém o peptídeo em crescimento. Isto influencia 

favoravelmente a síntese e proporciona excelentes rendimentos (ANDREU; RIVAS, 1997; 

BENITES, 2017). 

Além de todas as questões de escolha do imunizante em uma vacina 

peptídica e sua síntese, outros parâmetros também devem ser avaliados para uma eventual 

formulação. Este antígeno precisa ser avaliado quanto suas características antigênicas, não 

alergênicas, imunogênicas, não tóxicas, conservadas e se possuem boa cobertura populacional 

para linfócitos linfócitos T (CD8+ e CD4+) e linfócitos B, além de checar se a sequência 

escolhida do imunizante já não está presente no genoma do alvo a ser imunizado  pois já seria 

algo de conhecimento do sistema imunológico desses animais, ou seja, não seria um antígeno 

(SILVA, 2022). Para isso existem servidores computacionais onde ao ser feito um estudo de 

imunoinformática são amplamente utilizados. Os servidores IEDB Cells e ABCpred são 

utilizados na literatura como os principais servidores para predizer peptídeos com capacidades 

antigênicas e imunogênicas que sejam ligantes de linfócitos B (JESPERSEN et al., 2017; SAHA 

and RAGHAVA, 2006). Como também para linfócitos do tipo T; para aqueles que estimulam 

resposta do tipo T CD4+, é utilizado como principal servidor o EpiDOCK que mostrará se os 

peptídeos em análise no estudo de predição vão ter capacidade de reconhecer células do tipo 

MHC de classe II e produzir uma resposta imune esperada (DHANDA et al., 2013), e também 
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para a resposta da indução de linfócitos do tipo T CD8+, que reconhecem epítopos de MHC de 

classe I que podem ser avaliados quanto ao seu reconhecimento dessas células utilizando o 

servidor NetMHCpan (HOFFMAN; SHAN; KRIEGER, 2021).  

Neste contexto, um transportador do tipo ABC, LINF_240020050, de 

3372 aminoácidos, vem sendo alvo de estudos pelo nosso grupo quanto ao seu potencial uso no 

diagnóstico da LVC. Isabel, 2010 realizou um mapeamento desta proteína, identificando 

regiões de epítopos de reconhecimento para as células B. Neste estudo, uma região de 208 

aminoácidos, denominado Lc24, foi selecionada e caracterizada quanto às suas propriedades 

antigênicas, a qual foi explorada neste trabalho para caracterização das propriedades 

imunogênicas, no contexto de desenvolvimento de uma nova vacina para controle da LVC. 

 

2 OBJETIVO 

 

Avaliação do potencial imunogênico e protetor da proteína Lc24 de L. 

infantum em estudos pré-clínicos para o desenvolvimento de uma vacina para controle da 

leishmaniose visceral. 

 
Os objetivos específicos do projeto são: 

● Expressar e purificar em sistema de expressão heterólogo a proteína recombinante 

MBP::Lc24 (Isabel, T. 2010): 

o Amplificar e clonar Lc24 no vetor pMAL-p5x para expressão em fusão com 

proteína Maltose Binding Protein (MBP) em E. coli; 

● Mapear e selecionar regiões de epítopos para síntese de peptídeos derivados da proteína 

Lc24; 

o identificar sequências com potencial imunogênico; 

● Sintetizar peptídeos derivados de Lc24 contendo regiões de epítopos; 

 

● Avaliar o potencial imunogênico e de antígenos derivados de Lc24 utilizando o 

modelo experimental BALB/c; 

o Encapsular peptídeos sintetizados em lipossomas aniônicos; 

o Imunizar camundongos com o peptídeo derivado de Lc24; 

o Determinar os níveis de IgG específicos e subclasses IgG1 e IgG2a; 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

3.1 Animais 

Foram utilizados camundongos Swiss machos com cinco a seis semanas 

de idade, obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigação na Área de Ciência de Animais 

de Laboratório (CEMIB), UNICAMP, Campinas, São Paulo. Os animais foram mantidos em 

caixas individuais, em grupos de cinco, em condições ambientais estáveis (23°C ± 2°C de 

temperatura e 56% de umidade relativa do ar) e ciclos claro/escuro de 12 horas. Água e ração 

foram oferecidas ad libitum. Todos os procedimentos realizados neste trabalho foram aprovados 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Araraquara – 

UNESP (CEUA/FCF/CAr n° 19/2020). 

 
3.2 Linhagens de L. infantum 

 
Foram utilizadas as cepas de L. infantum MHOM/BR/1972/LD e 

MHOM/MA67ITMAP263, gentilmente cedidas pelos Drs. José Angelo Lindoso (Instituto de 

Medicina Tropical, USP) e André Gustavo Tempone Cardoso (Instituto Adolfo Lutz) e 

mantidas no Laboratório de Bioquímica e Biologia molecular de Tripanossomatídeos, 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas, UNESP, Araraquara. 

 
3.3 Linhagens de bactérias 

 
As linhagens e os genótipos de E. coli e B. subitilis utilizadas neste estudo 

estão descritas nos quadros abaixo: 

 

Quadro 1. Linhagens e genótipos de Escherichia coli. Fonte: Elaborada pelo autor (2022). 

 

Linhagem Genótipo Referência 

E. coli TOP10 hsdR, mcRA, lacZΔM15, 

endA1, recA1 

 

 
E. coli genotypes- 
Open Wet Ware 

E. coli BL21 (F– dcm ompT hsdS(rB – mB – 

) gal) 
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Quadro 2. Linhagens e genótipos de bactérias. Fonte: Elaborada pelo autor (2022). 

 

Linhagem Genótipo Referência 

 
E. coli BL21 Codon 

Plus 

F–ompThsdS (rB–mB–) 

dcm+TetrgalendAHte 

[argUproLCamr] 

 

 

 
E. coli genotypes 

Open Wet Ware 
 

 
E. coli Rosetta 

F- ompThsdSB(RB- mB-) gal 

dcmλ(DE3 [lacIlacUV5-T7 

gene 1 ind1 sam7 nin5]) 

pLysSRARE 

(Camr) 

 

3.4 Meios de cultura 

 
Schneider completo (Sigma-Aldrich) pH 6,9; suplementado com 

bicarbonato de sódio 4,7 mmol.L- 1; cloreto de cálcio hidratado 5,5 mmol.L- 1; tampão Hepes 5 

mmol.L- 1; Soro fetal bovino 10%; gentamicina 10 mg.mL-1; estreptomicina 100 μg.mL-1, 

penicilina100 U.mL-1. Filtrado em membrana de 0,22 µm (Kasvi®). 

LB (Luria Bertani) pH 7,5; Triptona 10 g.L-1; extrato de levedura 5 g.L- 

1; e NaCl 5 g.L-1, quando necessário meio sólido ágar 15g.L-1 foram adicionados. O meio foi 

autoclavado 121ºC por 20 minutos. Quando necessário, antibióticos foram acrescentados de 

acordo com a requisição dos protocolos de transformação bacteriana. 

RPMI completo (Roswell Park Memorial Institue medium)(Gibco®) pH 

7,2; bicarbonato de sódio 23,8 mmol.L- 1; tampão Hepes 9,9 mmol.L- 1; Soro fetal bovino 10%; 

estreptomicina 100 μg.mL-1, penicilina 100 U.mL-1. Filtrado em membrana de 0,22 µm 

(Kasvi®). 

 

3.5 Sequências 

 
A sequência completa de nucleotídeos e de aminoácidos da proteína em 

estudo (ID de acesso LINF_240020050) foi obtida do sítio TriTrypDB, Kinetoplastid Genomics 

Resource (https://tritrypdb.org/tritrypdb/), acesso em 16 de agosto de 2022. 

 
3.6 Extração de DNA genômico (gDNA) 

 
O DNA genômico (gDNA) de L. infantum foi extraído utilizando o kit de 

extração de DNA genômico Invitrogen™ PureLink™, de acordo com as recomendações do 

https://tritrypdb.org/tritrypdb/
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fabricante. Posteriormente o gDNA foi quantificado no espectrofotômetro NanoDrop Lite 

Spectrophotometer (Thermo Scientific), analisado em gel de agarose 1% para verificar a 

integridade da amostra e armazenado a -20 ºC. 

 
3.7 Amplificação por PCR 

 
A proporção de cada reagente para o mix da PCR ocorreu da seguinte 

maneira: 500 ng de gDNA, 2,5 μL de tampão (10x), 0,5 μL de DNTp (10 mM), 1,25 μL do 

primer foward (Fw) (10 μM), 1,25 μL do primer reverse (Rv) (10 μM), 1,5 μL de MgCl2 (25 

mM), 1,0 μL da enzima Taq Polimerase Pfu (Thermo Fisher) e o restante foi adicionado água 

milli-Q para um volume total de 25 μL de solução. A reação ocorreu da seguinte forma: 94°C 

por 3 min; 35 ciclos de: 94°C por 1 min, 55°C por 30 s e 72°C por 1 min; 72°C por 3 min; 72°C 

por 7 min e 4°C por tempo indefinido em termociclador Amplitherm Thermal Cycler (Ideal 

Lab®). Os primers utilizados estão detalhados no Quadro 3. 

 
Quadro 3: Primers para a PCR performada em todas as estratégias de clonagens. Fonte: Elaborada pelo 

autor 2022. 

 

Primers   Sequência de pares de base 

P.FwLc24_64

5pb  

AAACCATGGAACTGGTGCCGCGCGGCAGCCTGGGGGGCAAGAATCACCA

C  

P.RvLc24_645

pb  

AAAGATATCTCAGTGATGGTGATGATGATGATGGTGGCGAATGTACCAAA

GCAGC  

Azul claro - sítio de restrição NcoI; amarelo escuro - Trombina; azul - sítio de restrição EcoRV; laranja - cauda de 

histidina; vermelho - regiões codificadoras do fragmento  Lc24. 

 
 

3.8 Eletroforese em gel de agarose, manipulação e purificação de DNA 

 

Para a confirmação da amplificação da ORF Lc24 foi feita uma 

eletroforese em gel de agarose 1%, corado com Brometo de Etídeo (10 mg/mL), em tampão 

TAE 1X (40 mM de Tris-Acetato; 2 mM de EDTA, pH 8,5) sob uma tensão de 3V/cm (Fonte 

BioRad) e visualizado sob incidência de luz ultravioleta (UV) e as imagens foram capturadas e 

registrada utilizando o fotodocumentador (Loccus Biotecnologia-molecular Imaging). De 

acordo com as especificações dos fabricantes de cada enzima utilizada neste projeto, pode ser 

feita as reações de digestão, desfosforilação e ligação de DNA. Para a purificação do DNA foi 

utilizado o kit PCR Purification Kit (Cellco Biotecnologia®), de acordo com as especificações 

do fabricante. 
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3.9 Transformação bacteriana 

 
Para a expressão da proteína Lc24, transformou-se as linhagens de E. coli 

Rosetta e BL21 Codon Plus de acordo com o protocolo descrito por (Miller and Nickolof, 1995) 

com algumas modificações, como descrito a seguir: 2 mL da cultura crescida overnight foram 

adicionadas em 250 mL de LB; 15 min no gelo; Tempo de centrifugação de 15 min a 3000 x g; 

Lavagem das células com água milli-Q gelada estéril foi feita três vezes. 

Transferiu-se, todo o volume existente nos microtubos (bactéria 

eletrocompetente + volume da ligação) para cubetas de eletroporação que já estavam sendo 

resfriadas em gelo. Foi realizada a eletroporação utilizando o eletroporador Nucleofector™ 2b 

Device (Lonza Biosciences). O conteúdo das cubetas foi homogeneizado com meio LB e 

transferido para novos microtubos que, posteriormente, foram incubados em banho-maria a 

37°C por 1 h. Então, as bactérias foram plaqueadas em meio sólido LB + 100 µg/mL de 

ampicilina e incubadas em estufa a 37°C overnight. 

 

3.10 Extração de DNA plasmidial (pDNA) 

 
Algumas das colônias de bactérias transformantes foram inoculadas em 

5 mL do meio LB contendo 100 μg/mL de ampicilina. As bactérias inoculadas foram incubadas 

por 16 h em Shaker a uma temperatura de 37ºC e 250 rpm, para posterior extração do pDNA. 

Deste pré-inóculo foi transferido 1,5 mL para um microtubo e a extração do pDNA foi feita 

utilizando o kit Fast-n-Easy Plasmid Mini-Prep Kit (Cellco Biotecnologia®) conforme 

especificações do fabricante e armazenado em 25 μL de Elution Buffer, proveniente no kit, 

quantificado em espectrofotômetro NanoDrop Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific™) e 

conservado à -20°C. 

 

3.11 Sequenciamento 

 
Após isso, a fase aberta de leitura foi confirmada por sequenciamento no 

equipamento ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer com o Kit BigDye Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing (Applied Biosystems) e os primers P.Fw_pMAL-Thrombin-Lc06: 5’ 

AAACCATGGAACTGGTGCCGCGCGGCAGCCCGCTATCAGTGCTGCGTACTC 3’ e 

P.Rv_pMAL-Lc06: 5’ AAAGATATCAGCGATTCGAACGAACCCAC 3’. Estas análises 

foram realizadas pelo Laboratório de Análises Biomoleculares Multiusuário, da Universidade 

Estadual Paulista “Júlio Mesquita Filho”, campus Araraquara. 
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3.12 Expressão de proteínas recombinantes em Escherichia coli 

 
Para a expressão da proteína Lc24, transformou-se as linhagens de E. coli 

Rosetta e BL21 Codon Plus. Foram preparados pré-inóculos (10 mL cada) de colônias 

ampicilina resistentes overnight em Incubadora Shaker (CIENLAB) a 37°C e 250 rpm, 

utilizando uma colônia transformante de cada cepa. Destes pré-inóculos foram preparados os 

inóculos (100 mL) que foram incubados a 37°C a 250 rpm até a densidade ótica (DO) atingir 

0,5 (~ 4 horas). Ao atingir a DO, 20 mL de cada cultura foram separados e aos outros 80 mL de 

cada cultura adicionou-se 0,3 mM de IPTG (de acordo com o manual pMAL Protein Fusion & 

Purification System - Instruction Manual) para a indução da expressão. A indução foi realizada 

na temperatura de 37°C e 250 rpm por cerca de 18 h. Todas as culturas foram centrifugadas a 

6000 x g durante 20 min e os pellets foram armazenados a - 20°C até o momento do uso. 

 

3.13 Extração de proteína 

 
Para o rompimento, os pellets foram ressuspendidos em tampão PBS. As 

células foram sonicadas por meio de 10 ciclos de 15 s sonicando e 10 s em repouso (Ultronique, 

Eco-sonics Modelo: DESRUPTOR), depois os extratos foram centrifugados a 6000 x g por 20 

min com sobrenadante e pellet armazenados em -20ºC. Para a certificação da expressão da 

proteína Lc24, com cerca de 70 KDa, os lisados foram resolvidos em géis SDS-PAGE (7,5% - 

10%). 

 
3.14 Western Blot 

 
Os géis SDS-PAGE que foram usados para fazer a certificação da 

expressão da proteína foram armazenados em água a 4-8ºC até o momento de seu uso. A 

transferência para a membrana de PVDF foi feita utilizando o aparelho Trans-blott® Turbo™ 

Transfer System (Bio Rad) a 25 A e tensão crescente até 25V por 7 min. Após a transferência, 

a membrana foi bloqueada por 1 h com solução 3% BSA em PBS e posteriormente incubada a 

temperatura ambiente sob agitação com anticorpo anti-6His (Sigma-Aldrich) durante 1 hora. 

Posteriormente, ocorreram 3 lavagens com solução PBST (1,4M NaCl, 30mM KCl, 100mM 

Na2HPO4, 20mM KH2PO4 e 0,05%Tween20), após as lavagens, as membranas foram incubadas 

com o anticorpo de camundongo conjugado com HRP durante mais 1 hora. Após mais três 

lavagens com a solução PBST, foi-se revelado com solução 1-Step Ultra TMB-Bloting (Bio 

Rad).  
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3.15  Predição de epítopos  

 

  Para prever esses epítopos na proteína Lc24 foram utilizados dois 

programas, BepiPred-2.0 (JESPERSEN et al., 2017), contido no servidor IEDB Cells 

(http://tools.iedb.org/bcell/, acessado em 15/06/22) e ABCpred (SAHA and RAGHAVA, 

2006). O servidor BepiPred-2.0 prevê epítopos de células B a partir de uma sequência de 

proteína, usando um algoritmo Random Forest treinado em epítopos e aminoácidos não 

epítopos determinados a partir de estruturas cristalinas (JESPERSEN et al., 2017). Os resíduos 

com pontuações acima do limite 0.5 (limiar de positividade padrão) são previstos como parte 

de um epítopo. O servidor ABCpred (http://crdd.osdd.net/raghava/abcpred/, acessado em 

15/06/22), utiliza um banco de dados e uma rede neural artificial para predição de possíveis 

epítopos para células B (Saha and Raghava, 2006). Sequências peptídicas sobrepostas pelos 

dois métodos usados foram consideradas como potenciais epítopos lineares de células B. 

 

3.15.1 Predição de epítopos de célula T CD4+ 

 

As sequências aminoacídicas em formato FASTA dos epítopos de células 

B sobrepostos, foram submetidos ao servidor  EpiDOCK (http://www.ddg-

pharmfac.net/epidock/EpiDockPage.html, acessado em 15/06/22) para preveer a presença de 

epitopos de células T CD4+. O EpiDOCK prevê a ligação de 23 alelos humanos MHC classe II 

mais frequentes, 12 alelos HLA-DR, 6 HLA-DQ e 5 alelos HLA DP.  Adicionalmente usamos 

a base de dados IFNepitope (Dhanda et al., 2013) para conferir se os epítopos de células TCD4+ 

identificadas nas sequências sobrepostas, são produtores de IFN-γ. O servidor de epítopos de 

IFN prevê epítopos de IFN-γ de proteínas selecionadas de ZIKV usando algoritmos híbridos 

SVM juntamente com Motif (DHANDA et al., 2013). 

 

3.15.2 Predição de epítopos de célula T CD8+ 

 

Assim como os epítopos de células T CD4+, também a resposta imune 

envolvendo epítopos de células TCD8+ têm contribuído na defesa contra Leishmania spp 

(GAUTAM et al., 2022). Deste modo, as sequências sobrepostas selecionadas foram analizadas 

em relação à presença de epítopos de células T CD8+, os quais se ligam a MHC classe I. Para 

essa predição usamos o servidor NetMHCpan 4.1 

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetMHCpan-4.1, acessado em 15/06/22). Neste 

estudo foi programado para encontrar ligantes dos alelos H2-Db, H2-Dd, H2-Kb, H2-Kd e H2-

http://crdd.osdd.net/raghava/abcpred/
http://www.ddg-pharmfac.net/epidock/EpiDockPage.html
http://www.ddg-pharmfac.net/epidock/EpiDockPage.html
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetMHCpan-4.1
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Ld, em um thereshold de 0.5 para strong binder e 2.0 para weak binder, e um filtro de thereshold 

por porcentagem de rank de -99. Na análise foram usados os alelos H-2Kb, H-2Kd, H-2Db, H-

2Dd e H-2Ld.  

 

3.15.3 Predição de imunogenicidade, toxicidade e alergenicidade  

 

  As propriedades imunogênicas de cada sequência foram analisadas no 

servidor Vaxijen 2.0. A página de resultados desse servidor mostra a probabilidade do antígeno 

(como uma fração de unidade) para cada proteína e uma declaração de status do antígeno como 

“provável antígeno” ou “provável não antígeno” baseado em propriedades físico-químicas dos 

peptídeos. Os servidores ToxinPred (https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred/design.php, 

acessado em 20/06/22) eAllerTOP v. 2.0 (https://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/, acessado 

em 20/06/22) foram utilizados para anticipar, respectivamente, a toxicidade e efeitos alérgicos 

das sequências peptídicas selecionadas. 

 

3.15.4 Predição de similaridade com proteoma de cães  

 

A presença ou ausência de similaridade das sequências peptídicas 

selecionadas com o proteoma de cães foi analisada usando o programa de PIR (Protein 

Information Resource) (https://proteininformationresource.org/, acessado em 21/06/22). Esta 

estratégia permite excluir as sequências peptídicas vacinais que devido a sua homologia com 

proteínas do hospedeiro-podem gerar respostas autoimunes.   

 

3.15.5 Caracterização das propriedades físico-químicas dos peptídeos em estudo 

 

Parâmetros físicos-químicos como ponto isoelétrico (pI), peso molecular 

(PM),  hidrofobicidade (GRAVY) e o tempo de vida média dos peptídeos selecionados foram 

preditas usando programa  Protparam do servidor Expasy (https://web. expasy.org/protparam, 

acessado em 21/06/22) e o Peptide Property Calculator (Innovagen) (https://pepcalc.com/, 

acessado em 21/06/22).  

 

3.15.6 Seleção e desenho do imunógeno peptídico 

 

Após análise integrada de todas as propriedades imunológicas e físico 

https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred/design.php
https://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/
https://proteininformationresource.org/
https://pepcalc.com/
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químicas das sequências peptídicas selecionadas, a sequência HKPGGDAGRRGGAQKT, 

nomeada com as duas primeiras letras do nome do autor (GD), ano de início da síntese (21) e 

numeração para diferenciar peptídeos sintetizados com o ínicio da sigla, portanto GD2102, foi 

escolhida para avaliar a sua imunogenicidade em camundongos. O peptídeo adjuvante RS09, 

com sete resíduos (APPHALS) (MOYLE and TOTH, 2013; GUPTA et al., 2020) de 

comprimento foi adicionado à sequência do peptídeo GD2101 na extremidade N-terminal, 

juntamente com dois resíduos de arginina ( R) como espaçadores. Uma Valina (V) também foi 

adicionada na extremidade N-terminal. A sequência aminoacídica do imunógeno peptídico 

desenhado foi denominada GD2202 (Figura 1) 

 

Figura 1. Representação esquemática do imunógeno peptídico desenhado. O imunógeno desenhado está composto 

por uma Valina na extremidade N-terminal; o peptídeo adjuvante RS09; duas Argininas como espaçadores; 

peptídeo GD2102. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 

3.16 Síntese de peptídeos 

 
Para o presente estudo dois peptídeos foram sintetizados. A sequência de 

16 resíduos de aminoácidos GD2102 (HKPGGDAGRRGGAQKT-NH2) derivado da proteína 

Lc24, que foi alvo do estudo de Ferreira (2010) e a sequência GD2202 (VAPPHALS 

RRHKPGGDAGRRGGAQKT) (Figura 1). Contado com a parceria do laboratório de Síntese 

de estudos de Biomoléculas (LASEBIO), para a síntese desse peptídeo, cada aminoácido foi 

sintetizado em aparelho sintetizador automático Tribute-UV (Protein Technologies), que utiliza 

a metodologia de Merrifield (1963) em 737,0 mg de resina Rink Amide e os Fmoc-aminoácidos 

acoplados pela ativação dos grupos carboxilas com N,N-Metilformamida como agente 

acoplante e HBTU como o agente desacoplante, tudo isso feito com uma escala de 0,5 e excesso 

de 5x. Os reagentes citados foram utilizados em duas vezes de excesso em relação a quantidade 

de grupos reativos na resina inicial. O grupo Fmoc foi retirado pela lavagem em 20% v/v 4-

metilpiperidina/DMF (dimetilformamida). 

Para o acoplamento do peptídeo adjuvante RS09 e as duas Argininas 

como espaçadores (RR) e uma Valina, formando então o peptídeo GD2202 (VAPPHALS 

RRHKPGGDAGRRGGAQKT-NH2) utilizou-se a mesma metodologia que o sintetizador 
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automático utiliza mas de maneira manual. Diferentemente do sintetizador automático, para a 

identificação de acoplamento e desproteção entre os resíduos de aminoácidos, e vice-versa, a 

resina foi lavada com DMF e foi realizado o teste de ninidrina (KAISER; COLESCOTT; 

BOSSINGER; COOK, 1970) para assim então poder detectar a presença de grupos amino 

livres, sabendo que em temperaturas elevadas ocorre uma reação entre a ninidrina e este grupo 

amino livre, o que gera uma coloração azul, sendo assim mostrando a eficiência da síntese. 

 
3.17 Reação de clivagem dos peptídeos 

 
Para a reação de clivagem do peptídeo da resina posteriormente a síntese, 

foi necessário a adição de ácido trifluoracético (TFA), 1,2-etanoditiol (EDT), triisopropilsilano 

(TIS) e água ultrapura (TFA 95%, EDT 2,5% e H2O Mili-Q 2,5% v/v); em frasco de cintilação 

sob agitação branda durante 2 h. A precipitação do peptídeo e da resina foi realizada utilizando 

o éter etílico gelado, e posteriormente a três ciclos de sonicaçao e vortexando durante 30 s cada, 

esse procedimento foi repetido três vezes, e então centrifugado por 4 min e então o sobrenadante 

foi descartado. A separação entre o peptídeo e resina se deu por solubilização do peptídeo em 

solução de H2O Mili-Q contendo TFA 0,045% v/v acetonitrila contendo TFA 0,036% v/v, 

sendo vortexado e sonicado em três ciclos de 30 s, esse procedimento repetido três vezes e então 

centrifugado para separar o peptídeo da resina. O sobrenadante resultante contendo o peptídeo 

foi liofilizado. 

 

 

 
3.18 Purificação e caracterização dos peptídeos 

 
Os produtos obtidos no processo de clivagem foram purificados em 

cromatógrafo líquido de alta eficiência (CLAE) em modo semi-preparativo, utilizando o 

solvente A (H2O, TFA 0,045%) e solvente B (ACN, TFA 0,036%), a um fluxo de 5 mL.min-1, 

comprimento de onda para detecção a 220 nm, e uma coluna de C18, 250 mm x 10 mm, =300 

Å, tamanho da partícula de 5 µm (Phenomenex). Para a purificação do peptídeo GD2202 foi 

usado um gradiente de X-Y% de solvente B em 90 min; e o peptídeo GD2102 foi purificado 

em gradiente de 5-20% de solvente B em 90 min. 

Após a purificação e liofilização, a análise do grau de pureza de cada 

fração foi realizada em CLAE em modo analítico acoplado a um espectrômetro Shimadzu, com 

coluna Ultraspehere Phenomenex de fase reversa C18 (4,6 mm x 150 mm, 300 Å, tamanho da 

partícula de 5 µm) e detecção a 220 nm, utilizando método gradiente de 5 a 95% de solvente B 
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em 30 min com fluxo de mL.min-1. 

As análises de massas moleculares dos peptídeos foram realizadas em 

espectrometria de massas em espectrômetro de massa Bruker injeção ion trap, modo eletrospray 

positivo (M+H)+ na faixa de 200-2000 g.mol-1, para confirmar a obtenção do material desejado. 

A concentração de proteína foi medida usando o ensaio de proteína de ácido bicinconínico 

(BCA) (Pierce) utilizando o kit PierceTM BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) de acordo 

com as instruções do fabricante. 

 
 

3.19 Preparação da formulação vacinal Gel01/GD2202 

 

Imunógeno: peptídeo GD2202 como imunógeno vacinal; 

Adjuvantes: Dois tipos de adjuvantes foram utilizados: o adjuvante 

MontanideTM Gel 01 (SEPPIC, França), e um lipossoma de composição aniônica (Descrição no 

item 3.21). O Gel01 está composto por uma dispersão de partículas micro-esféricas altamente 

estáveis de poliacrilato de sódio em água. 

 

3.20 Formulações vacinais 

 

O peptídeo GD2202 (1 mg) foi formulado com Gel01 (10%) em PBS. A 

mistura foi deixada em agitação durante 40 min, 5 x g à temperatura ambiente. 

 

 

 

3.21 Desenvolvimento dos lipossomas 

 
Com a colaboração da Drª Marcela Tavares, do Laboratório de 

Farmacotécnica o preparo dos lipossomas compostos por dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), 

colesterol, e (DSPE-PEG750) (7:2:0,5, %mol) e peptídeo foi realizado utilizando o método de 

hidratação do filme lipídico descrito por Bangham et al. De acordo com esse método, os lipídeos 

foram solubilizados em 5 mL de clorofórmio e submetidos à rotaevaporação por 30 min a 150 

rpm e 50°C para que ocorresse a formação de uma fina película. Em seguida, o filme lipídico 

foi hidratado durante 30 min a 250 rpm com solução contendo peptídeo a 0,5 mg/mL (tampão 

fosfato, pH 7,4). Lipossomas brancos, sem a adição do peptídeo, foram produzidos como 

controle. As formulações foram submetidas a oito ciclos de extrusão em membranas de 200 e 

100 nm (Avanti®). 

 

3.22  Ensaio de viabilidade celular in vitro 
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A avaliação da citotoxicidade celular das formulações contendo apenas o 

peptídeo GD2202, lipossomas contendo o peptídeo GD2202 e a formulação do peptídeo 

GD2102 + adjuvante MontanideTM Gel01 foi realizada em linhagem de fibroblasto murino 

(L929) utilizando o marcador de viabilidade celular resazurina. As células foram cultivadas em 

meio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Sigma-Aldrich Co, USA), 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich Co, USA) e 1% de solução de 

antibiótico (10.000 UI de penicilina e 10 mg/mL de estreptomicina) (Sigma-Aldrich Co, USA). 

Após 80% de confluência, as células foram removidas dos frascos de cultivo utilizando tripsina 

(0,05%, v/v). Neste procedimento, 1 x 104 células foram semeadas em placas de 96 poços e 

incubadas por 24 h a 37°C em atmosfera com 5% de CO2. Após adesão das células, o meio de 

cultivo foi substituído por 200 µL de meio de cultivo incompleto (DMEM sem adição de soro 

fetal bovino) contendo as amostras diluídas nas proporções de 1:10, 1:20, 1:40, 1:80 e 1:160. 

Poços contendo células não tratadas e tratadas com DMSO (30% m/v) foram utilizados como 

controles negativos e positivo, respectivamente. Após 24 h de tratamento, os poços foram 

lavados com tampão fosfato salino (PBS 1X), em seguida, foi adicionado 100 µL de meio de 

cultura contendo resazurina (0,015 mg/mL). As placas foram incubadas novamente a 37°C e 

5% de CO2 por 3 h. Após esse período, a leitura da viabilidade celular foi determinada em leitor 

de placas Biotek (modelo Synergy) utilizando o comprimento de onda de excitação de 570 nm 

e emissão de 600 nm. 

 

 
3.23 Ensaio de imunização 

 
Para a determinação da resposta humoral, em camundongos Swiss, com 

quatro grupos contendo cinco animais cada um foram submetidos à imunização por via 

subcutânea. Os grupos foram divididos da seguinte maneira; o primeiro grupo (G1), que foi o 

grupo controle, recebeu PBS (100 µL); o segundo grupo (G2) recebeu apenas uma solução do 

peptídeo GD2202 com PBS (100 µg/mL); o terceiro grupo (G3) recebeu uma solução de 

peptídeo (100 µg) + adjuvante MontanideTM Gel 01 (10% da solução) + PBS; o quarto grupo 

(G4) recebeu a formulação do peptídeo encapsulado em lipossomas (foi utilizado 1 mg de 

peptídeo GD2202 para a formulação de encapsulamento). 

A imunização foi feita em um esquema de duas doses (volume total = 

100 µL), sendo a primeira dose administrada no dia zero e a segunda no dia 14. Sete dias após 

a última imunização, os animais foram eutanasiados. 
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3.24 Obtenção do soro de camundongos 

 
Após a eutanásia a sangria de cada camundongo se deu por punção 

cardíaca com seringas e agulhas estéreis/descartáveis. O sangue foi acondicionado em 

microtubo estéril de 1,5 mL, mantido a TA para que a coagulação acontecesse e em seguida 

incubados em estufa a 37°C por 20 min. O coágulo foi separado e o restante centrifugado a 

1500 x g por 10 min, então, os soros foram colhidos e transferidos para novos microtubos 

estéreis e armazenados a -20°C até o momento do uso para a quantificação de anticorpos IgG e 

subclasses. 

 

3.25 Resposta Humoral 

 
Placas de 96 poços Nunc MaxiSorpTM foram sensibilizadas com os 

peptídeos (GD2102 e GD2202) à concentração de 10 µg/mL-1 em tampão carbonato (0,1 mol.L-

1, pH 9,5) por 16 h a 4ºC. A seguir, lavada três vezes com solução PBST (0,2% de Tween® 20), 

bloqueada com solução PBST 3% m/v BSA sob agitação (20 rpm) durante uma hora a TA. Os 

anticorpos primários obtidos dos camundongos imunizados foram diluídos em solução PBST 

1,5% m/v BSA na razão de 1:100 e incubados por 2 h em estufa a 37°C. As placas então foram 

novamente lavadas com PBST três vezes para proceder a incubação dos anticorpo secundário 

anti-mouse IgG produzidos em cabra, conjugado com Peroxidase (Sigma) por uma hora em 

estufa a 37°C e, em seguida, revelado com solução reagente A e B (BD OptEIATM) na 

proporção de 1:1 por 30 min na ausência de luz, a reação foi parada utilizando H2SO4 e seguido 

de leitura da absorbância a 450 nm em leitor de microplacas multimodal de absorbância 

Infinite® M200 PRO (Tecan). 

 

3.25    Análise estatística 

 

Para realização da análise estatística foi utilizado o programa GraphPad 

Prism 8. A análise de variância (ANOVA) foi realizada e a prova de Tukey para comparar as 

diferenças estatísticas entre os diferentes grupos experimentais. Foram considerados 

significativos os valores com p<0,05. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

4.1 Obtenção da proteína Lc24 para estudos de imunogenicidade 

 

Estudada anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa, a proteína 

recombinante Lc24 truncada (624 pb) mostrou um grande potencial antigênico. Isabel (2010), 

embora tenha obtido resultados promissores em ensaios de immunobloting, a proteína 

recombinante expressa no vetor pET-42a apresentou baixa solubilidade. Portanto, outras vias 

para expressão da proteína Lc24 mais solúvel utilizando outros vetores foi investigado nesta 

etapa do trabalho para posterior análise do potencial antigênico/imunogênico da proteína. 

 

4.2 Clonagem do gene Lc24 de L. infantum em vetor pMAL_p5X 

 
Nesta etapa do trabalho para que houvesse a clonagem da ORF Lc24,  o 

DNA genômico (gDNA) de L. infantum foi extraído e quantificado. Analisando a integridade 

da amostra em gel de agarose (Figura 2), foi possível perceber que o processo de extração 

ocorreu com sucesso e, de acordo com a quantidade de amostra colocada dentro do poço, foi 

obtido uma quantidade relevante de gDNA. Esse material foi posteriormente guardado em local 

adequado até que fosse preciso usá-lo. 

 

Figura 2. DNA genômico obtido de L. infantum. Eletroforese de gel de agarose (1%) para avaliar a qualidade 

do gDNA obtido utilizando-se o Kit PureLink™. Mpb. Marcador de pares de bases 1kb Plus Ladder (Invitrogen). 

1. DNA genômico de L. infantum (10 μL). 

 

 

Fonte: Elaborado pelo Autor (2022). 
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4.3 Amplificação da sequência codificadora de Lc24 

 

A clonagem da sequência nucleotídica de Lc24 foi planejada pautando-

se em apenas dois sítios de restrição: NcoI na região upstream do gene, e EcoR V na região 

downstream do gene. Desta forma, os primers P.FwLc24_645pb e P.RvLc24_645pb foram 

desenhados (Quadro 3) para amplificação do fragmento de 624pb a partir do DNA genômico 

de L. infantum (Figura 3), posteriormente ligados ao vetor pMAL-p5x linearizado com as 

mesmas enzimas de restrição. 

 
Figura 3. Amplificação da ORF Lc24. Eletroforese do produto de amplificação da ORF Lc24 (624 pb) em gel 

de agarose 1% corado com brometo de etídio com os primers P.FwLc24_645pb e P.RvLc24_645pb, tendo como 

molde o gDNA de L. infantum. Mpb (marcador de pares de base 1 kb Plus Ladder (Invitrogen) e 1, 2, 3 e 4, produto 

de amplificação de quatro reações independentes. 

 

Fonte: Elaborado pelo Autor (2022). 

 

 

4.4 Ligação do inserto Lc24 no vetor de expressão pMAL_p5X 
 

Visando a expressão da proteína Lc24 com melhor solubilidade em E. 

coli, utilizou-se o vetor pMAL_p5X (Figura 4). Este vetor foi escolhido porque expressa a 

proteína ligante de maltose (MBP) que, quando fusionada à proteína de interesse, pode 

aumentar a solubilidade de diferentes proteínas e expressas em diferentes linhagens de E. coli, 

ajudando sua purificação. Desta forma, optou-se em fusionar MBP na região N-terminal da 

Lc24 e avaliar sua expressão em E. coli. O conjunto de MBP e uma cauda de histidina (His-

tag) ajuda no melhoramento dessa purificação. His-tag é uma sequência que não causa mudança 

de carga elétrica da proteína associada, não interfere na migração nem no dobramento correto 

da proteína, sendo assim, sua função biológica não é alterada após a purificação (CARSON et 

al., 2007).
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Figura 4. pMAL-p5X_Lc24-645pb contendo sítios de restrição NcoI, PstI e EcoRV. 

 

 

Fonte: Benchling (2022). 

 
 

O plasmídeo também foi digerido com as enzimas EcoRV e NcoI, assim 

como o produto da amplificação, seguido de ligação e transformação de E. coli. 

Colônias ampicilina resistentes foram selecionadas para avaliação do 

DNA plasmidial (pDNA) após digestão com a enzima PstI para confirmação do clone, gerando 

dois fragmentos de 6 Kpb e 0,5 Kpb correspondentes ao plasmídeo e inserto, respectivamente 

(Figura 5). 
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Figura 5 — Eletroforese em gel de agarose para avaliação do plasmídeo recombinante pMAL_p5X_Lc24-

645pb via kit Fast-n-Easy Plasmid Mini-Prep Kit (Cellco Biotecnologia®). Mpb. Marcador de peso molecular 1kb 

Plus Ladder (Invitrogen). 1 e 2. Digestão do pDNA de dois clones bacterianos ampicilina-resistentes com a enzima 

PstI (New England). 

 

 

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021). 

 

 
 

Após esta etapa, foi realizado sequenciamento para confirmação da fase 

aberta de leitura do fragmento Lc24. A figura 6 mostra o alinhamento entre as sequências obtida 

e Lc24. Apesar da boa qualidade obtida no alinhamento das sequências, a região downstream, 

onde está localizado o sítio de restrição da enzima NcoI, não foi efetuada, caso comum em 

sequências longas, o que acaba não deixando nenhuma dúvida sobre a relação de similaridade 

sobre a fase aberta de leitura. Importante ressaltar, também, que quando os desenhos dos 

primers utilizados foram feitos, a sua estrutura conformacional a partir dos primeiros 

nucleotídeos codificadores da proteína Lc24 resultam em primers com uma estrutura em 

formato de grampo, sendo assim, impossibilitando o procedimento de PCR. Portanto, foram 

adicionados mais 24 pb a ORF codificadora da Lc24.
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Figura 6. Alinhamento de sequências do pDNA, feito em equipamento ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer, 

após a clonagem do gene Lc24 de L. infantum. O pDNA foi extraído e submetido a PCR com primers 

P.Fw_pMAL-Thrombin-Lc06 e P.Rv_pMAL-Lc06 e o Kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied 

Biosystems). Neste alinhamento, estão destacadas as regiões: A. Região upstream do gene, destaque para o sítio 

de restrição EcoRV. B. Destaque para a região onde se localiza o sítio de restrição para PstI. 

 
  A        B 

 

 

Fonte: Elaborado pelo Autor (2022). 

 

   Após o alinhamento das sequências nucleotídicas, foi analisada também a 

fase aberta de leitura e seu resultado comparado com os dados já obtidos por Isabel (2010). A 

figura 7 mostra, em detalhes, a fase aberta de leitura utilizada para codificar a proteína Lc24 e 

então ser comparada com o alinhamento feito. 

 
Figura 7. Fase aberta de leitura das bases nucleotídicas que codificam a proteína Lc24. Nucleotídeos 

adicionados. Sequência contendo 24 pb adicionais provenientes da proteína de resistência a múltiplas drogas da 

qual a ORF Lc24 foi encontrada como um fragmento com boa atividade antigênica. Lc24. fase aberta de leitura 

encontrada anteriormente por Isabel (2010) que codifica a proteína Lc24. 

 

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).
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4.5 Indução da expressão da proteína Lc24 em E. coli. 

Para a expressão do plasmídeo pMAL-p5X_LC24-645pb,  as linhagens 

de E. coli Rosetta e BL21 Codon Plus foram transformadas. Para isso, após confirmação do 

sequenciamento, o clone 1 obtido foi selecionado para que o processo de indução da proteína 

fosse feito. O resultado da indução por IPTG, de 18 h, pode ser avaliado na Figuras 8.a referente 

a indução em linhagem de E. coli Rosetta e 8.b referente a indução em linhagem de BL21 Codon 

Plus por eletroforese em gel SDS-PAGE. 

 
Figura 8 - Análise da indução da expressão de Lc24 (70kDa ) em duas diferentes linhagens de E. coli. 

Eletroforese em gel SDS-PAGE após extração das proteínas induzidas em Rosetta (A) e Codon plus (B) a 37°C 

por 18 h. Em (A): 1. Padrão de peso molecular BlueEye Prestained Protein Marker (10-245 kDa); 2. fração 

insolúvel induzida; 3. Fração solúvel não induzida; 4. Fração solúvel induzida; 5. Fração insolúvel induzida; 6. 

Fração solúvel não induzida; 7. Fração solúvel induzida. Em (B): 1. Padrão BlueEye Prestained Protein Marker 

(10-245 kDa); 2. Fração insolúvel induzida; 3. Fração solúvel não induzida; 4. Fração solúvel induzida; 5. Fração 

insolúvel induzida; 6. Fração solúvel não induzida; 7. Fração solúvel induzida. 

A. 

 

B. 

 

Fonte: Elaborado pelo Autor (2022). 

 

 

 
Pode-se observar que não há bandas indicativas da proteína truncada 
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esperada MBP::Lc24, de massa igual a 70 kDa, após indução com IPTG na região entre 63 e 

75 kDa indicada pelo padrão de peso molecular. De acordo com o manual pMAL Protein Fusion 

& Purification System, é possível que a expressão neste vetor tenha sido baixa já que esta ocorre 

preferencialmente no periplasma, o que pode corresponder a 1-20% das proteínas totais 

expressas, o que pode estar comprometendo a visualização da banda de interesse no gel SDS-

PAGE. Para a confirmação desta não expressão, foram feitos experimentos de Western Blot  

mas devido a complicações em relação aos reagentes, onde nem a molécula usada como 

controle positivo, a CPB que é uma protease homóloga à catepsina B e é uma enzima que são 

predominantemente expressar por formas amastigotas de Leishmania (OLIVEIRA, 2010), 

conseguiu ser revelada após a adição da solução de revelação 1-Step Ultra TMB-Bloting (Bio 

Rad), como também a falta dessa solução de revelação já que o que foi utilizado era cedido 

gentilmente pelo laboratório de Departamento de Bioprocessos e Biotecnologia (DBB) da 

Universidade Estadual Paulista "Júlio de Mesquita Filho”,  e levando em consideração o tempo 

em que esse trabalho deveria ser entregue, o experimento não pôde ser concretizado com êxito. 

Foi levado em consideração, após o estudo feito, a possibilidade de talvez 

a visualização da possível proteína expressada, através da indução, em gel SDS-PAGE ter sido 

prejudicada levando em consideração a porcentagem do gel (10%), deixando então 

supostamente a proteína em uma região superior do gel, onde a corrida começa, em um 

aglomerado de bandas. De acordo com o manual “A técnica de eletroforese: importância e 

aplicações em análises genéticas” (EMBRAPA, 2001), a variação da porcentagem de 

poliacrilamida acaba permitindo a alteração do tamanho dos poros do gel, portanto, um gel feito 

com uma porcentagem menor resultaria em poros ligeiramente maiores onde a proteína em 

estudo teria mais facilidade em passar e então ficando mais visível. O gel feito anteriormente 

tinha uma porcentagem de 10%, os reagentes utilizados para a confecção deste gel foram todos 

previamente calculados em servidor Chang Bioscience – Trys-glycine SDS-Polyacrylamide Gel 

(SDS-PAGE Calculator). Esses géis têm valores de porcentagens tabeladas, e um valor menor 

que o utilizado previamente é de 7,5%, que nos proporciona a separação de proteínas de 

tamanhos que variam entre 20-120 kDa. Esse gel foi produzido e o produto da indução da 

expressão da proteína Lc24 foi novamente avaliada como mostram as figuras 9.a e 9.b, e visto 

que, novamente, não foi possível visualizar bandas na região de 70 kDa referente a proteína. 
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Figura 9 — Análise da indução da expressão de Lc24 (70kDa ) em duas diferentes linhagens de E. Coli em gel 

SDS-PAGE (7,5%). Eletroforese em gel SDS-PAGE após extração das proteínas induzidas em Rosetta (A) e Codon 

plus (B) a 37°C por 18 h. Em (A): 1. Padrão de peso molecular BlueEye Prestained Protein Marker (10-245 kDa); 

2. fração insolúvel induzida; 3. Fração solúvel não induzida; 4. Fração solúvel induzida; 5. Fração insolúvel 

induzida; 6. Fração solúvel não induzida; 7. Fração solúvel induzida. Em (B): 1. Padrão BlueEye Prestained Protein 

Marker (10-245 kDa); 2. Fração insolúvel induzida; 3. Fração solúvel não induzida; 4. Fração solúvel induzida; 5. 

Fração insolúvel induzida; 6. Fração solúvel não induzida; 7. Fração solúvel induzida. 

 
A. 

 

B. 

 

Fonte: Elaborado pelo Autor (2022). 

 

 

4.6 Predição de epítopos 

 

Devido às dificuldades experimentais durante o processo de expressão da 

proteína Lc24, optou-se por utilizar a síntese química de peptídeos como uma estratégia 

alternativa. Este processo, embora apresente limitação quanto ao  tamanho dos peptídeos que 

podem ser produzidos, possibilita a não dependência microbiana para expressão protéica, 

possibilitando, inclusive, a remoção de possíveis contaminações biológicas presentes na 

formulação vacinal (SKWARCZYNSKI; TOTH, 2016). O uso de epítopos antigênicos 

mínimos que podem desencadear as respostas imunes desejadas vem sendo explorada no 
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desenvolvimento de vacinas seguras e à base de peptídeos sintéticos (Skwarczynski and Toth, 

2016,). Para identificação das sequências mínimas para síntese, a estratégia de predição de 

epítopos com capacidade antigênica vem sendo utilizada em vários estudos de desenvolvimento 

de vacinas para diferentes tipos de doenças (OLIVA et al., 2014; BORJA-CABRERA et al., 

2002; LAURINDO, 2021; MARTINS et al 2015; DAKAPPAGARI et al., 2003; 

HAJIGHAHRAMANI et al., 2017; NYARI et al., 2018). Além de leishmanioses, esta estratégia 

vem sendo aplicada em desenvolvimento de vacinas contra tumores (DAKAPPAGARI et al., 

2003; HAJIGHAHRAMANI et al., 2017) e também no controle da clamidiose (NYARI et al., 

2018). 

Importante ter o conhecimento de que Leishmania são parasitas 

intracelulares obrigatórios, infectando células do sistema fagocítico mononuclear, tendo os 

macrófagos como seu principal alvo. Quando fagocitados, esse parasita consegue modificar a 

resposta da célula, mudando assim, também, a sua resposta imunológica de Th1 para Th2, o 

que acaba favorecendo o estabelecimento da infecção e a progressão da doença (GREGORY; 

OLIVIER, 2005; ROSSI; FASEL, 2018). Desta forma, em uma tentativa de reverter a infecção 

é necessário que ocorra a ativação do macrófago e uma polarização da resposta do tipo Th1, o 

que é possível com a produção de IFN-γ (MANTOVANI; SICA; SOZZANI; ALLAVENA et 

al., 2004). As células B tem uma capacidade interessante de conseguir atuar tanto como uma 

célula apresentadora de antígeno como também ser capaz de polarizar uma resposta Th1, sendo 

assim, as células B tornam-se  alvos interessantes para a produção de uma vacina para o controle 

das leishmanioses. 

Vários estudos realizados em modelos murinos, como as linhagens 

BALB/c e Swiss, infectados por Leishmania, têm demonstrado o importante papel da resposta 

imune humoral e celular na defesa contra Leishmania (REIS et al., 2006; CORRÊA, 2011; 

NATALE et al., 2016). Assim, a selecção de sequências peptídicas imunogênicas na proteína 

Lc24, baseou-se na presença de epitopos de células B, epítopos de células TCD8+ e células T 

CD4+, esta última, produtoras de IFN-γ. Adicionalmente essas sequências deveriam ser não 

tóxicas, não alergênicas e sem similaridades com proteínas de cães.  Para alcançar esses 

objetivos, foram utilizados vários algoritmos in silico de livre acesso e usados comumente no 

desenho de vacinas peptídicas (AGALLOU et al., 2014; AGALLOU et al., 2011; COSTA et 

al., 2014; MARTINS et al., 2015).  O nosso primeiro passo foi identificar epítopos de células 

B na sequência Lc24, pois como dito anteriormente, as células B fazem reconhecimento de  

antígenos, levando à produção de células de memória antígeno-específico e diferenciação em 

plasmócitos que são células responsáveis pela produção e secreção de anticorpos (MINGES-

WOLS, 2005; FONTES, 2019). 
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Neste trabalho, utilizou-se dois algoritmos de predição de epitopos 

lineares de células B: o BepiPred 2.0 e o ABCpred, onde foram identificados seis epítopos para 

células B (Quadro 4) e 18 epítopos para células B, respectivamente(Quadro 5), classificados em 

ordem decrescente quanto à probabilidade de serem verdadeiramente epítopos lineares de 

células B. 

 

Quadro 4. Epítopos lineares de células B da proteína Lc24 de L. infantum predito por BepiPred 2.0. 

Bepipred 2.0 

Número Peptídeo Comprimento Início Fim 

1 STSYAGRDVRDSDDADHSTGNDAIDSMSQGKPRGSPH 37 5 41 

2 HKPGGDAGRRGGAQKT 16 46 62 

3 
EATGAAAIGQSNQLRPTVSWDLCSKDEDRHRAAATSDG

PGL 
41 74 114 

4 WFAGSPPVAPEHTLSQRKNLSH 22 117 138 

5 AASPLY 6 151 156 

6 MLTG 4 184 187 
Fonte: Elaborato pelo autor (2022) 

 

Quadro 5. Epítopos lineares de células B da proteína Lc24 de L. infantum predito por ABCpred. 

ABCPred 

Rank Peptídeo Pontuação Início 

1 KPGGDAGRRGGAQKTV 0,92 48 

1 HSTGNAIDSMSQGKP 0,92 21 

2 DSMSQGKPRGSPHTCI 0,9 29 

3 DLCSKDEDRHRAATS 0,89 94 

4 GQSNQLRPTVSWDLCS 0,86 82 

4 RSTSYAGRDVRDSDDA 0,86 4 

5 HRAAATSDGPGLLRWF 0,84 103 

6 GRDVRDSDDADHSTGN 0,83 10 

7 TCILSHKPGGDAGRRG 0,82 42 

8 IDAWASPLYSSPLAL 0,81 147 

9 PVAPEHTLSQRKNLSH 0,8 123 

10 VTDGMLTGHFSALRLC 0,77 180 

11 LLRWFAGSPPVAPEHT 0,76 114 

12 STREATGAAIGQSN 0,75 70 

13 HGLVALSQIIDAWAAS 0,74 138 

14 TLSQRKNLSHGLVALS 0,68 129 

15 GGAQKTVVSATAVSTL 0,66 57 

16 SPLALLYHLYGVAC 0,58 158 

17 TGHFSALRLCIALAEL 0,54 186 

18 ACVILLLTVTDGMTG 0,53 172 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 
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Adotou-se o critério de seleção de sequências sobrepostas ou compartilhadas entre os 

servidores Bepipred e ABCpred, ou seja, priorizou-se aquelas sequências que aparecem nos dois 

servidores simultaneamente e que estariam compartilhando uma parte ou toda a sequência de 

resíduos de aminoácidos, como potenciais epítopos lineares de células B (Quadro 6).  Este estilo 

de filtragem de epítopos de células B já rendeu resultados satisfatórios em estudos de 

imunogenicidade de candidatos vacinais peptídicos, como aquele descrito por Vahedi et al. 

(2022), que utilizou os servidores ABCpred e BepiPred 2.0 como filtros iniciais. 
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Quadro 6. Epítopos lineares  de células B preditos pelos programas  BepiPred 2.0 e ABCpred com destaque 

para as regiões sobrepostas. Apenas os epítopos que apresentam sobreposição maior ou igual a 50% contendo de 

10-20 resíduos de aminoácidos foram selecionados e identificados em negrito. 

Servidor Epítopo 

    

BepiPred-2.0 GTTRSTSYAGRDVRDSDDADHSTGNDAIDSMSQGKPRGSPHTCILS 

ABCPred 

GTTRSTSYAGRDVRDSDDADHSTGNDAIDSMSQGKPRGSPHTCILS 

GTTRSTSYAGRDVRDSDDADHSTGNDAIDSMSQGKPRGSPHTCILS 

GTTRSTSYAGRDVRDSDDADHSTGNDAIDSMSQGKPRGSPHTCILS 

GTTRSTSYAGRDVRDSDDADHSTGNDAIDSMSQGKPRGSPHTCILS 

  

BepiPred-2.0 TCILSHKPGGDAGRRGGAQKTVVSATAVSTLR 

=ABCPred 

TCILSHKPGGDAGRRGGAQKTVVSATAVSTLR 

TCILSHKPGGDAGRRGGAQKTVVSATAVSTLR 

TCILSHKPGGDAGRRGGAQKTVVSATAVSTLR 

  

BepiPred-2.0 STLREATGAAAIGQSNQLRPTVSWDLCSKDEDRHRAAATSDGPGLLRWFAGSPPVAPEHT 

ABCPred 

STLREATGAAAIGQSNQLRPTVSWDLCSKDEDRHRAAATSDGPGLLRWFAGSPPVAPEHT 

STLREATGAAAIGQSNQLRPTVSWDLCSKDEDRHRAAATSDGPGLLRWFAGSPPVAPEHT 

STLREATGAAAIGQSNQLRPTVSWDLCSKDEDRHRAAATSDGPGLLRWFAGSPPVAPEHT 

STLREATGAAAIGQSNQLRPTVSWDLCSKDEDRHRAAATSDGPGLLRWFAGSPPVAPEHT 

STLREATGAAAIGQSNQLRPTVSWDLCSKDEDRHRAAATSDGPGLLRWFAGSPPVAPEHT 

  

BepiPred-2.0 LLRWFAGSPPVAPEHTLSQRKNLSHGLVALSQIIDAWAASPLYSSPLAL 

ABCPred 

LLRWFAGSPPVAPEHTLSQRKNLSHGLVALSQIIDAWAASPLYSSPLAL 

LLRWFAGSPPVAPEHTLSQRKNLSHGLVALSQIIDAWAASPLYSSPLAL 

LLRWFAGSPPVAPEHTLSQRKNLSHGLVALSQIIDAWAASPLYSSPLAL 

LLRWFAGSPPVAPEHTLSQRKNLSHGLVALSQIIDAWAASPLYSSPLAL 

  

BepiPred-2.0 TLSQRKNLSHGLVALSQIIDAWAASPLYSSPLALALLYHLYGVAC 

ABCPred 
TLSQRKNLSHGLVALSQIIDAWAASPLYSSPLALALLYHLYGVAC 

TLSQRKNLSHGLVALSQIIDAWAASPLYSSPLALALLYHLYGVAC 

  

BepiPred-2.0 SPLALALLYHLYGVACVILLLTVTDGMLTGHFSALRLCIALAEL 

ABCPred 

SPLALALLYHLYGVACVILLLTVTDGMLTGHFSALRLCIALAEL 

SPLALALLYHLYGVACVILLLTVTDGMLTGHFSALRLCIALAEL 

SPLALALLYHLYGVACVILLLTVTDGMLTGHFSALRLCIALAEL 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 

 

Das 20 sequências obtidas  pelo servidor ABCpred (Quadro 5),  17 foram 

priorizadas  de acordo com as sobreposições, tendo como corte o número mínimo de oito 

resíduos (Quadro 6). Quatro das sequências identificadas pelo servidor BepiPred, de 37  

(STSYAGRDVRDSDDADHSTGNDAIDSMSQGKPRGSPH), 41 aminoácidos 

(EATGAAAIGQSNQLRPTVSWDLCSKDEDRHRAAATSDGPG), cinco (AASPLY) e de 
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quatro aminoácidos (MLTG) não foram consideradas para síntese, devido ao tamanho. Apenas 

17 sequências sobrepostas entre os servidores ABCpred e Bepipred (Quadro 6) foram 

escolhidas, já que do ponto de vista imunológico, considerando que os peptídeos precisam ter 

um tamanho apropriado entre oito e 30 aminoácidos para se ajustarem à fenda de 

reconhecimento de células T (MHC-I reconhece epítopos com tamanho entre oito a 11 

aminoácidos e MHC-II , epítopos com tamanho entre 11 a 30 de aminoácidos) (SILVA, 2011; 

SILVA, 2021), as sequências supracitadas não foram consideradas para síntese. 

Resumidamente, temos que o sistema imunológico combate os agentes 

infecciosos através de fatores solúveis, como por exemplo os anticorpos  produzidos pelos 

linfócitos B; no entanto, é muito importante, também, considerar nesta abordagem de imuno 

informática para o desenvolvimento de uma vacina, a propriedade de que os peptídeos 

selecionados induzam outros mecanismos imunológicos como resposta imune expressa pelos 

linfócitos T (CD8+)  e T auxiliadores (CD4+), ativados por moléculas apresentadoras de 

antígenos MHC-I e MHC-II. Os linfócitos T CD8+, referentes a moléculas de MHC I, ligam-se 

a peptídeos de proteínas intracelulares após degradação pelo proteassoma e serve como 

mecanismo de controle para variações antigênicas, podendo contribuir para a indução da lise 

de células infectadas, com a produção de células natural killer (NK), facilitando a eliminação 

do agente invasor. Já as células T CD4+, referentes a moléculas de MHC de classe II, ligam-se 

a peptídeos gerados pela digestão de proteínas extracelulares e, também, ajudam outras células 

envolvidas na resposta imunitária, fagocitose, citotoxicidade e produção de anticorpos, como 

as de linfócitos B, contribuindo então para a estimulação e especialização funcional dessas 

células. Com isso, ambos os sistemas MHC podem exercer controle sobre organismos estranhos 

por meio da apresentação de proteínas não próprias às células T (Dieffenbach and Fauci, 2020; 

REYNISSON; ÁLVAREZ; PAULO; PETERS; NIELSEN, 2020). Portanto, é de suma 

importância que o epítopo escolhido tenha, como uma forma de melhoramento na 

potencialização dessa resposta imune, um reconhecimento por células do tipo MHC de classe I 

e II para que então sejam apresentadas para os linfócitos T. 

Para que fosse estudado, então, se os epítopos escolhidos possuíam 

capacidade de serem reconhecidos pelas células MHC-I e MHC-II, as sequências de resíduos 

de aminoácidos foram submetidas ao servidor de reconhecimento de células T, o EpiDOCK 

Server. Esse servidor prevê a ligação de 23 alelos humanos MHC classe II mais frequentes, 12 

alelos HLA DR, seis de HLA-DQ e cinco alelos HLA DP. O MHC classe II apresenta os 

peptídeos derivados de proteínas extracelulares endocitadas e é codificado por três loci, HLA 

DR, HLA DQ e HLA DP. A fenda de ligação das proteínas do MHC Classe II são abertas e 

permitem a ligação de peptídeos mais longos (UNNI et al., 2019). Esses alelos cobrem mais de 
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95% da população humana (ATANASOVA et al., 2013). O EpiDOCK converte a sequência de 

entrada em uma coleção de sequências em tandem e sobrepostas (nonamer), a partir de um 

núcleo peptídico de nove resíduos contíguos. Cada nonamer é avaliado por uma matriz 

quantitativa baseada em pontuação de encaixe (DS-QM) derivada para a proteína HLA classe 

II selecionada e atribuída uma pontuação. É dado um limiar para a ligação a cada proteína HLA. 

Peptídeos com pontuações maiores ou iguais ao limite dado são previstos como ligantes, caso 

contrário, não são ligantes (ATANASOVA, 2013). Os resultados obtidos pelo servidor 

EpiDOCK, aqui apresentados em Anexo nos Quadros 12-28, mostraram que os peptídeos 

escolhidos obtiveram resultados positivos em alelos de HLA deixando claro que estes peptídeos 

em estudo têm características de ser ligante de células B e T, já que a suas pontuações foram 

maiores ou iguais que as especificadas pelo próprio servidor referente a cada alelo de HLA 

analisada. 

Para a verificação de reconhecimento de moléculas de MHC de classe I, 

o servidor NetMHCpan 4.1 foi utilizado (Quadro 7). Este servidor classifica os ligantes dessas 

moléculas como ligantes fortes (SB – Strong Binder) e ligantes fracos (WB- Weak Binder). O 

NetMHCpan 4.0 é um método que explora estratégias personalizadas de aprendizado de 

máquina para integrar diferentes tipos de dados de treinamento, resultando em desempenho de 

última geração e superando seus concorrentes. O conjunto de dados combinados usado para 

treinamento de NetMHCpan 4.1 consiste em 13.245.212 de peptídeos  cobrindo 250 moléculas 

MHC classe I distintas, e o conjunto de dados combinado usado para treinamento de 

NetMHCIIpan 4.0 (REYNISSON; ÁLVAREZ; PAULO; PETERS; NIELSEN, 2020). 
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Quadro 7. Análise de epítopos sobrepostos selecionados anteriormente em relação ao reconhecimento de 

moléculas MHC I utilizando o servidor NetMHCpan 4.1. Peptídeos. Peptídeos sobrepostos. Reconhecimento. 

Epítopos selecionados como positivos (+) caso tenham algum reconhecimento da moléculas de MHC I ou negativos 

(-) caso não tenham reconhecimento. Classificação. concedida como WB (ligante fraco) e SB (ligante forte). 

Alelo(s). Alelos reconhecidos pelos peptídeos caso o reconhecimento seja positivo. 

Peptídeos NetMHCpan Classificação Alelo (s) 

HSTGNDAIDSMSQGKP + WB H2-Db 

DSMSQGKPRGSPHTCI - - - 

RSTSYAGRDVRDSDDA - - - 

GRDVRDSDDADHSTGN - - - 

HKPGGDAGRRGGAQKT - - - 

KPGGDAGRRGGAQKTV - - - 

TCILSHKPGGDAGRRG - - - 

GGAQKTVVSATAVSTL + 

WB                 
WB                 
WB                 
SB                 
WB 

H1-Kb           
H2-Kd           
H2-Db           
H2-Dd           
H2-Ld 

DLCSKDEDRHRAAATS - - - 

GQSNQLRPTVSWDLCS + 
WB                 
WB 

H2-Dd           
H2-Ld 

HRAAATSDGPGLLRWF + SB H2-Dd 

STLREATGAAAIGQSN + SB H2-Dd 

LLRWFAGSPPVAPEHT + SB H1-Kd 

PVAPEHTLSQRKNLSH - - - 

IDAWAASPLYSSPLAL + 
SB                 
SB                 
SB 

H2-Kb           
H2-Db           
H2-Dd 

VTDGMLTGHFSALRLC  + 
WB                 
WB 

H2-Kb           
H2-Dd 

CVILLLTVTDGMLTG - - - 
Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 

 

Além da seleção de peptídeos nos servidores especializados supracitados, 

é de suma importância em um estudo de predição, considerar outras características, como 

descrito a seguir. Para que ocorra eficiente conectividade entre os diferentes tipos celulares que 

compõem o sistema imunológico, são produzidas citocinas que modulam a resposta imune pela 

estimulação de receptores presentes na superfície das células, como a indução de produção de 

moléculas como IFNγ e de citocinas como IL-4 e IL-10. As citocinas podem ser produzidas por 

células T CD4+ e, de acordo com o padrão de citocinas secretadas, estas células T CD4+ podem 

ser classificadas em duas sub-populações denominadas Th1 e Th2. A primeira sub-população 

produz IL-2 e IFN-γ, responsáveis pelo direcionamento da resposta imunológica mediada por 
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células. Já a subpopulação Th2 produz IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, que ativam a resposta imune 

humoral, de tal maneira que a síntese defeituosa de citocinas pode contribuir para o surgimento 

e manutenção da hipogamaglobulinemia (ERRANTE e CONDINO-NETO, 2008). Portanto, 

procurando uma indução da produção de IFN-γ referente a resposta Th1 o servidor IFNEpitope 

foi utilizado. A citocina IFN-γ potencializa a atividade dos macrófagos, produzindo mais 

espécies reativas de oxigênio, óxido nítrico e outras moléculas que contribuem com a morte do 

patógeno fagocitados pelos macrófagos (CONCEIÇÃO-SILVA e ALVES, 2014). Levando em 

consideração o que foi dito anteriormente, é possível que as sequências sobrepostas preditas 

(Quadro 6) contenham motivos de IFN-γ, o que podem ativar linfócitos T CD4+ que são 

indutoras dessa citocina e consequentemente acaba contribuindo na defesa imune contra a 

Leishmania. Os resultados obtidos no IFNEpitope estão demonstrados no Quadro 8. 

 

Quadro 8. Análise de indução na produção da citocina IFN-γ. Classificados como positivos (+) os peptídeos que 

induzem as moléculas, e classificados como negativos (-) os que não induzem. 

Peptídeo IFN-γ 

HSTGNDAIDSMSQGKP - 

DSMSQGKPRGSPHTCI - 

RSTSYAGRDVRDSDDA + 

GRDVRDSDDADHSTGN + 

HKPGGDAGRRGGAQKT + 

KPGGDAGRRGGAQKTV + 

TCILSHKPGGDAGRRG + 

GGAQKTVVSATAVSTL - 

DLCSKDEDRHRAAATS + 

GQSNQLRPTVSWDLCS + 

HRAAATSDGPGLLRWF - 

STLREATGAAAIGQSN - 

LLRWFAGSPPVAPEHT - 

PVAPEHTLSQRKNLSH + 

IDAWAASPLYSSPLAL + 

VTDGMLTGHFSALRLC + 

CVILLLTVTDGMLTG - 
Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 

 

A toxicidade, ou alergenicidade e a similaridade com sequências caninas, 

são outros parâmetros importantes de seleção para a aplicação vacinal pretendida (Quadro 10). 

O servidor ToxinPred foi utilizado, então, para que fosse visto se o peptídeo escolhido 

apresentaria algum tipo de toxicidade em um eventual ensaio de imunização. Como resultado, 

o servidor mostrou que o peptídeo não é tóxico. Utilizando o servidor AllerTOP v. 2.0 foi visto 

que a probabilidade deste peptídeo ser alergênico é nula. O servidor PIR (Protein Information 

Resource) foi utilizado para verificar, por método de homologia cruzada, se a sequência de 
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resíduos de aminoácidos do peptídeo já estaria em alguma sequência presente em cães, caso a 

resposta fosse positiva, o peptídeo escolhido não teria utilidade pois já seria algo de 

conhecimento do sistema imunológico desses animais, ou seja, não seria um antígeno. O 

servidor mostrou uma resposta negativa, confirmando então que a sequência poderia ser 

utilizada como um imunizante.  

 

Quadro 10. Propriedades de probabilidade de antigenicidade, toxicidade, alergenicidade e similaridade com 

genoma canino dos peptídeos sobrepostos previamente descritos (Quadro 6) da proteína Lc24 preditos 

anteriormente. Resultados positivos apresentados em verde e resultados negativos apresentados em vermelho. 

Peptídeo Vaxijen 2.0 ToxiPred AllerTOP v 2.0 PIR 

HSTGNDAIDSMSQGKP Não antígeno Não tóxico Alergênico Sem similaridade  

DSMSQGKPRGSPHTCI Antígeno Não tóxico Alergênico Sem similaridade  

RSTSYAGRDVRDSDDA Antígeno Não tóxico Alergênico Sem similaridade  

GRDVRDSDDADHSTGN Antígeno Não tóxico Alergênico Sem similaridade  

HKPGGDAGRRGGAQKT Antígeno Não tóxico Não Alergênico Sem similaridade  

KPGGDAGRRGGAQKTV Antígeno Não tóxico Alergênico Sem similaridade  

TCILSHKPGGDAGRRG Antígeno Não tóxico Não Alergênico Sem similaridade  

GGAQKTVVSATAVSTL Não antígeno Não tóxico Alergênico Sem similaridade  

DLCSKDEDRHRAAATS Antígeno Não tóxico Alergênico Sem similaridade  

GQSNQLRPTVSWDLCS Não antígeno Não tóxico Não Alergênico Sem similaridade  

HRAAATSDGPGLLRWF Não antígeno Não tóxico Alergênico Sem similaridade  

STLREATGAAAIGQSN Não antígeno Não tóxico Alergênico Sem similaridade  

LLRWFAGSPPVAPEHT Não antígeno Não tóxico Alergênico Sem similaridade  

PVAPEHTLSQRKNLSH Não antígeno Não tóxico Alergênico Sem similaridade  

IDAWAASPLYSSPLAL Antígeno Não tóxico Alergênico Sem similaridade  

VTDGMLTGHFSALRLC Antígeno Não tóxico Alergênico Sem similaridade  

CVILLLTVTDGMLTG Antígeno Não tóxico Alergênico Sem similaridade  
Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 

 

As características físico-químicas do peptídeo escolhido foram avaliadas 

em servidor Peptide Property Calculator (Innovagen) e no servidor Expasy, onde foi visto que 

este peptídeo apresentava uma boa solubilidade em água, facilitando então a sua síntese química 

e posteriormente no manuseio experimental deste peptídeo. Mostrando também seu peso 

molecular, seu ponto isoelétrico (PI), muito importante para a determinação da carga do 

lipossoma a ser utilizado, o tempo de meia vida para identificarmos a durabilidade desses 

peptídeos fronte a moléculas que promovem a sua lise e a estabilidade. Todos esses resultados 

foram analisados e podem ser observados no Quadro 9. 
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Quadro 9. Resultados referentes às características físico-químicas dos peptídeos preditos e sobrepostos 

analisados em servidor Expasy (Peso molecular, Ponto isoelétrico, Meia-vida (Hr) e Estabilidade) e em 

servidor Peptide Property Calculator (Innovagen) (Solubilidade). Os resultados de Estabilidade e Solubilidade 

foram apresentados da seguinte maneira: resultados positivos (estável para Estabilidade e solúvel para Solubilidade) 

foram apresentados em verde; resultados negativos (instável para Estabilidade e insolúvel para Solubilidade) foram 

apresentados em vermelho. 

Peptídeo 
Peso 

molecular 
Ponto 

Isoelétrico 
Meia-vida (h) Estabilidade Solubilidade 

HSTGNDAIDSMSQGKP 1644,73 5,21 3,5 instável Solúvel 

DSMSQGKPRGSPHTCI 1700,9 8,23 1,1 instável Solúvel 

RSTSYAGRDVRDSDDA 1770,79 4,58 1 instável Solúvel 

GRDVRDSDDADHSTGN 1716,65 4,28 30 estável Solúvel 

HKPGGDAGRRGGAQKT 1592,74 11 3,5 instável Solúvel 

KPGGDAGRRGGAQKTV 1554,73 11 1,3 instável Solúvel 

TCILSHKPGGDAGRRG 1624,84 9,5 7,2 instável Solúvel 

GGAQKTVVSATAVSTL 1489,69 8,75 30 estável Insolúvel 

DLCSKDEDRHRAAATS 1774,88 5,43 1,1 estável Solúvel 

GQSNQLRPTVSWDLCS 1790,97 5,83 30 instável Insolúvel 

HRAAATSDGPGLLRWF 1754,97 961 3,5 instável Insolúvel 

STLREATGAAAIGQSN 1546,66 5,72 1,9 estável Solúvel 

LLRWFAGSPPVAPEHT 1778,04 6,75 5,5 instável Insolúvel 

PVAPEHTLSQRKNLSH 1814,03 9,18 20 instável Solúvel 

IDAWAASPLYSSPLAL 1674,91 3,8 20 instável Insolúvel 

VTDGMLTGHFSALRLC 1721,02 6,71 100 estável Insolúvel 

CVILLLTVTDGMLTG 1548,92 3,8 1,2 estável Insolúvel 
Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 

 

Após todas essas análises, foi elaborado um quadro resumindo todos os 

resultados obtidos em cada uma das etapas da predição destes epítopos para que então fosse 

selecionado o mais qualificado para a síntese química. O Quadro 11 nos mostra esses resultados.
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Quadro 11. Resumo de resultados obtidos em servidores EpiDOCK para epítopos ligantes de MHC de classe II; NetMHCpan para epítopos ligantes de MHC de classe I; IFNEpitope 

para reconhecimento de epítopos estimuladores da citocina IFN-γ; Vaxijen 2.0 para avaliar se os peptídeos preditos têm a capacidade de ser um antígeno ou não; ToxinPred para avaliar 

o grau de toxicidade dos peptídeos previamente preditos; AllerTOP 2.0 onde é avaliado a alergenicidade dos peptídeos preditos; PIR (Protein Information Resource) para avaliar se 

por homologia cruzada os peptídeos escolhidos tem alguma homologia com o genoma de cães; Estabilidade e Solubilidade avaliada em servidores Pepcalc (Peptide Property Calculator) 

e Expasy. 

Peptídeos sobrepostos EpiDOCKa  NetMHCpanb IFN-γc Vaxijen 2.0d ToxiPrede AllerTOP 2.0f PIRg Estabilidadeh Solubilidadei 
HSTGNDAIDSMSQGKP + + - Não antígeno Não tóxico Alergênico + instável Solúvel 
DSMSQGKPRGSPHTCI + - - Antígeno Não tóxico Alergênico + instável Solúvel 
RSTSYAGRDVRDSDDA + - + Antígeno Não tóxico Alergênico + instável Solúvel 
GRDVRDSDDADHSTGN + - + Antígeno Não tóxico Alergênico + estável Solúvel 

HKPGGDAGRRGGAQKT + - + Antígeno Não tóxico Não Alergênico + instável Solúvel 
KPGGDAGRRGGAQKTV + - + Antígeno Não tóxico Alergênico + instável Solúvel 
TCILSHKPGGDAGRRG + - + Antígeno Não tóxico Não Alergênico + instável Solúvel 
GGAQKTVVSATAVSTL + + - Não antígeno Não tóxico Alergênico + estável Insolúvel 
DLCSKDEDRHRAAATS + - + Antígeno Não tóxico Alergênico + estável Solúvel 
GQSNQLRPTVSWDLCS + + + Não antígeno Não tóxico Não Alergênico + instável Insolúvel 
HRAAATSDGPGLLRWF + + - Não antígeno Não tóxico Alergênico + instável Insolúvel 
STLREATGAAAIGQSN + + - Não antígeno Não tóxico Alergênico + estável Solúvel 
LLRWFAGSPPVAPEHT + + - Não antígeno Não tóxico Alergênico + instável Insolúvel 
PVAPEHTLSQRKNLSH + - + Não antígeno Não tóxico Alergênico + instável Solúvel 
IDAWAASPLYSSPLAL + + + Antígeno Não tóxico Alergênico + instável Insolúvel 

VTDGMLTGHFSALRLC + + + Antígeno Não tóxico Alergênico + estável Insolúvel 
CVILLLTVTDGMLTG + - - Antígeno Não tóxico Alergênico + estável Insolúvel 

a Critério de classificação: (+) para epítopos que reconhecem 1 ou mais alelos referentes a ligantes de MHC de classe II e (-) para epítopos que não reconhecem; b Critério de classificação: 

(+) para epítopos que reconhecem 1 ou mais alelos referentes a ligantes de MHC de classe I e (-) para epítopos que não reconhecem; c Critério de classificação: (+) para epítopos que 

induzem a expressão da citocina IFN-γ e (-) para epítopos que não reconhecem; d Critério de classificação: (Antígeno) para peptídeos com potencial para serem antígenos e (Não 

antígeno) para os sem potencial; e Critério de classificação: (Tóxico) para peptídeos com características de toxicidade e (Não tóxico) para os sem características; f Critério de classificação: 

(Não alergênico) para os peptídeos sem características de alergenicidade e (Alergênico) para os com características de alergenicidade; g Critério de classificação: (+) para peptídeos sem 

homologia com o genoma de cães e (-) para peptídeos com homologia; h Critério de classificação: (Estável) para peptídeos estáveis e (Instável) para peptídeos instáveis; i Critério de 

classificação: (Solúvel) para peptídeos com alta solubilidade em água e (Não solúvel) para peptídeos com baixa solubilidade em água. Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 
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Como pode ser observado no Quadro 11, nenhum dos peptídeos 

sobrepostos selecionados atenderam todos os critérios de análises. Isto posto, diminuiu-se a 

estringência da busca, priorizando o servidor Vaxijen 2.0, para que o candidato a epítopo 

apresente características de antigenicidade. Como nenhum dos peptídeos foram classificados 

como citotóxicos, no entanto, apenas os peptídeos HKPGGDAGRRGGAQKT e 

TCILSHKPGGDAGRRG foram selecionados por não serem potenciais alérgenos.  

Os peptídeos HKPGGDAGRRGGAQKT e TCILSHKPGGDAGRRG, 

de acordo com o Quadro 11, apresentam em comum todas as características em análise, 

reconhecem moléculas de MHC-II, mas não MHCI, tem a capacidade de promover uma 

resposta para induzir a produção de IFNγ, são prováveis antígenos de acordo com o servidor 

Vaxijen 2.0, não possuem características de toxicidade, não são alérgenos, não possuem 

similaridade com sequências caninas e possuem uma solubilidade desejada para posterior 

síntese. Para prosseguimento do estudo, e considerando a limitação de tempo inerente a um 

projeto de mestrado, foi escolhido o peptídeo HKPGGDAGRRGGAQKT, agora denominado 

GD2102, para síntese, escolha não impeditiva de futuros testes com o peptídeo 

TCILSHKPGGDAGRRG. 

 

4.7 Desenho e síntese do imunógeno peptídico 

 

Buscando potencializar ainda mais essa resposta imune, foi estudado 

maneiras de aprimorar a utilização deste peptídeo em uma vacina. O uso de adjuvantes 

sintéticos é uma abordagem  segura e considerado um avanço em relação aos métodos 

tradicionais de vacinação (NASCIMENTO et al., 2019). Portanto, baseado em estudos de 

peptídeos sintéticos com características de adjuvante, a ideia foi adicionar ao N-terminal da 

sequência de resíduos de aminoácidos do peptídeo GD2102, uma sequência adicional de sete  

resíduos referentes a um peptídeo adjuvante denominado RS09, que é um agonista sintético do 

receptor 4 do tipo Toll, e está envolvido na ativação da resposta imune inata adaptativa 

(MOYLE and TOTH, 2013; GRUPTA; REGAR et al., 2020;). Os receptores do tipo Toll estão 

envolvidos na ativação da imunidade inata e melhoram a apresentação de antígenos pelas APCs. 

Este peptídeo adjuvante mimetiza LPS, que se liga ao TLR4 e induz a localização nuclear do 

fator de transcrição NF-kB, resultando na transcrição de citocinas inflamatórias e secreção de 

quimiocinas. O envolvimento de RS09 (APPHALS) permite que epítopos que reconheçam os 

linfócitos citotóxicos T CD8+  (CTL) sejam co-estimulados, resultando em uma ativação imune 

mais robusta. O RS09 se mostrou um peptídeo com capacidade de ser adjuvante excelente e foi 

utilizado em vários estudos anteriores (JOSHI et al., 2021. REHMAN et al., 2021.  KIM et al., 
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2020). Após a escolha do peptídeo adjuvante, a junção desses dois fragmentos foi separada por 

dois espaçadores, no caso a Arginina. 

A sequência do peptídeo adicionada de RS09 

(APPHALSRRHKPGGDAGRRGGAQKT), foi submetida às mesmas análises 

computacionais supracitadas para verificar se não houve nenhuma modificação em questões de 

toxicidade, alergenicidade, etc. e potencial antigênica do peptídeo, o que nos proporcionou 

resultados igualmente positivos. Posteriormente, utilizando um novo servidor, o Expasy, foi 

visto que o tempo de meia vida deste peptídeo era de aproximadamente 4 h. Para melhorar a 

meia vida deste peptídeo adicionou-se Valina na posição N-terminal, já que aminoácidos b-

branched alteram a hidrofobicidade e estabilidade de proteinas (ZUH et al., 1992), o que levou 

a um ganho de estabilidade predita de 4 h para 100 h. Sendo assim, o desenho de imunógeno 

peptídico (Figura 1) é intitulado como GD2202. 

 

4.8 Síntese em fase sólida dos peptídeos GD2102 e GD2202 

 

A técnica de síntese química de peptídeos apresenta algumas limitações 

quanto à pureza, a qual diminui à medida que o comprimento da cadeia peptídica aumenta, 

devido à acoplamentos comprometidos, resultando na formação de uma população de 

sequências não desejadas (MACHADO; LIRA; PROTI; REMUZGO et al., 2014). Desta forma, 

considerando que peptídeos sintéticos de 15 até 30 resíduos podem ser produzidos com graus 

de pureza satisfatórios foi de suma importância ter encontrado um epítopo com apenas 16 

resíduos de aminoácidos que, levando em consideração todos os testes feitos em servidores já 

apresentados, mostrou uma resposta teoricamente excelente. Estudos de vacinas formuladas 

com peptídeos já vem sendo feitos tendo como objetivo a prevenção da LVC (AGALLOU; 

ATHANASIOU; KOUTSONI; DOTSIKA et al., 2014; AGALLOU; MARGARONI; 

KARAGOUNI, 2011; COSTA; GOULART; PEREIRA; LIMA et al., 2014; MARTINS; 

DUARTE; CHAVEZ-FUMAGALLI; MENEZES-SOUZA et al., 2015). 

Portanto, após a predição, o peptídeo GD2202 foi escolhido  para a 

síntese química. Primeiramente a sequência (GD2101) de 16 resíduos de aminoácidos 

(HKPGGDAGRRGGAQKT) foi sintetizada em sintetizador Tribute-UV (Protein 

Technologies) em resina Rink Amida tendo o N,N-metilformamida como agente acoplante e 

HBTU como o agente desacoplante. Para o acoplamento da sequência restante do peptídeo 

(GD2202) foi submetido a síntese em fase sólida, partindo de uma massa inicial  de 614,68 mg 

de resina Rink Amide. Ao final da síntese obteve-se 1,4835 g de peptidil-resina tendo um ganho 

então de 869,12 mg para o peptídeo GD2202. 
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Posteriormente à síntese, as peptídeo-resinas foram clivadas e o material 

bruto foi separado da resina por solubilização em H2O e acetonitrila. Após a liofilização, 

procedeu-se a análise por espectrometria de massas para a confirmação da síntese (Figuras 10 

e 11).  

 

Figura 10. Espectro de massas referente ao peptídeo GD2102. Confirmação do material obtido por 

espectrometria de massas em aparelho Bruker injeção ion trap, modo eletrospray positivo. Sequência do peptídeo: 

HKPGGDAGRRGGAQKT-NH2 e massa molar de 1592,74 g.mol-1 

 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 

 

Figura 11. Espectro de massas referente ao peptídeo GD2202. Confirmação do material obtido por 

espectrometria de massas em aparelho Bruker injeção ion trap, modo eletrospray positivo, utilizando a resolução 

de massa/carga. Sequência do peptídeo: VAPPHALSRRHKPGGDAGRRGGAQKT-NH2 e massa molar de 2365,61 

g.mol-1 

 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 

 

O perfil cromatográfico dos peptídeos brutos GD2102 e GD2202 foi 
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obtido por CLAE, com tempo de retenção de 2,1 min para GD2102  e de 7,2 min para o  

GD2202, indicando que estes de fato eram o peptídeos em relação às suas propriedades fisico-

químicas listadas anteriormente, como por exemplo a sua solubilidade, questão essa analisada 

durante a predição destes peptídeos. Então, em seguida foi feita a purificação do material e 

também a identificação do pico de interesse por espectrometria de massas (Figuras 12.A e 

12.B). 

 

Figura 12. Perfis cromatográficos dos materiais brutos dos peptídeos GD2102 (12.A) e GD2202 (12.B) obtidos  

após a clivagem para a separação da resina. Os materiais brutos foram submetidos a cromatografia líquida de 

alta eficiência a um gradiente de 5 a 95% de solvente B por 30 min a fluxo de 1 mL.min-1. O tempo de retenção para 

o peptídeo GD2101 foi de 2,1 min e para o GD2202 de 7,2 min. 

 

A.                                                                                  B. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 

 

A purificação do peptídeo GD2202 foi realizada  em sistema CLAE semi-

preparativo (Figuras 13.A e 13.B) e as frações obtidas foram avaliadas em CLAE analítico. 

Obtendo uma pureza de 96% para o peptídeo GD2102 bruto com um rendimento de 46,88% e 

94% para o peptídeo GD2202 com um rendimento de 42,72%. O peptídeo GD2202 então foi 

utilizado para a formulação das vacinas para posterior imunização de camundongos da 

linhagem Swiss. 
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Figura 13. Perfis cromatográficos dos materiais purificados GD2102 (13.A) e GD2202 (13.B) obtidos após 

purificação em sistema CLAE semi-preparativo. Os materiais purificados foram submetidos a cromatografia 

líquida de alta eficiência de 5 a 95% de solvente B por 30 min a fluxo de 1 mL.min-1. O tempo de retenção para o 

peptídeo GD2102 é de 2,1 min e do peptídeo GD2202 é de 2,5 min. 

 

A.                                                                            B. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 

 
 

4.9 Imunização de camundongos Swiss com o peptídeo GD2202 

 
O estudo apresentado neste trabalho buscou desenvolver uma vacina com 

um epítopo referente a proteína Lc24 já apresentada e estudada anteriormente por Isabel (2010), 

onde a mesma conseguiu comprovar a antigenicidade da proteína frente a soros de cães 

infectados com L. infantum. Tendo esse estudo como base, o trabalho aqui apresentado investiu 

inicialmente na expressão da proteína Lc24, mas devido ao insucesso desta etapa, utilizou-se 

como estratégia alternativa a síntese de peptídeos com potencial imunogênico selecionados por 

análises de imunoinformática. Dentre as possíveis opções identificadas nessas análises, 

iniciamos os estudos de imunogenicidade com a sequência GD2202, que corresponde a 

GD2102, adicionados de uma valina e de um peptídeo adjuvante, como descrito acima. Os 

estudos descritos a seguir visaram a imunização de camundongos para que então fosse feita a 

avaliação da produção de IgG, IgG1 e IgG2a. 

Os grupos G2, G3 e G4 foram imunizados, respectivamente com 100 µg 

de GD2202 em PBS, 100 µg de GD2202 + Montanide e GD2202 encapsulado em lipossomas. 

Para o encapsulamento do peptídeo nos lipossomas, foi utilizado 1 mg do peptídeo. Devido à 

carga geral positiva do peptídeo, utilizou-se lipossomas aniônicos (BERNARDI, 2015; SILVA, 

2011), tendo sido realizado o teste de Pierce Assay, indicando a presença de 75% de proteína 

encapsulada. 
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4.10 Ensaio de viabilidade celular in vitro 

 

 

Como pode ser observado na figura 14 com exceção da formulação 

Gel01+Pept que gerou aproximadamente 40% de toxicidade nas diluições mais concentradas 

testadas no estudo (1:10 e 1:20), as demais formulações não causaram citotoxicidade. A 

citoxicidade da formulação Gel01+Pept, provavelmente seja parte do mecanismo de 

estimulação de resposta imune do adjuvante Gel01. Os adjuvantes imunológicos agem 

basicamente de duas formas, estimulando o sistema imune mimetizando moléculas altamente 

conservadas pelos microrganismos, como LPS, peptidoglicano e outros; e como sistema de 

liberação de antígenos (ABD EL RAHMAN et al., 2020; PENEBRA and LILLEHOJ, 2019).  

Os últimos podem estimular o sistema imune através de lise celular no 

local da inoculação, levando à liberação de moléculas citoplasmáticas como ácido úrico, ATP 

e outras que são reconhecidas como um sistema de alerta por células íntegras vizinhas (Hogen 

et al., 2012., Batista-Duharte et al., 2013; PETROVSKY et al., 2015Mor). Essas células podem 

liberar citocinas pro-inflamatórias como IL-1, IL-6, TNF que ajudam na indução de resposta 

imune.  Portuondo e colaboradores (2017), demonstraram que uma formulação vacinal 

desenhada contra a esporotricose (doença causada por espécies patogênica do gênero 

Sporothrix), adjuvada com o Gel01 10% gerou 40% de toxicidade na diluição 1:1 em 

macrófagos do exsudato peritoneal de camundongos BALB/c (PORTUONDO et al., 2017). No 

estudo o adjuvante Hidróxido de alumínio, usado na dose clínica humana (0,1 mg de Al3+ em 

camundongos) mostrou uma toxicidade maior (56%) ao Gel01. Ambas as formulações 

induziram resposta imune protetora em camundongos desafiados com o fungo, porém à resposta 

da formulação adjuvada com Gel01 foi maior.   
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Figura 14: Citotoxicidade das formulações vacinais. A linhagem de fibroblasto murino (L929) à concentração de 

1x104 em meio de cultivo DMEM foram semeadas em placas de 96 poços e incubadas por 24 h a 37°C em atmosfera 

com 5% de CO2. As células aderidas foram incubadas durante 24 h, com diluições (1:10, 1:20, 1:40, 1:80 e 1:160) 

feitas em DMEN, das formulações a seguir: Pept, Lip+Pept ou Gel01+Pept. Poços contendo somente meio DMEM 

foram usados como controle negativo (CN). A viabilidade celular foi determinada pela redução de resazurina. A 

significância estatística foi determinada por ANOVA de duas vias e a diferença estatística foi identificada usando o 

teste de comparações múltiplas de Tukey e intervalo de confiança em 95%. **** (p <0,0001) para comparação com o 

grupo controle (CN) ou conforme indicado. 

 

 
 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 

 

 

4.11 Resposta humoral 

 
Durante a imunização, os camundongos Balb/c e Swiss foram pesados 

nos dias 0, 7, 14. O peso total de cada grupo (G1, G2, G3 e G4) foi analisado para ver se haveria 

alguma mudança durante as imunizações. Como os pesos apresentaram-se similares (Anexo no 

Quadro 29), foi determinado então que o imunizante utilizado não causou nenhum tipo de efeito 

tóxico no organismo dos animais, como predito nas análises in silico. 

As  imunizações foram realizadas nos dias 0, e 14, e no quarto dia após a 

terceira imunização (dia 18), os animais foram eutanasiados e o sangue coletado para a obtenção 

do soro e determinação da produção de anticorpos IgG, IgG1 e IgG2a contra o antígeno testado. 

Os  testes de ELISA  não detectaram a presença de anticorpos IgG antígenos específicos em 

nenhum dos camundongos testados de acordo com a avaliação de absorbância por cada poço 

referente aos animais vacinados (Figura 15).  
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Figura 15. Resposta de anticorpos IgG contra GD2202 de L. infantum. Cada grupo de camundongo Swiss 

(n=5) recebeu duas doses da formulação vacinal via subcutânea, com intervalo de 14 dias entre a primeira e a 

segunda dose. Quatro dias após a terceira dose, o sangue dos animais foi coletado para a obtenção do soro e 

determinação do título de anticorpo IgG por meio de ELISA indireto. Para esse ensaio, as placas de Elisa Nunc 

MaxiSorpTM foram sensibilizadas usando solução-tampão carbonato de sódio (0,1 mol.L-1, pH 9,5) contendo o 

peptídeo GD2202 (20 μg.mL-1). O resultado representa os valores de absorbância de anticorpos conjugados com 

HRP (Abcam) e diluição de 1:100 do soro de camundongos. Grupos: G1 -PBS (100 µL); G2 - GD2202 com PBS 

(100 µg/mL); G3 - peptídeo (100 µg) + adjuvante MontanideTM Gel 01 (10% da solução) + PBS; G4 - peptídeo (1 

mg) encapsulado em lipossomas. A significância estatística foi determinada por ANOVA usando o teste de 

comparações múltiplas de Tukey com intervalo de confiança de 95%. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 

 

Devido à inconsistência dos dados de dosagem de imunoglobulinas 

quando utilizado o modelo Balb/c (Anexo, Figura 16) e, considerando que há trabalhos na 

literatura que avaliaram aspectos de imunogenicidade de proteínas em camundongos swiss 

(SANTOS, 1999; NAGILL e KAUR 2011), repetimos os ensaios de imunização com este 

modelo, disponível no laboratório para o estudo. Como pode ser visto na Figura 15, a 

reatividade da resposta humoral não foi detectada neste modelo murino. Isto posto, para validar 

os dados in silico, será necessário realizar novos experimentos. Nestas novas análises é preciso 

considerar alguns aspectos. Alguns estudos demonstraram que os adjuvantes da linha 

MontanideTM tipo gel (Gel 01) exercem o seu mecanismo imunoadjuvante similar ao adjuvante 

hidróxido de alumínio (Al(OH)3), liberando os antígenos adsorvidos na sua superfície no local 

da inoculação (VIALLE et al., 2010; CAUCHARD et al., 2014). Os antígenos liberados 

lentamente no local de imunização são rapidamente captados e processados pelas células 
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apresentadoras de antígeno (APC) e posteriormente apresentados aos linfócitos TCD4+ nos 

linfonodos regionais. Portuondo e colaboradores (2016), demonstraram que o grau de adsorção 

de duas concentrações de proteínas da parede celular do fungo Sporothrix schenckii ao HA, 

teve efeitos qualitativos e quantitativos no aumento e modulação da resposta imune, nos 

camundongos que receberam essas formulações. A formulação contendo menor quantidade de 

proteínas adsorvidas ao HA induziu menor quantidade de anticorpos IgG e perfil de citocinas 

diferentes. Levando em consideração este critério é provável que o peptídeo GD2202 não foi 

adsorvido eficientemente na superfície do Gel01, assim, pode ter ocorrido uma rápida dispersão 

no local da inoculação que limitou seu reconhecimento pelas APCs e ativação das células T. 

Caso tenha existido adsorção do peptídeo na superfície do adjuvante também poderia ter sofrido 

desnaturação e consequentemente perda dos motivos de ligação às moléculas MHC das células 

apresentadoras de antígenos. Esta série de eventos poderia afetar a ativação dos linfócitos T 

CD4+, a especificidade da resposta de anticorpos e, consequentemente, a eficácia da 

imunização. Novos adjuvantes poderão ser testados como saponina (CLASTA, 2021; 

SANTOS, 2021; SOUZA et al., 2004) e hidróxido de alumínio (LIMA et al., 2019). 

Em relação ao peptídeo encapsulado em lipossomas, é importante 

enfatizar que existem dois tipos de lipossomas a serem utilizados em estudos de imunologia, os 

aniônicos, aqui utilizado, e os catiônicos. Os lipossomas catiônicos têm uma ligeira vantagem 

em relação aos aniônicos em estudos encontrados na literatura, mas isso não descarta a 

efetividade dos com carga negativa (BERNARDI, 2015; SILVA, 2011). O peptídeo escolhido 

de carga positiva não poderia ser encapsulado em lipossomas de mesma carga, devido à 

incompatibilidade elétrica. Portanto, em estudos futuros de predição de epítopos, será 

interessante, também, considerar a carga dos peptídeos como um critério de seleção. 

Adicionalmente, outros peptídeos indicados neste trabalho poderão ser testados sozinhos ou em 

associação com GD2202.  

Em estudos prévios do nosso grupo de pesquisa, Isabel (2010), através 

de estudos de bioinformática, conseguiu identificar regiões de proteínas de L. infantum que 

teriam capacidade de serem antigênicas como a própria proteína Lc24 e também a proteína 

Lc36, isso confirmado pela própria autora em ensaios de antigenicidade (immunobloting) e 

posteriormente (ISABEL, 2010). A capacidade de antigenicidade da proteína Lc36 foi 

confirmada por Nogueira (2016), através de ensaios enzimáticos (ELISA) realizados com essa 

proteína frente a soro de cães infectados com leishmaniose (NOGUEIRA, 2016). Considerando 

Crumpton (1974) que diz que em um evento de uma resposta celular um imunógeno pode ser 

também um antígeno, porém, o oposto dessa afirmação pode não estar correto, e estudos 

elaborados por Laurindo (2021) onde regiões de epítopos da proteína Lc36 foram analisadas 



 

P

A

G

E 

1

1 

 

64 

 

quanto a sua imunogenicidade em vacinas peptídicas e obtiveram resultados positivos, a 

proteína Lc24 não pode ser descartada por completo, apenas uma região dela foi analisada, 

outras estão disponíveis para estudos mais aprofundados e com a expectativa de, além de agirem 

como peptídeos antigênicos, terem a capacidade de atuar como um imunizante em uma futura 

vacina. 

Devido às restrições de tempo que ocorreram ao longo do 

desenvolvimento deste trabalho, algumas adaptações nos procedimentos e metodologias desse 

estudo precisaram ser realizadas. Como perspectivas, temos a realização de  cinética de 

adsorção do peptídeo, como descrito por Portuondo et al, 2016, onde foi avaliado a quantidade 

de tempo necessária para que o imunizante utilizado fosse adsorvido pelo adjuvante Hidróxido 

de Alumínio. Alternativamente ao peptídeo adjuvante RS09, outras opções poderão ser 

avaliadas (GUPTA et al., 2020). Estudos de vacinas peptídicas publicados geralmente não 

utilizam apenas um imunizante, geralmente uma quantidade maior de epítopos são selecionados 

e administrados em modelos murinos para que o estudo de imunogenicidade seja feito 

(PEREIRA et al., 2021; MACHADO, 2010; SEGER, 2014). O peptídeo GD2102 pode ser 

acoplado a outro epítopo da mesma proteína alterando então, possivelmente, sua carga e 

aumentando a sua probabilidade de induzir uma resposta imune. 

 

5 CONCLUSÃO 

 

 
Uma proteína hipotética de L. infantum foi o alvo de estudo deste 

trabalho, a Lc24. Apesar do sucesso na obtenção da sequência codificadora dessa proteína em 

vetor de expressão bacteriana pMAL_p5X, para E. Coli, não foi observado a presença da 

proteína nos extratos após a indução por IPTG. 

A não expressão da proteína Lc24 fez com que este estudo passasse então 

a uma outra metodologia para trabalhar com essa sequência de modo avaliar sua 

imunogenicidade. Portanto, a tecnologia de imuno-informática foi aplicada e permitiu 

identificar sequências de aminoácidos como possíveis epítopos referentes a proteína em 

questão. Ao todo foram 6 peptídeos preditos pelo servidor BepiPred 2.0, 20 pelo servidor 

ABCpred, todos eles referentes a ligantes de linfócitos B, e então, a sobreposição dos peptídeos 

desses dois servidores foi feita e proporcionou 17 sequências a serem analisadas como 

prováveis candidatos a antígenos. 

Esses peptídeos sobrepostos passaram por avaliações como prováveis 

ligates de células T (CD4+ e CD8+), como um quesito de prioridade também visando a expressão 

de citocinas assim como também a produção IFNγ de extrema importância para a resposta 
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imune do indivíduo em uma infecção do parasita. A alergenicidade, toxicidade e uma provável 

similaridade dessas sequências peptídicas com o genoma de cães também foram estudadas para 

que o melhor candidato a epítopo fosse selecionado. O peptídeo GD2102 

(HKPGGDAGRRGGAQKT) foi selecionado para ser sintetizado quimicamente e seguindo o 

desenho imunogênico foi adicionado um peptídeo adjuvante (RS09), após uma sequência de 

dois espaçadores de Arginina (RR), e uma valina no n-terminal do peptídeo para aumentar sua 

capacidade de meia-vida, tornando assim o peptídeo que seria utilizado na imunização 

(GD2202). 

A vacina obtida com o peptídeo GD2202 não obteve uma reatividade 

considerável em relação a resposta humoral em camundongos das linhagens Balb/c e Swiss, 

apesar disso esse peptídeo não pode ser descartado. Algumas observações como um estudo 

cinético de adsorção do adjuvante utilizando (Gel01) com o peptídeo selecionado podem ser 

realizadas para que essa formulação tenha uma possibilidade maior para adsorção pelo 

adjuvante utilizado e assim, sendo apresentada às moléculas do sistema imune, possa obter uma 

boa reatividade em relação a resposta humoral. A utilização de lipossomas catiônicos em um 

estudo de imunogenicidade é importante já que são os mais utilizados nestes estudos. 

Lipossomas com cargas negativas podem promover uma repulsão em relação as moléculas do 

sistema imune, já que essas moléculas tem cargas neutras ou negativas, portanto, a utilização 

de um peptídeo com carga baixa para que possa ser encapsulado por lipossomas catiônicos deve 

ser estudada.  

O uso da linhagem Balb/c para que o estudo efetuado neste trabalho, que 

proporcionou resultados negativos, possam ser refeitos utilizando o mesmo peptídeo e também 

abrangendo o estudo para os outros epítopos encontrados na predição. Um estudo de 

imunogenicidade geralmente é composto por vários peptídeos, o que aumenta então a 

possibilidade de resposta humoral referente a algum desses epítopos em estudo. Mostrando 

assim, que não é viável agora promover o descarte desta sequência codificadora da proteína 

Lc24, estudos futuros utilizando essa proteína podem obter resultados promissores.
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ANEXOS 

 
Sequência genômica LINF_240020050: proteína de resistência a múltiplas drogas. Em destaque, região codificadora da região 

Lc24. 

ATGCTGCCCTCACCGAACGGGCCAAGCTCATCCTATACGTGGATGTCGGCCCACACGGTCGCGCGTGGCAATCGCGGCTGCGGTGAGGAATTTCCCCTCCTCCCTAAACCCGGGTC

GAGAGCGTCCATGTGCCGCTTGACGCAGTCGGCGCCACGCACCGAGTCCGCCGTTCCTGCCGCGACGACCTCGTCGTCGAACCTTTTCCCCCACGTCGCTGTGTCGTCACTCTTGG

TCGGCGACTCTTTAAAAGGCGGCGGAAGCACCTTTGGTGATGGCGGCAGCGGCAGCGACGGAAACGGCAGCGCCGGCGGCTCCAGCGATGCCAACGGAGGCGCGGGTGGCGGC

AATGGTGGCCTTGCGTTTGGTGCTGCACCGGCGTCGCTCTCCGAGTTCCTCCGCATCTTCGCGTATGCTGTCCGCCTGCAGTCGTGGGCGAGTTGGCTGCTGGCTGTCGTGTTTCAT

CTTTTCCATCTGCTGCTCATTCTTTCCTTCTGGAGCAGTCCGATCCTCTACCGCTCCACCTTCTTCTCCCAGTCGATGGCGAAGTCGCTGCTCGAGGCGCAGAGCGTCAGACAACAC

AGAAGGGGCAGCGATGGGTGTAGCAACAACGGCAGAACAAGACTGAGCGCCGCTGCGGGGAAGGGTCCGAGCGGCGCGGAGGCGGCTGCCCTGCTGCGCTCCAGCGAATCGCC

AGCGCCGGTCTCCGTCGAGAGCGTGTGGGCTATTCACGACTCCGTCTTTTTCCTTGAGGAGGGCCGTGCCGTGATGCCCACGGCGATAGCGAGCAGCTTCTCCAGCCTGGGGGGCA

AGAATCACCACGGCGGCACCACCAGAAGTACTTCGTATGCTGGTCGGGACGTGCGCGACAGTGACGACGCCGACCATAGCACTGGCAATGATGCGATAGACAGCATGAGTCAGG

GCAAGCCCCGCGGCAGCCCGCACACGTGCATTCTGTCGCACAAGCCCGGCGGCGATGCCGGTCGCAGGGGTGGTGCGCAGAAGACGGTTGTGTCCGCGACTGCAGTCTCTACGCT

GCGCGAGGCGACTGGCGCCGCCGCCATCGGCCAGAGCAATCAGCTGCGGCCGACGGTGTCATGGGATTTGTGTAGCAAGGACGAAGACCGCCACCGTGCTGCCGCGACGAGTGA

CGGCCCTGGGCTGCTGCGCTGGTTTGCAGGGTCTCCTCCCGTCGCGCCGGAACACACTCTGTCGCAGCGCAAGAATCTCAGTCACGGGCTAGTCGCGCTGTCGCAGATCATCGACG

CGTGGGCGGCGTCTCCGCTATATTCGTCTCCGCTGGCCCTGGCCCTGCTTTACCACCTCTACGGCGTCGCCTGTGTCATCCTGCTGCTGACCGTGACGGACGGCATGCTCACCGGGC

ACTTTTCCGCGCTGCGACTCTGCATCGCCCTTGCTGAGCTGCTTTGGTACATTCGCCACGGCGCGCACGCTTTCCTTATCTACTGCTGGATGCTCGTGCTGTCGCACTGGCCGCATC

GCACAATGTGCTCCGCCGACGACGCGGCGTTTCTTCAGCAGGGCACGCCGTACGCGGTGGTGACCAAGAGGAGGGGACAGGTGTCCATGTTTTGGTTTTATAGAGCCGCCTTGGC

CGTCGACGGGGGTGCCGAGGGCGGCGGCGGTCACGGAGGCGCTGGCAAGTTGCTTGTGGATGAGATCAACCTTCCGTACTATCTCTATGATCAAGTGTGGTACCTCAAGCCGCTC

GCCGAAGGCATCGAGGTCTTCTACGTCTGCCTCCTGCTGCTGTGCCTCGTGAAGGATTTTCACCGAGTGCTGGACGCCGTCGTTGGCGTGCGCGAGCTTATGGAGCCCGAGGGGTG

TGTGCGCTGCCCCCTCTGCGGTGAGTTGATGGTGTTGTACGAGCAGCGCAGCCTCTTGCGGGCCAACTCTATCTACGAACCCGCCCGCGGCTGCATATCATGGTCCGGTTGGCGGA

TGAGGTGGTGGTGGCGTTGGCTACGCAGCCCCGTGCAAGGCAGCTGCAGCGGCCACCGTGTACCCACACCACCTCTGCCGAGTCCTCTCTGGCGCTGGCTCTTGCCGGCGCGGCTC

GGCGGAGGCCCGCTGAAGACGCCGCTGGCGGTCTCCGCGACCGCTGGCGCACCCACGGATGACGGTGACGCCTCCCTCACACCGGGTATGGGCGACGAGACCACCTTCACACTCG

CCGAAATTCTCGAGGATGTCGAGTTCTACGAGCAGTCAGCTGTTCGTCGCAGCGCGGCGGCCCCGCAGGATACCACCACGGAGGCGACGGCGCATCTCACGCAGTGGCTGAGGGC

GATGCCATGCGCGGCACGGTCGCCGATCGTACGAGTGCAGGACGGCGAGCATAGTCGCAGCAGAGCCCGCAATGGCGGCTTCTCAGCTGAGCAGGACGAGGAGAACGCCGCGGC

AACGGCGGGCGCGCTGGCGCTCGGGTTGTCGGCCTCTTCGTCGTCTGAAGAGTGTGTGAGCGCGGGGCTGGTGACGGTAGCGCCCGCCGCCGCGCCCGCAACGCCTGACATGGGC

GCTGCTACAGCACCGGCACACGGTGCTCTGACTGCGTTCGCCAAGGCAGGGCCTCCGAACCCCTCGCCGACCCATTTGGTCGCGTCTTCCATCCCCGCCAGTCCCACTCGTCGTCG

ACACGGCCGCCGCTCACAAGGCCGTTTGCAGAGGTCGTTGAACAGCAGCCAACAGTCGATGACGCCGCGGAAGCGCCTGCAGCGTCGGACTCGATTCACGGAGGAGGTGCTGTA

CTGGAACCGTGCCACGCGGCACGTGCATCACCGGTGCCCAAGACTCTACTTGGATGCACAAGAGGCGACCGACGATGAAGACGATGACGGCAGCGACGGCGGCAGCGCCTCGTG

TGAATGCAGCAGCGAAGCTTCTTCAGCGACGTCCTCCACTGCGGCCACGCCGACGTCCGGTTCACTTACTCGGCCGGCGACTACCGCATCGGCGCGCGCGCACGCCGTCAACCCTC

TGACGGCAGTTGACTATGCGAACTTCCACCAAGGCGTGCTGCACCGCTCCCTCTCTCCGCGCGCTGGGCCGGGTGGCAGGGCCGCTGGGACCGGGCGTTTCTACATGCCCCAGCTC

TCTGCTGAGCTGGACGAGCCATCGCGCGTGCAAGAGAAGCGGCTCCAGCAGCAGTCGCAGCAGTGCACAGCCAGCCATCAAGGCACCTCTGCGGCAGATGACTCGACGCACCAG

CGTAACGATCGGATCATCGGCCCGGACTTCTCGGAGGCACCGTCCAAGCTCTTTGCACAGGGTCCGCCACCACAGTCGGCTGCTAAACACATAGTGGAGCGCGGCCTGTACGACC

CCAACAAGGCCGGCGAGGACGAGTTCAGGCCCGGCAACGCCTTTCAGTCGTACGATCGTGCAGGGTATCTGTCGCGGCTCACCCATAGTTGGCTGAACCCGTTGCTAAAGTTCGG

GCTGCTGGAGCCGACACTGCTGCGACAGGAGCGCTTCTTGCCCTCGCTGCCGGAGGAACTGCTGTCACTGGACAACATTGCGATGCCGGCGTGGCGTTTGTGGGTTTATCGAAAG

GTGTGGTTCGCCGCCTACGTGGCGAAGCCGGGGGAGCTGCTCATTCCCGGCAACGAAGCTATGAATCGCGCCGAGGAGGAGCTGATGTCGCTTGCCCACCTGCACGAAGCCGACC

GCAGTGAGAGCGGCGAGGAGACGGAGAGCTTGGACGGCAGGCAGACCGCTGTAATGCTCGGCCATACTTCGTTTAAGCAGGCAGCCAAGTTTCGTCCGCAGCGGCCGCGCCGGT

GCTGGCAGGAGAGTCTCTTGTGGGCTCTCTCCGCGCCGGTACGGTGCATCCTCGTGACACTTTTCTATCACGTATACATTGGCACATCGCGCACGGTGCGCCGCACACGGCGGCGT

CTCGCTCGCGAACTGCTGAAGGACCGCCTTAGCACCGCCGCCGAGAACCTGTACGACCCCAACGGCTATCAGACTGTGGAGTCGAGCGAAGCGATAGAGGAGGCGACGTGGGCG

CTGACCGAAGTGGCGTCCTCGTGCGGCAGCAGCGCTGCTGCGCCATCAGTGGGCTCCGCTCTGCCGACCCACATGCGCCGGCAGCTCGCCCTGAGTGATGTGAGCCTGTACTACCT

CTTCCTGGAGCACCGCTGCGGCCGCCGCTTTCTGCTCGTCGCGGCACCTCTGCTGCTGCTAAGTGAGCTGCTGACCGTGGCGGTGGTGCCCGTGCTTGAGCTGCTCACTATGTGCCT

GCAGCGCGTGGATTCCGACATGGTGCCGCACCGCCGCGAGGCCCCGAGCGATCAAAGCAGCGTGACGGAGGCTCTTCTGTGTGCCAACCTGTTGGGGGTGCTGCTGCTGCTGCAA

GGTGTGGTGCACAGCGCCTACGTGGGCCAGGCGCAGCAGGCCGCAATGGAGGCGCGTACGTGCGTCTGTGCGGTAGTGCTGGAGAAGACGCTGGCGCTCCCCCTCGCGCAGCGC

ACCTTCACGGAGGCAGAAGTGGTGGCTTTGGCCACTGAGGAGGCGATGCGTGTCGCGACGTGCTTGAGGTCGCTGCATCTGACCTGGTCCTGCCCGCTGCGAGTGGCACTTCTGTT

GCTGCTGCTCGCCAACTATGTAGGCTGGGTGGCCGCCGCAGTGGCCGGTGCCGGTTCGCTCCTCACCGTGCCGCTCTTGCGCCACTCTTCGCGCGAGGTGCGGCAGAGGCGGCACG

AGGCGCGGGAGACAGCAGCGCCACGCATCGCCCTGCTGCAGCGCGCTCTGAGGCACATTCGCAAAGTCAAGGCCATGTTGCTGGAAGGGCGTCTGGCTCACTGGCTGCGGAAGG
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CGCGTGCGACAGAGGCCTCCCGCGCTGAGGCGGTGGCGATGGCGGAGGGCACGGCCGGCATGTTGGCCGGCGGCGTGGAGTGTCTGCTGATGGTGGCCGCCCTCGGCGCCGAGT

GCGTCCTCTCCGCCAAGGAACTGCGAGACATGGACGTGCAGGTACCCGCGCTTGCCATCTTCGTGCTGCTGACGATGCCGCTGCTGGAGGTGCCGGCGCTTTTCAGCGTGGTGGCA

CGCGGCTTTCTCGCGATGAAGCGCATCGAGGCGTACCTGCGGCAGAGGCCCGACGAGTTTGCCGGCACTTGGGTGGATCTGACCAGCTTCACGGCGACGCAGCAGCAACTGCGCG

TGGAAAACCCCGGCAGCACGCTGCTTAACTACCGCCGTGGCAGCGTGGTGTGCCGCAACTCGTTTTTCACGTGGCAGCATGACCTGACCGAAGAGCCGCCGTCGGCGCTCTTGCG

TGACGTCGACTTCTGCATCCGTCCTGGCCAGTTGGTCGTCGTGCAGGGCTCCATGGGGGCTGGCAAGAGCACCCTGCTCTTGTCCATCCTCGGCGAGGTGAATCTGTTTGTGTCGTC

AGGGTGCTCGACGAACGGCAGCTCGACGGGATACAGGTCGGAGAAAACGTTGTCCGTCGTGTCCGCCACCGAGGCAGCGGCGCTGGCGCCGGTATACACCGGCGGCGCCCCTGG

CGCCGTGGGGGACGGCAACCGGCGCGACCCCGGCCCCGCCGCTGCGGCGGCCTGCCCCCCGGCTTTCCCTACGCCACCGAGCAACAGCATCAGTCTAGCCGACGCCGCCGCACTT

GGCATTTTTGTGGCGTCGCCGATGGACTCCGCCGAGGCAAGGCGGTGCGTCAGCGCGGAGCAGACGCTTTCGGCTGTACCCGGCGCTGATGCAGCAGCGGCGCAGAGGGCGCTG

GCCGGCATCGCCTCGACAGCTGCTGCCGCGGCTGCTGCGGCCAAGACTTTCATGGCAGCAGGCGGTGCGTCGCCGGGTGGCTACGCTCGAAGCGAGGCGTCGAAGTTGTCTGCCC

GTAGCCTCGCTGACGATCGCGCCAGTGTGTGCTCGGTTACCACTAAGAACGCCTCACAGCTTAGCCCCACCGGCCTGGAAGGCGACGACAGCAGCACTGGCGGCTTCCTCGTCTTC

GGATCCTGCGCCTACTGTGCCGAGGTACCTTGGCTGCAGAACGACACCATCCGCGCCAACATCGTGCCCGGTGGTGGCCCGGTGCTGGAGCGTTGGTACTGCGCGGTGCTGCGTG

CGTGCGCGCTGAGCGCGGAGGTGACGGCGCTGCCGCACGGTGACGCGACCGTAATTGGCGAGAGAGGGGAGCTGCTGTCGCTAAGCATGCGCTGCCGCATCGCCATCGCGCGGG

CCGTGTACTCCAAGTCGCACGTGTATCTCATGGACAGCGTCCTCTCGCCACTGGAGCCTGCCATTCAGGAGCACATTATCCGCGAGGTGTTCCACAGGCTACTGCGCAAGAAGACG

ATTGTTTTGGCCAGCAACGTCGGACTGCGATCGCTGCGGCCGCATCGCGTTTTCAGCGTCGTGAATGGTGTCGCGCGGGAGGACACCGACTTGTACACGGCCGTCTCCTCTCTGCA

TGCCCGCGGTGACGAGGATGACGAGGAGGCACTGATGCAGCGACAGGCAAGCGACTGCGGTGGCACTGCGGCCGACGGTGATGATGGTGGTCTGTTGAAGCGCGATAGCAGTGC

GAGCCAGGCCATGACCCCGCCGCTGCCAGCACTCTATGCCGAGGAGTTCGAGGAGCCGCAGGAGGCGGCCGAGGCGGAGACGTTGGTGAAGGTGTTTGTCGACGACCCTGCGGT

CGCGGCTACCACGGTGCTGTTCGACGGCGACGCGGGCTTTGGTCCGCGCGATCCACGGCTGCTCGGCGAGCTTGTCGATCGCCTAGACGCCGGCATCTCTGGCGATGACGTGTCGT

TGGCGGGCTCGGCGCTGCTGGCCGGCGCGGAGGGGGGTTTTGGCAACAGCGCCGCTCTACGCCCCCGCCGCTCCCGCTCCTCGTGCCCACGCCTGCCGCGGCGCTTTAAAACCGG

CCGCAGCGGAGCCGCTTCGGGCGCGGAGACGCCGCCCAAGGAGGTCCCGCTGCCGGGGACCGTGACGACCAACGTGGCGAGCTGCCAGCCGTCGCCCTACTTGAAGGCGCCCAC

CGCAGCACCGTCACACCCTGCTGCCGATCCCGGAGCGCCGCTCCACGGCGTTAACGTGGACGGCACTGGCTGCGCCAGCGACTGTAGCGAGCAAGGCAGCAGCGCCAGCGCCGG

GAGTGGCAGCAACAGCACCTGCTCCAACGATCCGTGCATGAGCAGCCACTACGCCCAGCTACTGCGGCGCGAGCCTCCTCTGCGCCGCCGCCACCGCCTCTTCCTCTTCATTTTCT

TGCGCTTCATGGGTGGGCAGGTGACGTGGGTGTTGTTGACAGCGCTCCTCCAGCAGGGCATCTCTCTGTGCGTCGATATTTGGACTGCAGCGTGGCTGGCGGTAATGGCGGCGCAC

ACGACGCGTTCCGCAGTCAGCGCAACGAGGGCAGCCGTAGTAGGCCGGTCGTTCTCGTCTCGAGTGGCAGAGCAGCTGTACACGTGGGCCGCCGTCAGCGACCTCGCTTTCGTTG

GTGTGTTGTCTGCGTTGTGTCTCTTGGCGATGCTGCTCACGCTGCTCCGCGCCCGCGCGGTGTACGTCGGGGCGTACGGGACGATGCATTTCATCTACAACCAGATTGCATGTCGTG

TGCTGCACTCGCCAGCCTCTTATTTCGACAGTCGCATCATCGCGCTCGTGACGCGCGTGCTGCGCGACGACGGCGAGGTTGCCGAGTACCGCGTTCTGTCCACGGCGGAGACACTG

CTGAGCTGCGGTGCGCAGGTGGTGCTGGTCGCACTGTGGAATGCTTTCGTGAACCCCGTTTTTATACTGCTGCTGCCGATGGCCGTGTCCATCTTCTACCACATCTCGCAGCGCCAC

GCGGTGGTGCTGCGCGAGGTGCGCCGGCTGGAGCTTGGCTCGGTGAATGGCATGACCAACATCCTGCGTGAGGTGTATGAGGGCGCACCCACGGTGCGCTGCATGGCTCTGCAGG

ACCGACTGCGCGAGGAATTCTGCCGTGCGCTGGATACGGCCAACACGGCCTCCATGGTGGCCTACCTGACGGATTGCTGGGTGGAGCTGCGACTGCATGTGCTCGCCACCCTCGC

CGTGTACATAGCTGCCACGGTCGGCGTCATCTTCACGTTCTCCTACTCACATCCAAGCTTCACGGCAGTGGCCGTGATCGCTTGCCTGCGGGCCGGACCGGTGCTGACGGTGATGT

GCCGCAGCCTCGGCGCCTTCACGGCGAAAGAGTGGATCTCGGTACAGCGGCTCATGAGCCTGTGGGGCGCGCCCCAGGAGCCGCTCACCCTCGTCGGCGAGGCGGACCTTTATAC

CTACAGCCACGTCCGTCGCAAGGCGACAGGGCCGTTTGTGCTGGAGGGTGGAGATGACGCCCCCTTGCTCAAGAATGTGAGGTCGCCGACGGCGTCGCCCATGATGGGGCAAGG

GGTTCGCTCCCGGCAGCGTGAGGCTCGCCAAGATGCGAAGGCGGAGCGGTGCCGTCTGCGCCACGAGCAACAGAACCGGCAGCGACTGCGACGACAGCAGCTGGGGCCGGCCGG

CGGTGAGGACGGCCCGGCTGAGTCGCATGCCCCCGCATCGCTCTCCGTATTCACCGATGACTCTTCGCCGTCCTCATCGTCCAGGGAGCGGAGGGCCACTGGTGCTCCAGGCGACT

CTTGCGCTACTACGCTTCCTCTGCTAGAGCTGATTAACGTCTCGGCGCGGTATCGCGCCACGCTGCCGTACGTCCTGCGCCACGTGAACCTGGCCGTCTTTCCAGGCGAGCGCCTTG

GTGTGGTGGGCCACGCCGGACAAGGTAAGAGATCCATCTTCAACGTGCTGCTACGCCTGGTGGACGTGATCGAAGGCGGCGGCGTCTTCGTGGACGGCGAGGACGCCGCGCGAA

TACCATACCCCATTCTTCGCAGCTGGTTTGGCCTTCTGTCACAGGAGCCACTTCTCGTGCAGGGGTCGTGGCGCAGCAACCTCCTCCTCGGCTACCATTTCGCTCACTGCATGCTGA

TGGACGGCGCCAACGGCGGCGCTGACCATCTTTTCCTACCAACCACGACGCTCGCCTGTCAGCAGCTGCAGGCAGACGCACGTCCAACATCGAGGGCCGCCGCGGCGGTCACCGC

ACAGCTGGCAGCGGCGGCTGGGGAGCGCGAGCCTCTGCTGCAACGAGGCGCTACTGCTCACACTCGCGGTGGCACCGGGGCTGCTGCTGGACCAGAGGACAGCAGGGCATCTGT

CTCCGCGGCGGAGAACAGCTACGGTAGCACCGACAGTGCTCAGCCATACATGCAAGCCGGAGGCGGCGAACGCGCTCACGTGGGGTTTATGCACACCACAGCCGACTTTGCTTTC

AGAGACCAACGCCGCACCTCGGAGGATGGCGGTAGCCGTGGCGGTGACTGTGGCGTCGCCTCCATGGCGGGCGCAGCAGCTCGACGGCTCCGCGACAGCCTCACATCCTTCCAGC

GCTGCCTCAGACGCAGAAACAACAGCGACTACAACGAGCACATCCTGCCGGGGAGTGCCGGTGGAGGTGACGGACGTCGCCGCTGCCGCAGTAGCTGTGACACGGCCAGCAACG

AAAGCCATCCACACCACCTTCACGGGCATGCGGTTAAGGGGCTGCGGCAGCCTGTGGAGGACGCTGTGCTGTGGGAAGCGCTGCGGGCCGTTGGACTCGATGCTGCAGTGGAGTT

GAGCGGCGGCCTTGATGCCCCGCTCGTCGGCGACGACCTGGCTGAGACGGGCCTGACGGATTCGCAGTGCCGTCTTCTCTGCCTCGCGCGTGTGGTGCTGAGGAGGCCACCGATT

GTGCTCCTGGAAGACGCCGTTCACTCCGGCGCTGAGGCGCAGACGGACTTCGCCATTCACCGCGTCTTGGCGAATGAGCTGCGCGAGTCGACGGTGTTGATCATTGCCCACCGCAT

GTCCACTCTGCTAAACCTCTGCACGCGTGTCGTGGCGGTGCAGGGAGGGACGTTGATGCCTATCGCTGACCTGGGGCCAACACTAGCGTCAGCGGTCACGGCGGATGCTCCAGGG

GCAGGCGACGAGACTCGGTACGCGGCTGCCATGCGCCCGGCAACGGCGGTACTGGATCCGGTCGTGCTAAAGCAGCTCTCCCACCATCTAGAGTAG 
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Sequência da proteína LINF_240020050: proteína de resistência a múltiplas drogas. Em destaque, sequência de aminoácidos 

que compõem a proteína Lc24; Em destaque em laranja está a sequência de resíduos de aminoácidos escolhida como imunizante 

para a vacina produzida (GD2102) 

MLPSPNGPSSSYTWMSAHTVARGNRGCGEEFPLLPKPGSRASMCRLTQSAPRTESAVPAATTSSSNLFPHVAVSSLLVGDSLKGGGSTFGDGGSGSDGNGSAGGSSDANGGAGGGNGGL

AFGAAPASLSEFLRIFAYAVRLQSWASWLLAVVFHLFHLLLILSFWSSPILYRSTFFSQSMAKSLLEAQSVRQHRRGSDGCSNNGRTRLSAAAGKGPSGAEAAALLRSSESPAPVSVESVW

AIHDSVFFLEEGRAVMPTAIASSFSSLGGKNHHGGTTRSTSYAGRDVRDSDDADHSTGNDAIDSMSQGKPRGSPHTCILSHKPGGDAGRRGGAQKTVVSATAVSTLREATGAAAIGQSNQ

LRPTVSWDLCSKDEDRHRAAATSDGPGLLRWFGSPPVAPEHTLSQRKNLSHGLVALSQIIDAWAASPLYSSPLALALLYHLYGVACVILLLTVTDGMLTGHFSALRLCIALAELLWYIRHG

AHAFLIYCWMLVLSHWPHRTMCSADDAAFLQQGTPYAVVTKRRGQVSMFWFYRAALAVDGGAEGGGGHGGAGKLLVDEINLPYYLYDQVWYLKPLAEGIEVFYVCLLLLCLVKDFH

RVLDAVVGVRELMEPEGCVRCPLCGELMVLYEQRSLLRANSIYEPARGCISWSGWRMRWWWRWLRSPVQGSCSGHRVPTPPLPSPLWRWLLPARLGGGPLKTPLAVSATAGAPTDDG

DASLTPGMGDETTFTLAEILEDVEFYEQSAVRRSAAAPQDTTTEATAHLTQWLRAMPCAARSPIVRVQDGEHSRSRARNGGFSAEQDEENAAATAGALALGLSASSSSEECVSAGLVTVA

PAAAPATPDMGAATAPAHGALTAFAKAGPPNPSPTHLVASSIPASPTRRRHGRRSQGRLQRSLNSSQQSMTPRKRLQRRTRFTEEVLYWNRATRHVHHRCPRLYLDAQEATDDEDDDGS

DGGSASCECSSEASSATSSTAATPTSGSLTRPATTASARAHAVNPLTAVDYANFHQGVLHRSLSPRAGPGGRAAGTGRFYMPQLSAELDEPSRVQEKRLQQQSQQCTASHQGTSAADDST

HQRNDRIIGPDFSEAPSKLFAQGPPPQSAAKHIVERGLYDPNKAGEDEFRPGNAFQSYDRAGYLSRLTHSWLNPLLKFGLLEPTLLRQERFLPSLPEELLSLDNIAMPAWRLWVYRKVWFA

AYVAKPGELLIPGNEAMNRAEEELMSLAHLHEADRSESGEETESLDGRQTAVMLGHTSFKQAAKFRPQRPRRCWQESLLWALSAPVRCILVTLFYHVYIGTSRTVRRTRRRLARELLKDR

LSTAAENLYDPNGYQTVESSEAIEEATWALTEVASSCGSSAAAPSVGSALPTHMRRQLALSDVSLYYLFLEHRCGRRFLLVAAPLLLLSELLTVAVVPVLELLTMCLQRVDSDMVPHRRE

APSDQSSVTEALLCANLLGVLLLLQGVVHSAYVGQAQQAAMEARTCVCAVVLEKTLALPLAQRTFTEAEVVALATEEAMRVATCLRSLHLTWSCPLRVALLLLLLANYVGWVAAAVA

GAGSLLTVPLLRHSSREVRQRRHEARETAAPRIALLQRALRHIRKVKAMLLEGRLAHWLRKARATEASRAEAVAMAEGTAGMLAGGVECLLMVAALGAECVLSAKELRDMDVQVPAL

AIFVLLTMPLLEVPALFSVVARGFLAMKRIEAYLRQRPDEFAGTWVDLTSFTATQQQLRVENPGSTLLNYRRGSVVCRNSFFTWQHDLTEEPPSALLRDVDFCIRPGQLVVVQGSMGAGK

STLLLSILGEVNLFVSSGCSTNGSSTGYRSEKTLSVVSATEAAALAPVYTGGAPGAVGDGNRRDPGPAAAAACPPAFPTPPSNSISLADAAALGIFVASPMDSAEARRCVSAEQTLSAVPGA

DAAAAQRALAGIASTAAAAAAAAKTFMAAGGASPGGYARSEASKLSARSLADDRASVCSVTTKNASQLSPTGLEGDDSSTGGFLVFGSCAYCAEVPWLQNDTIRANIVPGGGPVLERW

YCAVLRACALSAEVTALPHGDATVIGERGELLSLSMRCRIAIARAVYSKSHVYLMDSVLSPLEPAIQEHIIREVFHRLLRKKTIVLASNVGLRSLRPHRVFSVVNGVAREDTDLYTAVSSLH

ARGDEDDEEALMQRQASDCGGTAADGDDGGLLKRDSSASQAMTPPLPALYAEEFEEPQEAAEAETLVKVFVDDPAVAATTVLFDGDAGFGPRDPRLLGELVDRLDAGISGDDVSLAGS

ALLAGAEGGFGNSAALRPRRSRSSCPRLPRRFKTGRSGAASGAETPPKEVPLPGTVTTNVASCQPSPYLKAPTAAPSHPAADPGAPLHGVNVDGTGCASDCSEQGSSASAGSGSNSTCSND

PCMSSHYAQLLRREPPLRRRHRLFLFIFLRFMGGQVTWVLLTALLQQGISLCVDIWTAAWLAVMAAHTTRSAVSATRAAVVGRSFSSRVAEQLYTWAAVSDLAFVGVLSALCLLAMLLT

LLRARAVYVGAYGTMHFIYNQIACRVLHSPASYFDSRIIALVTRVLRDDGEVAEYRVLSTAETLLSCGAQVVLVALWNAFVNPVFILLLPMAVSIFYHISQRHAVVLREVRRLELGSVNG

MTNILREVYEGAPTVRCMALQDRLREEFCRALDTANTASMVAYLTDCWVELRLHVLATLAVYIAATVGVIFTFSYSHPSFTAVAVIACLRAGPVLTVMCRSLGAFTAKEWISVQRLMSL

WGAPQEPLTLVGEADLYTYSHVRRKATGPFVLEGGDDAPLLKNVRSPTASPMMGQGVRSRQREARQDAKAERCRLRHEQQNRQRLRRQQLGPAGGEDGPAESHAPASLSVFTDDSSPS

SSSRERRATGAPGDSCATTLPLLELINVSARYRATLPYVLRHVNLAVFPGERLGVVGHAGQGKRSIFNVLLRLVDVIEGGGVFVDGEDAARIPYPILRSWFGLLSQEPLLVQGSWRSNLLL

GYHFAHCMLMDGANGGADHLFLPTTTLACQQLQADARPTSRAAAAVTAQLAAAAGEREPLLQRGATAHTRGGTGAAAGPEDSRASVSAAENSYGSTDSAQPYMQAGGGERAHVGFM

HTTADFAFRDQRRTSEDGGSRGGDCGVASMAGAAARRLRDSLTSFQRCLRRRNNSDYNEHILPGSAGGGDGRRRCRSSCDTASNESHPHHLHGHAVKGLRQPVEDAVLWEALRAVGL

DAAVELSGGLDAPLVGDDLAETGLTDSQCRLLCLARVVLRRPPIVLLEDAVHSGAEAQTDFAIHRVLANELRESTVLIIAHRMSTLLNLCTRVVAVQGGTLMPIADLGPTLASAVTADAPG

AGDETRYAAAMRPATAVLDPVVLKQLSHHLE 
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Quadro 12. Peptideo GD2102 (HKPGGDAGRRGGAQKT) avaliado em servidor EpiDOCK server para identificação de ligantes de alelos de HLA. Resultados 

positivos (iguais ou maiores que os pré estabelecidos na pontuação de cada alelo – quadrados em amarelo) significa uma provavel ligação do peptídeo selecionado aos alelos 

previstos para uma possível ligação as moléculas de MHC de classe II. 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 
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Quadro 13. Peptideo HSTGNDAIDSMSQGKP avaliado em servidor EpiDOCK server para identificação de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais 

ou maiores que os pré estabelecidos na pontuação de cada alelo – quadrados em amarelo) significa uma provavel ligação do peptídeo selecionado aos alelos previstos para uma 

possível ligação as moléculas de MHC de classe II. 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 
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Quadro 14. Peptideo DSMSQGKPRGSPHTCI avaliado em servidor EpiDOCK server para identificação de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais 

ou maiores que os pré estabelecidos na pontuação de cada alelo – quadrados em amarelo) significa uma provavel ligação do peptídeo selecionado aos alelos previstos para uma 

possível ligação as moléculas de MHC de classe II. 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 
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Quadro 15. Peptideo RSTSYAGRDVRDSDDA avaliado em servidor EpiDOCK server para identificação de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais 

ou maiores que os pré estabelecidos na pontuação de cada alelo – quadrados em amarelo) significa uma provavel ligação do peptídeo selecionado aos alelos previstos para uma 

possível ligação as moléculas de MHC de classe II. 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 
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Quadro 16. Peptideo GRDVRDSDDADHSTGN avaliado em servidor EpiDOCK server para identificação de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais 

ou maiores que os pré estabelecidos na pontuação de cada alelo – quadrados em amarelo) significa uma provavel ligação do peptídeo selecionado aos alelos previstos para uma 

possível ligação as moléculas de MHC de classe II. 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 
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Quadro 17. Peptideo KPGGDAGRRGGAQKTV avaliado em servidor EpiDOCK server para identificação de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais 

ou maiores que os pré estabelecidos na pontuação de cada alelo – quadrados em amarelo) significa uma provavel ligação do peptídeo selecionado aos alelos previstos para uma 

possível ligação as moléculas de MHC de classe II. 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 
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Quadro 18. Peptideo TCILSHKPGGDAGRRG avaliado em servidor EpiDOCK server para identificação de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais 

ou maiores que os pré estabelecidos na pontuação de cada alelo – quadrados em amarelo) significa uma provavel ligação do peptídeo selecionado aos alelos previstos para uma 

possível ligação as moléculas de MHC de classe II. 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 
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Quadro 19. Peptideo GGAQKTVVSATAVSTL avaliado em servidor EpiDOCK server para identificação de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais 

ou maiores que os pré estabelecidos na pontuação de cada alelo – quadrados em amarelo) significa uma provavel ligação do peptídeo selecionado aos alelos previstos para uma 

possível ligação as moléculas de MHC de classe II. 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 
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Quadro 20. Peptideo DLCSKDEDRHRAAATS avaliado em servidor EpiDOCK server para identificação de ligantes de alelos de HLA.  Resultados positivos (iguais 

ou maiores que os pré estabelecidos na pontuação de cada alelo – quadrados em amarelo) significa uma provavel ligação do peptídeo selecionado aos alelos previstos para uma 

possível ligação as moléculas de MHC de classe II. 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 
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Quadro 21. Peptideo GQSNQLRPTVSWDLCS avaliado em servidor EpiDOCK server para identificação de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais 

ou maiores que os pré estabelecidos na pontuação de cada alelo – quadrados em amarelo) significa uma provavel ligação do peptídeo selecionado aos alelos previstos para uma 

possível ligação as moléculas de MHC de classe II. 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 
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Quadro 22. Peptideo HRAAATSDGPGLLRWF avaliado em servidor EpiDOCK server para identificação de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais 

ou maiores que os pré estabelecidos na pontuação de cada alelo – quadrados em amarelo) significa uma provavel ligação do peptídeo selecionado aos alelos previstos para uma 

possível ligação as moléculas de MHC de classe II. 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 
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Quadro 23. Peptideo STLREATGAAAIGQSN avaliado em servidor EpiDOCK server para identificação de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais ou 

maiores que os pré estabelecidos na pontuação de cada alelo – quadrados em amarelo) significa uma provavel ligação do peptídeo selecionado aos alelos previstos para uma 

possível ligação as moléculas de MHC de classe II. 
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Quadro 24. Peptideo LLRWFAGSPPVAPEHT avaliado em servidor EpiDOCK server para identificação de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais 

ou maiores que os pré estabelecidos na pontuação de cada alelo – quadrados em amarelo) significa uma provavel ligação do peptídeo selecionado aos alelos previstos para uma 

possível ligação as moléculas de MHC de classe II. 
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Quadro 25. Peptideo PVAPEHTLSQRKNLSH avaliado em servidor EpiDOCK server para identificação de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais 

ou maiores que os pré estabelecidos na pontuação de cada alelo – quadrados em amarelo) significa uma provavel ligação do peptídeo selecionado aos alelos previstos para uma 

possível ligação as moléculas de MHC de classe II. 
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Quadro 26. Peptideo IDAWAASPLYSSPLAL avaliado em servidor EpiDOCK server para identificação de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais ou 

maiores que os pré estabelecidos na pontuação de cada alelo – quadrados em amarelo) significa uma provavel ligação do peptídeo selecionado aos alelos previstos para uma 
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possível ligação as moléculas de MHC de classe II. 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Quadro 27. Peptideo VTDGMLTGHFSALRLC avaliado em servidor EpiDOCK server para identificação de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais 
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ou maiores que os pré estabelecidos na pontuação de cada alelo – quadrados em amarelo) significa uma provavel ligação do peptídeo selecionado aos alelos previstos para uma 

possível ligação as moléculas de MHC de classe II. 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 
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Quadro 28. Peptideo CVILLLTVTDGMLTG avaliado em servidor EpiDOCK server para identificação de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais ou 

maiores que os pré estabelecidos na pontuação de cada alelo – quadrados em amarelo) significa uma provavel ligação do peptídeo selecionado aos alelos previstos para uma 

possível ligação as moléculas de MHC de classe II. 

 

 
 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 
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Quadro 29. Pesagem de camundongos Balb/c e Swiss dos Grupos 1, 2, 3 e 4 nos dias 0 (início da imunização), 7, 14 (última 

imunização dos camundongos swiss) e 21 (última imunização dos camundongos Balb/c). Total de peso por grupos de cada uma 

das pesagens para avaliação de citotoxicidade do imunizante administrado. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 0 Dia 7 Dia 14

Camundongo 1 28 27 28 30 Camundongo 1 25 27 28

Camundongo 2 26 27 27 33 Camundongo 2 40 42 42

Camundongo 3 25 27 28 28 Camundongo 3 35 38 39

Camundongo 4 27 29 29 30 Camundongo 4 42 48 47

Camundongo 5 26 26 28 30 Camundongo 5 30 33 32

Total G1 132 136 140 151 Total G1 172 188 188

Camundongo 1 27 31 31 30 Camundongo 1 40 43 42

Camundongo 2 24 30 28 31 Camundongo 2 38 38 37

Camundongo 3 27 30 27 30 Camundongo 3 34 38 36

Camundongo 4 28 30 26 31 Camundongo 4 33 34 35

Camundongo 5 27 29 28 29

Total G2 133 150 140 151

Camundongo 1 27 31 31 31 Camundongo 1 55 58 57

Camundongo 2 28 27 28 28 Camundongo 2 44 44 46

Camundongo 3 27 26 27 31 Camundongo 3 45 48 48

Camundongo 4 30 30 26 32 Camundongo 4 47 48 49

Camundongo 5 31 28 29 30 Camundongo 5 56 57 55

Total G3 143 142 141 152 Total G3 247 255 255

Camundongo 1 27 31 29 28 Camundongo 1 44 47 49

Camundongo 2 26 28 28 29 Camundongo 2 43 45 44

Camundongo 3 26 26 29 29 Camundongo 3 48 50 49

Camundongo 4 30 26 30 30 Camundongo 4 44 46 47

Camundongo 5 27 27 28 29 Camundongo 5 35 38 38

Total G4 136 138 144 145 Total G4 214 226 227

G4

Peso (g)

Total G2 145 153 150

Swiss

G1

G2

G3

G4

G3

G2

G1

Peso (g)
Balb/c
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Figura 15. Resposta de anticorpos IgG contra GD2102 (A) e GD2202 (B) de L. infantum. Cada grupo de camundongo Swiss 

(n=5) recebeu duas doses da formulação vacinal via subcutânea, com intervalo de 14 dias entre a primeira e a segunda dose. Quatro 

dias após a terceira dose, o sangue dos animais foi coletado para a obtenção do soro e determinação do título de anticorpo IgG por 

meio de ELISA indireto. Para esse ensaio, as placas de Elisa Nunc MaxiSorpTM foram sensibilizadas usando solução-tampão 

carbonato de sódio (0,1 mol.L-1, pH 9,5) contendo o peptídeo GD2202 (20 μg.mL-1). O resultado representa os valores de 

absorbância de anticorpos conjugados com HRP (Abcam) e diluição de 1:100 do pool de soro de camundongos. Grupos: G1 -PBS 

(100 µL); G2 - GD2202 com PBS (100 µg/mL); G3 - peptídeo (100 µg) + adjuvante MontanideTM Gel 01 (10% da solução) + PBS; 

G4 - peptídeo (1 mg) encapsulado em lipossomas. A significância estatística foi determinada por ANOVA usando o teste de 

comparações múltiplas de Tukey com intervalo de confiança de 95%. 

  
Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 
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