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RESUMO 

O diagnóstico da leishmaniose visceral (LV) apresenta problemas devido à toxicidade 

e / ou alto custo dos medicamentos. Além disso, não existe vacina para proteger 

contra doenças humanas. Neste estudo, a antigenicidade e a imunogenicidade da 

proteína amastina foram avaliadas em cães e humanos infectados por L. infantum. 

Para o diagnóstico, além da proteína recombinante, 1 epítopo linear de célula B foi 

sintetizado e avaliado em ensaios sorológicos. Os resultados mostraram alta 

sensibilidade e especificidade para detectar a doença quando ambos os antígenos 

foram empregados contra um painel sorológico canino e humano. Em contraste, 

quando se utiliza rA2 e uma preparação antigênica de Leishmania solúvel, os valores 

de sensibilidade e especificidade mostraram-se mais baixos. Um estudo preliminar de 

imunogenicidade mostrou que a proteína amastina induziu alta produção de IFN-γ e 

baixa IL-10 em PBMC estimuladas derivadas de pacientes com VL tratados e 

indivíduos saudáveis, sugerindo um uso potencial dessa proteína como um 

imunógeno para proteger contra doenças humanas. 

Palavras-chave: Amastina; proteínas recombinantes; peptídeos; sorodiagnóstico; 

leishmaniose visceral; imunogenicidade. 
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ABSTRACT 

The diagnosis of visceral leishmaniasis (VL) presents problems due to the toxicity 

and/or high cost of drugs. In addition, no vaccine exists to protect against human 

disease. In this study, the antigenicity and immunogenicity of amastin protein were 

evaluated in L. infantum–infected dogs and humans. For the diagnosis, besides the 

recombinant protein, 1 linear B-cell epitope was synthetized and evaluated in 

serological assays. Results showed high sensitivity and specificity values to detect the 

disease when both antigens were employed against a canine and human serological 

panel. By contrast, when using rA2 and a soluble Leishmania antigenic preparation, 

sensitivity and specificity values proved to be lower. A preliminary immunogenicity 

study showed that the amastin protein induced high IFN-γ and low IL-10 production in 

stimulated PBMC derived from treated VL patients and healthy subjects, thus 

suggesting a potential use of this protein as an immunogen to protect against human 

disease. 

Keywords: Amastin; recombinant proteins; peptides; serodiagnosis; visceral 

leishmaniasis; immunogenicity. 
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CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

O tema escolhido para a dissertação foi devido à elevada incidência das 

leishmanioses no mundo, e apesar da mesma ter um alcance global, ainda hoje é 

considerada uma doença negligenciada. Com isso, são necessários estudos que 

visam mudar esse perfil, estimulando o investimento em recursos que viabilizem um 

diagnóstico precoce, um tratamento adequado, bem como medidas de prevenção 

contra a doença. 

Em virtude da possibilidade de ocorrerem falhas nos testes diagnósticos, 

podem acontecer casos de animais infectados não serem detectados, vivendo em 

meio à sociedade como reservatórios do parasito e, consequentemente, aumentando 

as chances de disseminação da doença para o homem através do inseto vetor. Além 

disso, deve-se considerar a gravidade da doença e a toxicidade dos tratamentos 

utilizados em casos humanos, o que resulta em um fator que justifica a importância 

de um diagnóstico correto. Desse modo, a detecção dos casos positivos com elevada 

sensibilidade e especificidade é de extrema necessidade, a fim de aumentar a 

confiabilidade dos testes, bem como, minimizar os custos do mesmo, beneficiando os 

pacientes e também os sistemas de saúde.  

Outro motivo que justifica a escolha desse tema foi o fato de ter feito iniciação 

científica durante a graduação, onde pude conhecer o trabalho realizado pelo 

professor Dr. Eduardo Antonio Ferraz Coelho, que se dedica ao estudo das 

leishmanioses, e cujo assunto me despertou interesse. 

Sendo assim, este trabalho foca na obtenção de uma proteína recombinante e 

um de seus epítopos específicos de células B, derivada de Leishmania infantum, e 

sua aplicação para o sorodiagnóstico da leishmaniose visceral canina e humana. A 

apresentação deste documento foi realizada de acordo com a Resolução nº 02/2013, 

de 18 de setembro de 2013, que regulamenta o formato dos trabalhos finais e 

estabelece condições para a marcação da defesa de teses e dissertações do 

Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde: Infectologia e Medicina Tropical, 

da Faculdade de Medicina da UFMG. 
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1. INTRODUÇÃO 

As leishmanioses se constituem por um conjunto de doenças infecciosas e 

parasitárias, que são ocasionadas por protozoários do gênero Leishmania, e cuja 

transmissão ocorre durante o repasto sanguíneo por fêmeas de vetores dos gêneros 

Phlebotomos e Lutzomyia, em países do Velho Mundo e nas Américas, 

respectivamente (WHO, 2019). A manutenção e a circulação das diferentes espécies 

de Leishmania na natureza ocorrem principalmente em ambiente silvestre, contudo, 

pode-se observar uma maior incidência da enfermidade em áreas urbanas e 

periurbanas (WHO, 2010). 

A forma mais grave da doença é a leishmaniose visceral (LV), que pode 

ocasionar o óbito de aproximadamente vinte mil pessoas por ano (WHO, 2017). Na 

América, a principal espécie causadora da LV é a Leishmania infantum, enquanto que 

a espécie prevalente no hemisfério oriental é a Leishmania donovani (Griesven e Diro, 

2019). 

Nas áreas urbanas endêmicas, os cães são considerados importantes 

hospedeiros do parasito, atuando como reservatório e sendo apontados como 

potenciais fontes de infecção, fazendo-se necessária a adoção de medidas de 

controle da LVC com vista na redução da disseminação da doença (Dantas-Torres, 

2007). 

O diagnóstico precoce da LV facilita a elaboração de um tratamento mais 

adequado contra a doença, aumentando a chance de cura de vários pacientes, assim 

como diminuindo a possibilidade de disseminação da doença (Coelho et al., 2009). O 

método de diagnóstico parasitológico convencional, baseado na visualização direta 

do parasito via microscopia, apesar de ser utilizado para comprovar a LV, demostra 

uma variação na sensibilidade (Griensven e Diro, 2019). Uma melhor opção para 

detectar a doença são os testes sorológicos, que possuem bom custo-benefício e, 

especialmente, porque envolvem métodos que são menos invasivos nas coletas das 

amostras que serão avaliadas (Coelho et al., 2016). 

Atualmente, existe um kit comercial, Kalazar Detect™, que é um método 

imunocromatográfico baseado na proteína recombinante k39, onde se detecta 

anticorpos específicos contra essa proteína em soros de pacientes com LV (Sundar e 

Rai, 2002; Boelaert et al. 2007). Outro teste semelhante tem sido empregado para o 

diagnóstico da leishmaniose visceral canina (LVC), o Dual Path Platform - DPP®, que 
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detecta anticorpos contra as proteínas rk26 e rk39 (Pinto et al., 2016). Contudo, esses 

testes ainda apresentam problemas em relação à especificidade e sensibilidade 

quando utilizadas diferentes classes de soros, podendo gerar resultados falso-

negativos em indivíduos com LV recém-infectados ou nos imunossuprimidos, bem 

como resultados falso-positivos em indivíduos com doenças correlacionadas à LV ou 

que vivem em áreas endêmicas da doença (Cunningham et al., 2009; Horst et al., 

2012; Grimaldi et al., 2012; Moura et al., 2013). 

Novos progressos em genômica, proteômica e bioinformática estão resultando 

em estratégias inovadoras para identificar marcadores antigênicos para as doenças 

(Costa et al., 2011; Duarte et al., 2015). Em trabalhos recentes, a proteína amastina 

foi identificada em formas amastigotas de L.infantum por anticorpos presentes em 

soros de cães com LV sintomáticos e assintomáticos, além de ser conservada em 

diferentes espécies do parasito Leishmania spp., o que levou a crer que esta proteína 

poderia ser um alvo diagnóstico interessante a ser estudado (Jackson, 2010; Coelho 

et al., 2012). 

Nesta pesquisa, a porcentagem de sensibilidade e especificidade utilizando a 

proteína recombinante amastina (rAmastina) e um epítopo específico de célula B 

derivado da amastina, foram investigados em amostras de soros humanos e caninos, 

por meio do método de ELISA, e os resultados mostraram que a detecção de 

anticorpos específicos à proteína pode vir a melhorar o sorodiagnóstico da 

leishmaniose visceral nesses hospedeiros mamíferos. 
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2.REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Epidemiologia da leishmaniose visceral 

As leishmanioses são doenças infecto-parasitárias negligenciadas que 

representam um grande problema de saúde pública e acometem principalmente 

países que apresentam baixas taxas de desenvolvimento socioeconômico. Calcula-

se que aproximadamente 350 milhões de pessoas estejam expostas aos riscos de 

infecção (Croft et al., 2003; WHO, 2017). 

Dentre os casos anuais de leishmaniose, estima-se que haja uma incidência 

aproximada de 0,2 a 0,4 milhões de novos casos correspondentes à leishmaniose 

visceral, sendo que nas Américas, estima-se que o Brasil seja responsável por 96% 

dos casos, o que faz com que a doença seja considerada um importante problema de 

Saúde Pública (Alvar et al., 2012; WHO, 2019). Dentre os casos globais, estima-se 

que 90% acometem principalmente países como Índia, Bangladesh, Sudão, Sudão do 

Sul, Brasil e Etiópia, no entanto, os dados associados à mortalidade são baixos, visto 

que somente as mortes hospitalares estão demonstradas (Alvar et al., 2012). 

Em relação à LV zoonótica, os cães constituem os principais reservatórios 

urbanos para L. infantum, agente etiológico da leishmaniose visceral canina (LVC), 

além de desempenharem um papel fundamental no ciclo de transmissão a outros 

seres vivos (Sevá et al., 2016; Rocha et al., 2018). Vale ressaltar que na América do 

Sul existem milhões de cães que estão infectados, sendo que, principalmente no 

Brasil e na Venezuela, essa taxa de infecção é consideravelmente mais elevada 

(Baneth et al., 2008). Diante disso, a LVC requer uma atenção especial pelas 

autoridades competentes, principalmente por apresentar uma maior taxa de 

prevalência em relação à doença humana e por haver uma associação direta entre o 

número de cães infectados e o aumento da incidência da doença em seres humanos, 

sugerindo um maior risco para os indivíduos (Duprey, et al., 2006). 

Adicionalmente aos motivos citados, também se deve levar em consideração a 

existência de muitos animais assintomáticos residentes em áreas endêmicas da 

doença, os quais podem potencializar a transmissão dos parasitos, através do inseto 

vetor, a novos hospedeiros (Marzochi et al., 1985; Duprey, et al., 2006). Ressalta-se 

que essa disseminação da doença é propiciada também pela migração de cães 

infectados para áreas não endêmicas, assim como a migração de cães saudáveis 
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para áreas endêmicas da doença, o que facilita a continuação do ciclo do parasito 

(Arias et al., 1996). Além disso, também há outros fatores facilitadores, como o cambio 

climático, que em certos momentos pode favorecer a aparição do vetor de transmissão 

da doença (Adegboye et al., 2019; Mendes et al., 2016). 

2.2 Etiologia e ciclo biológico do parasito Leishmania ssp. 

As leishmanioses são doenças vetoriais causadas por parasitos protozoários, 

os quais pertencem ao Sub-reino Protozoa, Filo Sarcomastigophora, Ordem 

kinetoplastida, Família Trypanosomatidae e ao gênero Leishmania. O vetor 

transmissor é um inseto da Ordem Diptera, Família Psychodidae, Sub-Família 

Phlebotominae, pertencente aos gêneros Phlebotomus e Lutzomyia, em países do 

Velho Mundo e nas Américas, respectivamente. Ressalta-se que apenas as fêmeas 

possuem hábitos hematófagos, sendo capazes de disseminar a doença, enquanto 

que, diferentemente, os machos são fitófagos (Grimaldi e Tesh, 1993). 

Os parasitos Leishmania spp. são heteroxênicos, sendo que alternam os 

estágios de vida entre hospedeiros mamíferos e invertebrados. Dentre os hospedeiros 

mamíferos, encontra-se uma ampla variedade de espécies, como cães domésticos, 

gatos e coelhos, além de animais silvestres, como raposas e marsupiais (Quinnell e 

Courtenay, 2009; Roque e Jansen, 2014). 

Os parasitos ainda possuem ciclo de vida dimórfico, se apresentando sob duas 

formas morfológicas principais: amastigotas e promastigotas. As formas 

promastigotas, as quais são identificadas no vetor transmissor da doença, 

caracterizam-se por terem formato alongado, delgado e possuirem um único flagelo, 

que é o responsável por lhes conferir motilidade. Ademais, possuem um cinetoplasto 

que se localiza entre a porção anterior e o núcleo (Sacks e Kamhawi, 2001; Sacks e 

Sher, 2002). 

Quanto às formas amastigotas, são arredondadas, detêm um flagelo 

rudimentar, e um cinetoplasto em formato de bastão, sendo que a multiplicação ocorre 

nos vacúolos parasitóforos, no interior do sistema fagocítico mononuclear dos 

mamíferos (Sacks e Kamhawi, 2001; Sacks e Sher, 2002). 

Um fator importante na epidemiologia dessa enfermidade são os insetos 

vetores. A fêmea do flebotomínio necessita de sangue para ovulação e 

desenvolvimento de ovos, sendo assim, ao realizar o repasto sanguíneo em 
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mamíferos infectados, pode ocorrer a transmissão do parasito do hospedeiro 

mamífero para o inseto vetor, sendo que estes parasitos podem se encontrar em 

formas amastigotas livres no sangue ou dentro de células fagocíticas infectadas 

(Pessoa e Martins, 1988; Medeiros et al., 2005; Bates, 2007). 

Essas células, ao alcançarem o intestino do flebotomínio, vão romper-se e 

liberar os parasitos, que seguidamente transformam-se nas formas promastigotas 

procíclicas e então migram para o trato digestório médio e anterior do flebótomo, onde 

passam por um processo de multiplicação e diferenciação em promastigotas 

metacíclicas. Esta forma infectiva do parasito coloniza as glândulas salivares do vetor 

tornando-o apto a infectar um novo hospedeiro mamífero (Pessoa e Martins, 1988; 

Medeiros et al., 2005). 

Quando o vetor infectado realiza um novo repasto sanguíneo, o mesmo pode 

regurgitar as formas promastigotas metacíclicas, que serão veiculadas juntamente 

com a saliva, na derme do hospedeiro mamífero. Prontamente, neutrófilos, monócitos 

e macrófagos, migram para o local da infecção, quando irão fagocitar as formas 

promastigotas dos parasitos, e uma vez dentro dos fagolisossomos, se diferenciam 

em formas amastigotas. (Kaye e Scott, 2011; Ribeiro-Gomes e Sacks, 2012; Handler 

et al., 2015). 

As amastigotas passam então a replicar através de divisão binária até que 

ocorra a lise celular e, portanto, a liberação dessas formas no hospedeiro. Desse 

modo, os parasitos que foram liberados podem ser fagocitados por outras células e 

dar seguimento à disseminação no hospedeiro mamífero ou podem ser novamente 

ingeridos por outros vetores, concluindo o ciclo biológico do parasito Leishmania spp. 

(Pessoa e Martins, 1988; Medeiros et al., 2005). O ciclo biológico do agente infeccioso 

das leishmanioses está resumido na figura 1. 
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Figura 1. Ciclo biológico do parasito Leishmania spp. 1. Infecção do inseto vetor fêmea no momento 

em que realiza o repasto sanguíneo em um hospedeiro infectado (ingestão de amastigotas). 2. 
Transformação das formas amastigotas em promastigotas metacíclicas no interior do vetor. 3. 
Penetração ativa das formas promastigotas metacíclicas e infecção do hospedeiro mamífero. 4. 
Fagocitose dos parasitos por macrófagos, onde ocorre a transformação em amastigotas e proliferação. 
5. Lise da célula hospedeira com liberação das amastigotas. 6. Disseminação dos parasitos para órgãos 
e tecidos do hospedeiro mamífero e possibilidade de um novo repasto sanguíneo pelo inseto vetor. 
Adaptado de Nieto et al. (2011). 
 

2.3 Manifestações clínicas das leishmanioses 

As leishmanioses possuem uma grande variedade de manifestações clínicas, 

e sua patogenia pode ser definida por características relacionadas aos hospedeiros, 

como os fatores genéticos e imunológicos, aliados aos fatores correspondentes ao 

parasito, como a virulência da espécie infectante e os componentes salivares do vetor 

(Kane e Mosser, 2001; Sharifi et al.,2017). 

Em decorrência dessa interação, o desenvolvimento da doença pode ocorrer 

desde a forma assintomática até variadas formas clínicas. Sendo assim, as 

leishmanioses podem ser classificadas, de acordo com as manifestações clínicas, em 

duas grandes categorias, que compreendem a leishmaniose tegumentar (LT): a qual 

abrange as formas cutânea (LC), cutâneo-localizada (LCL), mucosa (LM) e cutâneo-

difusa (LCD); e a leishmaniose visceral (LV) (Kane e Mosser, 2001; Sharifi et al.,2017; 

Scorza et al., 2017). 
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A forma clínica mais encontrada nos pacientes com LT é a cutânea (Stebut, 

2014). A mesma se enquadra entre as doenças tropicais negligenciadas, e é 

prevalente em países de baixa renda (Molyneux, 2014). Trata-se de uma doença que 

pode acarretar uma vasta gama de sintomas, desde lesões de cura espontânea até 

lesões abertas, sendo que pode haver comprometimento da pele, levando a 

desfigurações. No processo de cura clínica, as úlceras deixam cicatrizes 

permanentes, gerando um impacto psicológico significativo, e desse modo, 

despertando outras doenças, como, por exemplo, depressão e ansiedade e, 

consequentemente, levando a uma diminuição da qualidade de vida do indivíduo (da 

Silva, et al., 2017; Moosavian et al., 2019). 

A LCL possui uma lesão inicial que, regularmente, é caracterizada como uma 

pápula eritematosa de aspecto firme, e geralmente é atribuída à picada do vetor, que 

ocasionalmente ocorre em regiões mais expostas do corpo, como face e membros 

superiores e inferiores. Essa lesão, no decorrer do tempo, tende a aumentar 

gradativamente de forma periférica, de modo que o centro da mesma é constituído 

por uma crosta sanguinolenta que, posteriormente, resulta em uma úlcera. Essas 

lesões iniciais também podem se apresentar como uma vesícula com infiltração nas 

bordas ou até mesmo como placas de aspecto eritematoso (Gontijo et al., 2003; Paniz-

Mondolfi et al., 2017). 

A LM, em geral, acontece posteriormente a uma aparente solução da infecção 

cutânea (Daneshbod et al, 2011). Na maioria dos casos, ocorre em indivíduos que 

possuem histórico de leishmaniose cutânea localizada, e que apesar de terem tido 

uma boa resposta ao tratamento, algum tempo após a doença inicial, podendo variar 

de meses a anos, manifestam lesões no trato respiratório superior (Paniz-Mondolfi et 

al., 2017). As lesões, nesse caso, são de caráter infiltrante e podem gerar destruição 

parcial ou total da mucosa do nariz, boca, faringe, laringe e traqueia. Desse modo, é 

uma manifestação clínica que pode resultar em uma deformidade considerável no 

local da lesão, acarretando problemas para os pacientes frente à rejeição da 

sociedade (WHO, 2015). 

A LCD trata-se de uma forma mais rara e grave da leishmaniose cutânea 

localizada e têm como característica o surgimento de diversas lesões satélites que 

podem agregar e formar placas que revestem grandes áreas da pele. Essas lesões, 

normalmente, são nodulares ou papulosas, além de conterem a forma amastigota do 
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parasito em abundância e raramente se ulceram (Goto e Lindoso, 2010; Scorza et 

al.,2017). O fato das lesões estarem disseminadas por todo o corpo pode estar 

relacionado à ineficiência ou ausência de resposta celular por parte do sistema imune 

do hospedeiro (Desjeux, 2004). 

A LV possui como característica sintomas como febre e hepatoesplenomegalia, 

além de estar associada à deficiência nutricional e, consequentemente, à perda de 

peso. Alguns pacientes, por razões ainda desconhecidas, mas que se pressupõe 

estarem associadas ao parasito e as respostas imunes efetivas, podem desenvolver 

a forma mais grave da doença (Fievez et al., 2019), que pode ser fatal se não tratada 

(Ready, 2014). 

As manifestações clínicas são de intensidade variável, sendo que indivíduos 

podem permanecer assintomáticos por longos períodos de tempo, fator que dificulta 

o diagnóstico clínico, embora cerca de 20% dos pacientes infectados desenvolvam a 

forma aguda da doença. Os sintomas possuem caráter progressivo e as complicações 

decorrentes da evolução da doença são responsáveis pelos óbitos (Badaró et al., 

1986; Gama et al., 2004). 

Na LVC, os animais podem permanecer infectivos por um longo período de 

tempo. Frequentemente, estes animais não apresentam manifestações clínicas, mas, 

no entanto, possuem uma alta taxa de infecção (Baneth et al., 2008). Cães 

assintomáticos exprimem uma resposta imune celular predominante, com presença 

de níveis elevados de IL-2 e TNF-α e uma resposta mista Th1/Th2, sendo prevalente 

a resposta Th1, mediada especialmente por citocinas IL-12, IL-18 e IFN-ɣ. Por outro 

lado, animais que apresentam sinais clínicos demonstram uma fraca resposta celular, 

com baixos níveis de IFN-ɣ e uma resposta humoral elevada frente aos antígenos do 

parasito (Palatnik-de-Souza et al., 2012). 

Os sinais clínicos mais comuns entre os animais sintomáticos são alterações 

dermatológicas, linfadenopatia, hepatoesplenomegalia, perda de peso, uveíte, 

onicogrifose, alopecia e ceratoconjuntivite (Ettinger e Feldman, 2004). 

2.4 Diagnóstico da leishmaniose visceral humana 

O diagnóstico precoce seguido de um tratamento completo são elementos 

primordiais na diminuição da disseminação da leishmaniose visceral (Singh e Sundar, 

2015), no entanto, a toxicidade do tratamento, bem como seu alto custo, enfatiza a 
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importância de um teste diagnóstico confirmatório com alta especificidade e 

sensibilidade, uma vez que, o controle dos casos individuais e também a adoção de 

medidas de controle são prejudicadas por ferramentas diagnósticas inadequadas 

(Diro et al., 2017). 

 O teste diagnóstico para as leishmanioses é feito com base em avaliações dos 

sinais clínicos relacionados a dados epidemiológicos locais, bem como a exames 

laboratoriais específicos (Tesh, 1995). A técnica considerada como padrão ouro no 

diagnóstico da LV é o exame parasitológico, que consiste na visualização da forma 

amastigota do parasito no interior de macrófagos e é realizada através de exame 

microscópico de aspirados de baço, medula óssea ou linfonodo. É uma técnica 

normalmente usada, apesar de ser arriscada, dolorosa e invasiva (Griensven e Diro, 

2012; Pace, 2014). 

Apesar da identificação dos parasitos através da análise microscópica ser 

definitiva para manter a elevada especificidade do teste, devido à distribuição não 

homogênea dos parasitos nos órgãos, a sensibilidade se torna inconstante. A eficácia 

da detecção parasitária pode variar de acordo com o órgão, sendo de 93% a 99% para 

aspirados do baço, de 53% a 86% para amostras da medula óssea e de 53% a 65% 

em aspirados de linfonodo (Reithinger et al., 2007). 

Por mais que haja uma elevada confiabilidade de detecção parasitária ao 

utilizar o aspirado de baço, complicações derivadas da técnica podem ocorrer, como 

por exemplo a possibilidade de hemorragias durante o processo, requerendo assim 

algumas precauções rigorosas para a segurança, como uma boa infra-estrutura clínica 

e especialização complexa do médico, o que acaba por limitar o uso dessa técnica 

(Reithinger et al., 2007). 

O método imunológico pioneiro no diagnóstico laboratorial foi o teste de 

intradermorreação de Montenegro (IDRM), que se baseia em uma reação de 

hipersensibilidade tardia mediada por células T de memória que possuam 

especificidade contra antígenos do parasito; contudo, existem algumas adversidades 

com relação ao teste, sendo que indivíduos saudáveis e que vivem em áreas 

endêmicas da doença, pacientes curados ou aqueles com doenças correlacionadas, 

podem apresentar resultados falso positivos para leishmaniose. Além disso, 

indivíduos que tiveram a forma difusa da doença, que sejam recém infectados ou 

imunossuprimidos, podem apresentar resultados falso negativos, o que aponta uma 
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variação na sensibilidade do teste (Weigle et al., 1991; de Paiva-Cavalcanti et al., 

2015). Dessa forma, em razão da variação da sensibilidade e da especificidade, esta 

técnica entrou em desuso (Espir et al, 2016). 

Outras técnicas que empregam métodos moleculares, como a Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR) e PCR real time, que surgiu posteriormente e possibilita 

a quantificação da carga parasitária, têm a vantagem de replicar o genoma do parasito 

desde uma quantidade mínima de DNA circulante nas amostras biológicas (Lima-

Junior et al., 2013; Akhoundi et al., 2017; Hossain et al., 2017), sendo que, esses 

testes visam a detecção de ácidos nucleicos específicos do parasito (Sundar e Rai, 

2002; Srivastava et al., 2011; de Paiva-Cavalcanti et al., 2015). 

A detecção de DNA por meio de PCR realizado em aspirados de sangue e de 

medula óssea indica uma sensibilidade mais elevada em comparação ao exame 

parasitológico (Deborggraeve, et al., 2008; Adams, et al., 2013; Hossain et al., 2017), 

contudo, existem limitações quanto ao seu uso, já que a técnica é realizada em apenas 

alguns centros de pesquisa e hospitais de referência. Além disso, dependendo da 

amostra analisada, essa técnica pode apresentar variações com relação à 

sensibilidade, devido ao fato de diferentes órgãos ou frações teciduais poderem ou 

não demonstrar a presença homogênea de parasitos. Ademais, possuem um alto 

custo e necessitam de profissionais especializados (Sundar e Rai, 2002; Srivastava et 

al., 2011; de Paiva-Cavalcanti et al., 2015). 

Testes sorológicos, tais como o ensaio imunoenzimático (ELISA), ensaio de 

imunofluorescência indireta (IFAT), teste de aglutinação direta (DAT), Western-blot e 

o teste imunocromatográfico (ICT) podem ser usados no sorodiagnóstico laboratorial 

das leishmanioses e fundamentam-se na detecção de anticorpos específicos dos 

parasitos em amostras de soro ou de plasma dos indivíduos, entretanto, também há 

possibilidade de apresentarem variações com relação à sensibilidade e/ou 

especificidade dos testes (Srivastava et al., 2011; de Paiva-Cavalcanti et al., 2015). 

Dentre os testes laboratoriais para o sorodiagnóstico da LV, a técnica de ELISA 

é a mais comumente usada, apesar da sensibilidade e da especificidade dependerem 

dos antígenos utilizados. Uma vantagem é que esta técnica é simples de ser 

executada, além de ser adaptável ao uso de diferentes moléculas antigênicas. Em 

contrapartida, necessita de equipe qualificada e equipamentos sofisticados e, por tais 

fatos, nem sempre é viável para algumas áreas endêmicas (Elmahallawy et al., 2014). 
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Das ferramentas atualmente disponíveis para o diagnóstico da LVH, existe um 

teste imunocromatográfico baseado no antígeno k39. Essa proteína tem a capacidade 

de reconhecer anticorpos específicos antileishmania do complexo donovani. Trata-se 

de um teste rápido, possível de ser utilizado em condições de campo e de fácil 

execução (Sundar et al., 2007; Maia et al., 2012). Porém, o teste de fita possui 

limitações, podendo detectar pacientes com outras doenças como falso-positivos 

(Mandal et al., 2008). 

A maioria dos estudos desenvolvidos em relação ao diagnóstico das 

leishmanioses utiliza o extrato protéico solúvel de Leishmania (SLA) no preparo dos 

testes, uma vez que este antígeno possui elevada sensibilidade. Entretanto, um dos 

grandes problemas encontrados é a baixa especificidade do teste, pois podem ocorrer 

reações cruzadas com outras doenças que acabam por acusar resultados falso-

positivos (Souza et al., 2013; De Paiva-Cavalcanti et al., 2015). 

Uma boa opção, que proporciona uma melhoria na especificidade dos testes, é 

a utilização de moléculas semi-purificadas ou purificadas do parasito, além do uso de 

proteínas recombinantes e peptídeos sintéticos; o que pode pemitir uma melhor 

discriminação da doença com outras patologias que podem gerar reações sorológicas 

cruzadas (Celeste et al., 2014). 

2.5 Diagnóstico da leishmaniose visceral canina 

Os cães são considerados os principais reservatórios domésticos do parasito 

no ciclo de transmissão urbano da LV, desempenhando um importante papel sobre o 

mesmo, e, consequentemente, afetando o homem, pois aumenta as chances de que 

este seja infectado através do inseto vetor. Vale salientar que no ciclo silvestre, 

animais como lobos, raposas e coiotes, entre muitos outros, também podem atuar 

como reservatórios da doença (Costa, 2011).  

A realização do diagnóstico clínico da LVC é dificultada, já que existe uma vasta 

diversidade de sintomas dessa enfermidade. Além disso, alguns animais podem 

seguir assintomáticos por períodos significativos de tempo, mas ainda sim 

permanecerem infecciosos ao vetor (Gomes et al., 2008). 

Frequentemente, realiza-se o diagnóstico da LVC com base na detecção de 

parasitos em aspirados de baço, linfonodo e/ou medula óssea (Santos et al., 2018), 

no entanto, métodos parasitológicos diretos podem culminar em resultados falso 
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negativos, gerados talvez pelos baixos níveis de Leishmania nas amostras clínicas ou 

simplesmente pela dificuldade na identificação morfológica do parasito. Somado a 

isso, deve-se considerar o fato da técnica ser altamente invasiva (Gomes et al., 2008; 

Pessoa-e-Silva et al., 2019). 

Técnicas sorológicas, tais como IFAT, DAT e ELISA, são usadas no 

sorodiagnóstico da LVC, entretanto, essas metodologias apresentam vantagens e 

desvantagens (Nunes et al., 2015). Tais métodos se fundamentam na detecção de 

anticorpos específicos ao parasito, em amostras de soro ou de plasma; entretanto, 

existe uma probabilidade de retratarem adversidades com respeito à sensibilidade e 

à especificidade dos testes, pois podem ocorrer problemas em decorrência de 

resultados falso-positivos devido à reatividade cruzada em cães infectados, por 

exemplo, com T.cruzi e E.canis, bem como a ocorrência de falso-negativos (Gomes 

et al., 2008; de Paiva-Cavalcanti et al., 2015). 

A técnica de ELISA usando o SLA é bastante empregada para identificar cães 

com LV, no entanto, o uso do antígeno bruto leva a resultados inconsistentes, uma 

vez que não geram bons resultados de sensibilidade quando avaliados cães 

assintomáticos, e também não gera especificidade satisfatória, já que a reatividade 

com anticorpos de animais apresentando doenças cruzadas podem levar a resultados 

falso-positivos (Porrozzi et al., 2007; Miro et al., 2008).  

A tecnologia de DNA recombinante, que permite o desenvolvimento de 

protéinas antigênicas em bactérias, de forma isolada ou combinada, vem sendo 

utilizada na busca de novos alvos para emprego nos ensaios sorológicos (Gomes et 

al., 2008). O uso de proteínas recombinantes e/ou peptídeos sintéticos, assim como 

as combinações entre antígenos (Porrozzi et al., 2007; Goto et al., 2009), têm sido 

avaliados por ELISA com o objetivo de se conseguir um teste diagnóstico que seja 

mais sensível e específico para doença (Kubar e Fragaki, 2005).  

Estudos mostraram a utilização de proteínas isoladas e que possivelmente 

poderiam ser utilizadas como um potencial antígeno a compor um teste diagnóstico 

para LVC mais sensível e específico, como a proteína recombinante rLc36, que foi 

expressa em L. infantum e foi capaz de discriminar os casos assintomáticos da 

doença, demostrando resultados satisfatórios, e sugerindo, dessa forma, ser um alvo 

promissor no sorodiagnóstico da doença (Nogueira et al., 2018). 
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Outro estudo apresentou a proteína recombinante prohibitina, que foi 

identificada em L. infantum e reconhecida por anticorpos nos soros de animais 

sintomáticos e assintomáticos para LV. Os resultados apontaram altos valores de 

sensibilidade e especificidade da mesma, principalmente, quando comparada ao SLA, 

sugerindo sua aplicação como um possível marcador diagnóstico da doença (Dias et 

al., 2018). Também, foram identificadas proteínas como, LiHyp1 (Martins et al., 2015), 

rLiHyd (Lage et al., 2016) e MAPK3 (Menezes-Souza, et al., 2015), que apresentaram 

boa eficácia diagnóstica para a LVC e LVH. Em um trabalho desenvolvido por Salles 

et al. (2019), foi demostrada a utilização da proteína SMP-3, bem como de um epítopo 

específico de células B dessa proteína, como marcadores diagnósticos da LV canina 

e humana. 

Além destas, algumas pesquisas apontaram o desempenho do uso de 

antígenos combinados, como uma proteína quimérica, rK28, composta pela fusão dos 

antígenos k9 com unidades de repetição de k39 e k26, cuja versão recombinante 

demonstrou bons valores de especificidade e sensibilidade (Boarino et al., 2005). No 

Brasil, foi protocolado pelo Ministério da Saúde através de uma Nota Técnica 

Conjuntiva em 01/2011 em que se orienta a utilização de um teste 

imunocromatográfico, DPP, como método de triagem para o diagnóstico da LVC, e 

ELISA como método confirmatório (Souza-Filho et al., 2016). 

O DPP é um teste rápido composto por antígenos recombinantes, rK26 e rK39, 

os quais concedem uma elevada sensibilidade e especificidade ao teste no 

reconhecimento de cães sintomáticos para leishmaniose. Contudo, ao se avaliarem 

cães assintomáticos, há uma redução significativa na sensibilidade do teste, fazendo 

com que haja uma variação na eficácia do mesmo. (Grimaldi et al., 2012; Chaabouni 

et al., 2018). 

Outros fatores que enfatizam a variação na eficácia de testes diagnósticos para 

LVC são os animais estarem vacinados ou apresentarem doenças de reação cruzada 

(Chaabouni et al., 2018).  

Atualmente, no Brasil, a vacina licenciada para a LVC é a Leish-Tec®, composta 

pela proteína recombinante A2 (Fernandes et al., 2008). Dessa forma, um teste 

diagnóstico adequado, além de detectar a doença em cães infectados, deve preservar 

a especificidade do teste quando usadas amostras de soro de animais vacinados, 
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objetivando a discriminação entre esses e aqueles que estão infectados (Kubar e 

Fragaki, 2005). 

Em países endêmicos, como o Brasil, uma das principais estratégias para o 

controle da LV tem sido o diagnóstico da doença acompanhado da eutanásia dos cães 

positivos, sendo assim, é importante um diagnóstico preciso que possibilite a 

identificação correta dos cães infectados pelo parasito, a fim de que se evite eliminar 

cães falso-positivos (Regina-Silva et al., 2014). 

Resultados falso-negativos representam também um grave problema, de modo 

a permitir a presença destes animais reservatórios em meio a sociedade e a potencial 

disseminação da doença (Werneck, 2014). Por isso, para compor um método 

diagnóstico eficaz, é importante a busca por antígenos que possam conceder elevada 

sensibilidade e especificidade em animais que sejam sintomáticos, assintomáticos, 

bem como aqueles que sejam vacinados ou que possuem doenças correlacionadas. 

2.6 Proteína Amastina 

Neste trabalho, a proteína amastina (XP_003392700.1), que foi identificada por 

Coelho et al. (2012) através de um estudo imunoproteômico realizado com soros de 

cães com LV, foi avaliada quanto a sua antigenicidade para detecção da LV canina e 

humana. Coelho et al. (2012) identificaram a proteína nas formas amastigotas de L. 

infantum, demonstrando sua capacidade em reconhecer anticorpos presentes em 

soro de cães com LV sintomática e assintomática.  

O gene responsável pela codificação da proteína amastina foi identificado no 

cromossomo 30 e possui 525 pares de base (pb). A sequência de aminoácidos possui 

174 resíduos linearizados (Figura 2), totalizando um peso molecular de 

aproximadamente 19,836 kDa. 

 

MPQGQYSQKPNDGPTQPVKTRPGQNVYTGNPMNAPGSRPAVYYREGPWHYSLCVCCEDMDSCCEACCCFP 

CQVSRQCNMFMYNRREIHWPYCLLMIVFDLYLPFSISCVFASETRRLARERYGISGTGCEDFCIGYWCRT 

CSAQQVLLEMIVMNEFPGAMCFEAAPQPAANRMV 

 

Figura 2: Sequência de aminoácidos da proteína amastina. 

A proteína amastina, conforme ferramentas de bioinformática, se encontra 

conservada em várias espécies de Leishmania spp., como L. infantum e L. donovani, 

que são causadoras da LV, e L. major, L. mexicana e L. braziliensis, causadoras da 

LT. 
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Esta proteína integra uma família de glicoproteínas codificadas por genes 

presentes na família Trypanosomatidae, entretanto, até o presente momento, a função 

da amastina não está determinada (He et al., 2019). Os genes da amastina codificam 

antígenos de superfície que são pertencentes a uma família multigênica, 

apresentando mais de 40 genes em L. infantum (Dupé et al., 2014), sendo que a maior 

parte desses genes é específica para o estágio amastigota do ciclo de vida parasítico 

(Rochette et al., 2009). 

Trata-se de uma proteína transmembrana, que possui quatro domínios 

membranares, o que leva a pressupor que exerça um papel no transporte de íons, 

nutrientes ou envolvimento na sinalização celular. Também, em Leishmania, foi 

demonstrada como um biomarcador relevante para o diagnóstico sorológico da LV 

(Rafati et al., 2006; Slathia et al., 2018). Além disso, estudos inferem que proteínas 

amastinas têm um papel primordial na patogênese da infecção de Leishmania, sendo 

considerada como fatores de virulência nos parasitos (Salotra et al., 2006). 

Desse modo, a proteína parece operar na interface parasito-hospedeiro, e é 

provável que esteja envolvida na indução de resposta celular e humoral, o que permitiu 

que fosse utilizada para o sorodiagnóstico da LV humana (Rafati et al., 2006). Uma 

vez descrita a importância da amastina para o parasito Leishmania spp. (Paiva et al., 

2015), há a necessidade de se realizar mais estudos com a finalidade de validar o 

emprego da proteína para compor um possível teste diagnóstico da doença.  
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3.OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar a proteína amastina, em sua versão recombinante e de epítopo 

específico de célula B, para o diagnóstico sorológico de leishmaniose visceral canina 

e humana. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 Clonar, expressar e purificar a proteína amastina sob a forma recombinante. 

 Identificar, por bioinformática, e sintetizar um epitopo específico de célula B da 

proteína amastina. 

 Avaliar a reatividade de soros de cães com LV sintomática e assintomática, e 

amostras de outras classes de soros (animais saudáveis de área endêmica e não 

endêmica para leishmanioses, cães vacinados e cães infectados com E. canis, T. cruzi 

e B. canis) contra a proteína recombinante amastina e seu epitopo sintético, contra a 

proteína rA2 e SLA dos parasitos. 

 Investigar a reatividade de soros de pacientes LVH, de indivíduos saudáveis de 

área endêmica e não endêmica para as leishmanioses e soros de pacientes com 

hanseníase, doença de Chagas, arpergilose, paracocidioidomicose, contra a proteína 

recombinante amastina e seu epitopo sintético, contra a proteína rA2 e SLA dos 

parasitos. 

 Avaliar os valores de sensibilidade e especificidade para a proteína amastina e de 

seu epitopo sintético para o diagnóstico sorológico de LV canina e humana. 
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4.MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Amostras de soros caninos 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal 

(244/2018) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, Minas 

Gerais, Brasil. Para a avaliação da antigenicidade da proteína rAmastina, 170 

amostras de soro de cães (Canis familiaris), machos e fêmeas e de diferentes raças 

e idade, foram utilizadas. Os animais com LVC (n=50) foram positivos nos testes de 

PCR e apresentaram resultados positivos utilizando os kits IFAT-CVL e EIE-CVL 

BioManguinhos® (Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil). Soros de animais não 

infectados por Leishmania spp. apresentaram resultados sorológico, molecular e 

clínico negativos, sendo que foram selecionados de área endêmica (n=25; Belo 

Horizonte) e não endêmica (n=25; Poços de Caldas, Minas Gerais, Brasil) para as 

leishmanioses. Soros de animais não infectados, mantidos isolados em canil e 

imunizados com a vacina Leish-Tec (n=25) e de animais experimentalmente 

infectados com Trypanosoma cruzi (n=15), Babesia canis (n=15) ou Erlichia canis 

(n=15) também foram utilizados nos ensaios sorológicos. 

4.2 Amostras de soros humanos 

 O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Humana (CAAE-

32343114.9.0000.5149) da UFMG. Para realização dos testes sorológicos, foram 

obtidas amostras de soro de pacientes com LV (n=30, sendo 19 homens e 11 

mulheres, com idades entre 26 e 56 anos) de uma área endêmica (Belo Horizonte) 

para as leishmanioses. As amostras positivas foram confirmadas por PCR em 

aspirados de baço e/ou medula óssea. Amostras de soro de indivíduos não infectados 

que vivem em áreas endêmicas (n=30, incluindo 17 homens e 13 mulheres com 

idades variando de 24 a 55; Belo Horizonte) ou não endêmicas (n=30, sendo 16 

homens e 14 mulheres com idades variando de 23 a 54 anos, Poços de Caldas) para 

as leishmanioses também foram avaliadas, sendo que esses indivíduos não 

apresentaram quaisquer sinais clínicos, bem como apresentaram resultados 

sorológicos negativos para a doença. Soros de pacientes com doença de Chagas 

(n=20), com a infecção confirmada por hemocultura e kit de ELISA recombinante 

Chagatest v. 3.0 ou inibição da hemaglutinação de Chagatest (HAI) (Wiener Lab, 

Argentina), amostras de paracoicidioidomicose (n=10), hanseníase (n=10) e 
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aspergilose (n=10), foram utilizados para avaliação da reatividade cruzada do 

antígeno experimental.  

4.3 Mapeamento de epitopos específicos de células B da amastina 

A sequência de aminoácidos da proteína amastina, cujo número de 

identificação é XP_003392700.1, foi analisada através de bancos de dados 

disponíveis no NCBI e Tritryp DB. Alinhamentos gênicos foram realizados pelo 

programa Clustal Omega e BLAST-p, buscando avaliar a conservação da identidade 

gênica da amastina em outras espécies de Tripanossomatídeos. A predição de 

epítopos de células B foi realizada usando o servidor ABCpred, de acordo com o 

descrito em Saha e Raghava et al., 2006. Em seguida, a sequência peptídica 

(LPFSISCVFASETRRLARERYGISG) foi sintetizada (Genscript®, USA). 

 

4.4 Antígenos utilizados para os ensaios de ELISA 

4.4.1 Preparo do extrato protéico solúvel de Leishmania infantum 

O extrato antigênico solúvel de Leishmania (SLA) foi produzido de acordo com o 

descrito por Coelho et al., 2003. A cepa de L. infantum (MHOM/BR/1970/BH46) foi 

cultivada em meio de cultura de Schneider’s completo, constituído pelo meio de 

Schneider’s (Sigma-Aldrich, EUA) acrescido com 20% de soro fetal bovino (SFB) 

inativado (Sigma-Aldrich, EUA), L-glutamina 20 mM, 200 U/mL de penicilina e 100 

µg/mL de estreptomicina, em pH 7,4; e incubada a 24°C. Decorridos seis dias de 

cultivo e sendo constatada a viabilidade e a ausência de agentes contaminantes, as 

formas promastigotas em fase estacionária de crescimento foram quantificadas em 

câmara de Newbauer, sendo ajustadas para uma concentração de 2x108 

promastigotas por mL. Para o preparo do SLA, os parasitos foram centrifugados por 

15 min, a 2.000 x g e a 4°C (modelo Z300K - Hermle Labortechnik GmbH). O pellet foi 

lavado em 5 mL de solução salina tamponada com fosfato estéril (PBS 1x) e 

centrifugado a 2.000 x g por 10 min a 4°C. O processo de lavagem foi realizado por 3 

vezes. Após a última centrifugação, o sobrenadante foi descartado, o pellet foi 

ressuspendido em 5 mL de PBS 1x e submetido a um processo de choque térmico 

em nitrogênio líquido e banho maria a 37°C, por 6 ciclos. Em seguida, o lisado foi 

sonicado em seis ciclos de 30 seg, com intervalos de 30 seg e amplitude de 38 MHz. 

O produto da lise foi centrifugado a 10.000 x g durante 20 min e a fração antigênica 
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solúvel, que corresponde ao SLA, foi coletada. A concentração de proteínas foi 

estimada pelo método de Bradford (Bradford, 1976) e as amostras foram 

armazenadas a -80°C, até o momento do uso.  

4.4.2 Clonagem e expressão das proteínas rAmastina e rA2 

4.4.2.1 Extração do DNA genômico dos parasitos 

A cepa de L. infantum foi utilizada para a extração do DNA genômico e 

clonagem das proteínas rAmastina e rA2. Formas promastigotas em fase estacionária 

de crescimento foram quantificadas e 1x109 parasitos foram utilizados para a extração 

do DNA genômico. Os mesmos foram centrifugados (4.000 x g por 20 min) e lavados 

em 3 mL de PBS 1x estéril, por duas vezes. O precipitado final foi ressuspendido em 

tampão Tris-EDTA (TE, o qual foi constituído por Tris-HCl 10 mM pH 7,0 e EDTA 1 

mM) e novamente centrifugado. Em seguida, o pellet foi ressuspendido em solução 

de lise (NaCl 150 mM, EDTA 250 mM, dodecil sulfato de sódio (SDS) 10%, sarcosil 

0,5% e RNase 10 g/mL) e incubado por 30 min e a 50C, seguindo de imersão em 

banho de gelo por 10 min, sob agitação constante. A suspensão foi submetida a duas 

extrações com fenol:clorofórmio na proporção de 1:1 e, em seguida, tratada com 

clorofórmio:álcool isoamílico, na proporção de 24:1. Para a precipitação do DNA foram 

adicionados 2 vezes o volume de etanol absoluto (Merck) resfriado e 1 mL de NaCl 2 

M. A suspensão foi incubada a 4C por 16 h e, posteriormente, recuperada por 

centrifugação (14.000 x g por 30 min). O precipitado foi ressuspendido em 1 mL de 

uma solução de etanol 70% resfriado e acetato de sódio 0,3 M, recuperado por 

centrifugação nas mesmas condições anteriores e seco a 37°C. O DNA foi 

ressuspendido em 50 L de tampão TE. Para verificar a qualidade e a quantidade de 

material obtido, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 1% (Sigma) em 

tampão TAE (Tris 40 mM, Ácido Acético 20 mM e EDTA 1 mM). O gel foi corrido a 80 

volts (V) e corado com brometo de etídio (10 g/mL), o qual se liga aos fragmentos de 

DNA e emite fluorescência quando na presença de luz ultravioleta (UV). A dosagem 

foi realizada em espectrofotômetro nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm e a 

amostra foi armazenada a -20C.  
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4.4.2.2 Amplificação e clonagem das sequências gênicas por PCR 

A região codificadora das proteínas foi amplificada por PCR utilizando-se 

oligonucleotídeos iniciadores complementares aos fragmentos. O gene responsável 

pela codificação da proteína amastina foi amplificado e clonado de acordo com o 

protocolo descrito por Duarte et al., 2015, enquanto a proteína A2 foi obtida como 

descrito por Zhang et al., 1996. A reação de amplificação dos genes de interesse foi 

realizada utilizando o kit GoTaq® DNA Polymerase, de acordo com as instruções do 

fabricante (Promega). A termociclagem foi padronizada em um ciclador térmico 

(Tonegen Palm, Tonederm). Após a reação, os produtos da PCR foram aplicados em 

um gel de agarose 1% e corados com brometo de etídio para serem identificados. Os 

produtos da PCR foram quantificados utilizando o comprimento de onda 260/280 nm 

no aparelho NanoDrop® 2000 (Thermo scientific) e ligados em vetor de clonagem 

pGEM®-T (Promega, EUA) para Escherichia coli (Phoneutria, Brasil), de acordo com 

as instruções do fabricante (T4 DNA Ligase – Promega). Os clones positivos foram 

utilizados para a construção do vetor de expressão. 

4.4.2.3 Sequenciamento dos genes 

Após a clonagem dos genes de interesse, amostras dos plasmídeos purificados 

(PureYield™ Plasmid Miniprep System, Promega) foram separadas para a realização 

do sequenciamento automático de DNA de alta qualidade e para a confirmação das 

identidades dos insertos. Os sequenciamentos foram realizados em MegaBACE 1000 

DNA Sequencing System (GE Healthcare) e analisados pelo Núcleo de Análise de 

Genoma (NAGE), do Departamento de Bioquímica e Imunologia do ICB, UFMG.  

4.4.2.4 Expressão e purificação das proteínas recombinantes 

Para verificar a cinética de expressão das proteínas, foi realizado um 

experimento piloto utilizando 20 mL de cultura de cada bactéria transformada com o 

plasmídeo pET28a-TEV em células “Arctic Express” (Agilent Technologies, USA). 

Após a densidade ótica (DO) da cultura alcançar aproximadamente uma leitura de 0,6, 

em comprimento de onda de 600 nm, uma alíquota de 1 mL foi removida, sendo 

correspondente ao tempo não induzido. As culturas foram induzidas com 0,8 mM de 

IPTG e após a indução, alíquotas de 1 mL foram retiradas para confirmação da 

expressão em gel SDS-PAGE. Para a purificação em larga escala, a expressão das 
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proteínas foi realizada em 2 L de cultura, dentro das condições padronizadas. A lise 

das bactérias foi realizada em ultrassom (6 pulsos de 30 seg a 38MHz, com intervalos 

de 30 seg, seguidos por sete ciclos de congelamento e descongelamento) e a amostra 

foi centrifugada a 14.000 x g por 40 min. A proteína recombinante amastina (19.8 kDa) 

foi purificada através de cromatografia de afinidade em coluna de níquel HisTrap HP 

conectada a um sistema AKTA (GE Healthcare, EUA). A proteína recombinante A2 

(53.0 kDa) foi produzida como descrito por Zhang et al. (1996). As amostras foram 

dialisadas frente a PBS 1x. As proteínas foram submetidas à purificação por gel 

filtração SuperdexTM 200 (GE Healthcare Life Sciences, EUA) e em seguida, passadas 

em uma coluna de agarose-polimixina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), para 

remoção de qualquer endotoxina residual de bactéria. As proteínas purificadas foram 

estimadas pelo método de Bradford, aplicadas em gel SDS-PAGE a 12% para 

confirmação do peso molecular e estocadas a -80C, até o momento do uso. 

4.5 Eletroforese em gel SDS-PAGE 12% 

A eletroforese de proteínas em gel desnaturante (SDS-PAGE) foi realizada pelo 

sistema de Minigel da BioRad (Hercules, CA, USA) para géis de poliacrilamida 

descontínuos, segundo Laemmli (1970). O gel de separação foi preparado a partir de 

uma solução estoque de acrilamida a 30% e bis-acrilamida a 0,8% p/v, diluída em uma 

concentração final de 12% v/v, sendo acrescido de Tris-HCl 1,5 M pH 8,8 e SDS a 

10% p/v. Para o gel de concentração, a solução estoque foi diluída a 4% v/v em Tris-

HCl 0,5 M pH 6,8 e SDS a 0,1% p/v. A polimerização dos géis ocorreu na presença 

de persulfato de amônio (PSA) a 10% p/v e de N, N, N', N'-Tetrametil-etilenodiamina 

(TEMED; Sigma) a 1:2.000 v/v. As amostras de SLA e das proteínas recombinantes 

A2 e amastina foram diluídas (na proporção de 1:1) em tampão de amostra em 

condições redutoras (Tris-HCl 0,7 M, pH 6,8, azul de bromofenol a 0,25%, glicerol a 

10%, -mercaptoetanol a 2,5% e SDS a 4%). Após a diluição, as amostras foram 

colocadas em banho-maria a 100C por 5 min e aplicadas no gel em uma 

concentração de 40 μg de SLA e 30 μg de cada proteína recombinante. A corrida 

eletroforética foi realizada por 2 h a 100V em tampão de corrida TBE1x (Tris-HCl 89 

mM, ácido bórico 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0). O gel foi corado pelo azul brilhante de 

Comassie (Comassie Blue R250 em etanol a 50% e ácido fosfórico a 10%) e 
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descorado por lavagens sucessivas com solução descorante (ácido acético 10%, 

metanol 40% e água destilada 50%). 

4.6 ELISA para o sorodiagnóstico da LV 

Para avaliar a antigenicidade da proteína rAmastina e seu peptídeo, curvas de 

titulação foram previamente realizadas para determinar a melhor concentração da 

proteína recombinante ou do SLA, bem como a melhor diluição dos conjugados a 

serem utilizados nos testes sorológicos. Placas de microtitulação para ELISA de 96 

poços (JetBiofil®, Belo Horizonte) foram sensibilizadas com 0,5, 1,0, 2,0 e 2,0 μg/poço 

de rAmastina, peptídeo sintético, rA2 ou SLA de L. infantum, respectivamente. Os 

antígenos foram diluídos em 100 μL de tampão (carbonato de sódio 0,1M e 

bicarbonato de sódio 0,05 M, pH 9,6) e incubadas durante 16 h a 4ºC. O bloqueio da 

placa foi realizado usando 250 µl de PBS 1x mais Tween 20 a 0,05% (PBS-T) 

combinado com 5% de caseína durante 1 h e a 37ºC. Após 5 lavagens, as placas 

foram incubadas com 100 μL dos soros individuais (em duplicata) a uma diluição de 

1:200 (canino) e 1:400 (humano), em tampão de incubação (TI – solução de lavagem 

acrescida de 0,05% de caseína). As amostras permaneceram em incubação durante 

1 h e a 37ºC e então as placas foram lavadas novamente por 7 vezes.  Os anticorpos 

anti-IgG (Sigma), conjugados à peroxidase, foram utilizados em uma diluição de 

1:20.000 ou 1:10.000, respectivamente, diluídos em TI e aplicados 100 μL por poço, 

permanecendo em incubação à 37ºC por 1 h. As placas foram lavadas por 7 vezes e 

incubadas com 100 μL da solução reveladora (10 mL de tampão citrato-fosfato 

(Na2HPO4 24 mM e ácido cítrico 17,5 mM para 1 L de água destilada, pH 5,0); 2 mg 

de orto-fenilenodiamina (OPD) e 2 μL de H2O2) durante 30 min e protegido da luz. A 

reação de revelação foi interrompida adicionando-se 25 μL de solução de ácido 

sulfúrico (H2SO4) a 3 M e a leitura foi realizada em espectrofotômetro (Molecular 

Devices, Spectra Max Plus, Canadá), no comprimento de onda de 492 nm. Controles 

positivos e negativos foram utilizados. 

 

4.7 Análise estatística 

Os resultados das leituras das placas foram inseridos nas planilhas do Microsoft 

Excel (versão 10.0) e analisados usando GraphPad Prism™ (versão 6.0 para 

Windows). O ponto de corte dos experimentos foi estabelecido usando Curvas 
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Receiver-operator characteristic (cuarvas ROC). As curvas para soros caninos foram 

plotadas com os valores de densidade ótica dos soros de cães com LV, sintomáticos 

(n=25) e assintomáticos (n=25) versus os dos grupos controle, que consistiam em 

soros de cães não infectados que vivem em áreas endêmicas (n=25) e não endêmicas 

(n=25) da doença, bem como dos soros de cães vacinados com Leish-Tec® (n=25) e 

daqueles que apresentam doenças relacionadas à LV [doença de Chagas (n=15), 

babesiose (n=15) e erliquiose (n=15)]. As tabelas de contingência e o teste de Fisher 

foram utilizados para comparar os resultados obtidos para cada antígeno, os quais 

foram estimados pela avaliação de seus percentuais de sensibilidade diagnóstica 

(DSe%), porcentagem de especificidade diagnóstica (DSp%), valor preditivo positivo 

(VPP), valor preditivo negativo (VPN), área sob a curva (AUC) e razão de 

verossimilhança (LR). Intervalos de confiança (IC) foram calculados usando um nível 

de confiança de 95% (IC 95%). As diferenças foram consideradas significativas 

quando P<0,05. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Conforme as normas que regem a redação das dissertações de mestrado e 

teses de doutorado do Programa de Pós-Graduação, as seções de Resultados e 

Discussão desta Dissertação serão apresentadas sob a forma de artigo científico. O 

artigo intitulado “Diagnostic evaluation of the amastin protein from Leishmania 

infantum in canine and human visceral leishmaniasis and immunogenicity in human 

cells derived from patients and healthy controls” foi publicado na revista “Diagnostic 

Microbiology and Infectious Disease”, classificada com Qualis B1 na área de Medicina II 

da CAPES. 
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ABSTRACT 

The diagnosis of visceral leishmaniasis (VL) presents problems due to the toxicity 

and/or high cost of drugs. In addition, no vaccine exists to protect against human 

disease. In this study, the antigenicity and immunogenicity of amastin protein were 

evaluated in L. infantum–infected dogs and humans. For the diagnosis, besides the 

recombinant protein, 1 linear B-cell epitope was synthetized and evaluated in 

serological assays. Results showed high sensitivity and specificity values to detect the 

disease when both antigens were employed against a canine and human serological 

panel. By contrast, when using rA2 and a soluble Leishmania antigenic preparation, 

sensitivity and specificity values proved to be lower. A preliminary immunogenicity 

study showed that the amastin protein induced high IFN-γ and low IL-10 production in 

stimulated PBMC derived from treated VL patients and healthy subjects, thus 

suggesting a potential use of this protein as an immunogen to protect against human 

disease 

Keywords: Amastin; recombinant proteins; synthetic peptides; diagnosis; response 

immune; visceral leishmaniasis. 
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1. Introduction 

Leishmania protozoa are the causative agents of leishmaniasis in 98 countries 

worldwide, threatening over 380 million people, more than 12 million of whom are 

infected by these parasites (WHO, 2016). Visceral leishmaniasis (VL) is a severe 

clinical manifestation of disease, which accounts for approximately 0.5 million cases 

annually (Burza et al. 2018). In the Americas, the etiological agent is the Leishmania 

infantum species, which is transmitted through the bite of the phlebotomine vector, with 

dogs representing the main urban reservoirs of the parasites (Savoia 2015). 

Leishmania parasites are found in the form of metacyclic promastigotes that are 

flagellated and able to transmit the disease to mammalian hosts, whereas the 

amastigote forms are intracellular and nonflagellated forms found in phagolysosomes 

from infected mammalian cells, such as neutrophils, macrophages, and dendritic cells, 

among others (Subramanian and Sarkar 2018). 

Clinical manifestations from canine VL (CVL) are variable, ranging from a 

subclinical or asymptomatic infection to the severe and symptomatic disease (Ferreira 

et al. 2007). Cutaneous and organic alterations, such as lymph node enlargement, skin 

lesions, loss of weight, lethargy, splenomegaly, fever, ocular alterations, epistaxis, and 

lameness, have all been found in symptomatic VL (Solano-Gallego et al. 2011). In 

addition, neurological and cardiorespiratory disorders have also been observed (Maia 

et al. 2015). However, many asymptomatic cases can be found in cross-sectional 

surveys, which can hamper the identification of the infected animals and the success 

of disease control programs (Almeida-Leal et al. 2014). Moreover, human infection can 

present variable results of the disease, from asymptomatic to subclinical diseases in 

the hosts. Asymptomatic patients present practically no impact on their state of health, 

while symptomatic patients can develop clinical manifestations, including 

lymphadenopathy, fever, diarrhea, malaise, hepatomegaly, and splenomegaly (Michel 

et al. 2011). 

The diagnosis of VL is based on parasite detection in aspirates from the spleen, 

lymph nodes, and/or bone marrow (Santos et al. 2018). However, this method presents 

variable sensitivity and involves invasive procedures for sample collection. 

Consequently, infected hosts can remain untreated and develop the symptomatic 

disease (Duthie et al., 2018). More-refined parasitological methods, such as those 

employing molecular biology, have shown higher performance to diagnose the 
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disease, since they allow for the detection of a small number of circulating parasites in 

biological samples, as compared to the conventional parasitological methods 

(Monteiro et al. 2018). However, these incur high costs, require sophisticated 

equipment, and have no standard methodology for the large-scale molecular diagnosis 

based on PCR (Nunes et al. 2018). 

Serological tests have been employed for the diagnosis of disease; however, 

these also present advantages and disadvantages (Nunes et al. 2015). Rapid 

immunochromatographic tests based on recombinant proteins, such as rK28 and rk36, 

have been used and have become the preferred diagnostic method for CVL in Brazil, 

followed by ELISA (EIE-LVC) as a confirmatory test (Souza-Filho et al. 2016). 

Regarding the human disease, the Kalazar Detect™ Test Kit (InBios International, Inc., 

Seattle, WA) is an immunochromatographic assay applied for the diagnosis of human 

VL. However, this test cannot discriminate between current, subclinical, or past 

infections and has proven to be useless for the diagnosis of relapses and as a 

prognostic test (Sundar and Singh 2018). As a consequence and in addition to the 

progress in alternate therapeutic strategies, the possibility of developing preventive 

measures against the disease has been pointed out, such as through the identification 

of new antigens to be employed for a more specific and sensitive diagnosis (Didwania 

et al. 2017). 

However, in both mammalian hosts, tests commonly fail to detect asymptomatic 

case, because the analyzed material contains few antiLeishmania antibodies, which 

can present cross-reaction with Leishmania-related diseases (Chaabouni et al. 2018). 

Moreover, falsepositive results can occur in healthy subjects living in endemic areas of 

the disease (Salles et al., 2019). Distinct Leishmania proteins have been evaluated as 

antigens for the serodiagnosis of VL (Dias et al. 2017; Farahmand and Nahrevanian 

2016; Magalhães et al. 2017). However, variable sensitivity and/or specificity results 

have been found. As an alternative, the use of synthetic peptides should also be 

considered. Since they present a lower cost to produce, a higher yield in the purification 

production is obtained, thus presenting a higher stability when compared to 

recombinant proteins or parasite extracts (ChávezFumagalli et al. 2013; Lage et al. 

2015; Noya et al. 2003). 

A family of closely related transmembrane glycoproteins, namely, amastins, was 

identified in the Leishmania spp. These molecules belong to a family of 
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developmentally regulated proteins consisting of up to 45 members, codified for small 

proteins of about 200 amino acid residues, dispersed throughout the parasite genome 

(Jackson 2010). Amastin proteins seem to operate at the host–parasite interface and 

are likely to be involved in the development of diseases, such as Chagas disease 

(Teixeira et al. 1994) and human VL (Rafati et al. 2006). In the present study, the L. 

infantum amastin gene (XP_003392700.1) was cloned, and the recombinant protein 

was purified to be evaluated for the serodiagnosis of canine and human VL using 

serological panels from Brazilian hosts. In addition, bioinformatics tools were used to 

identify a specific B-cell epitope derived from the protein, which was also evaluated in 

the serological assays. In addition, preliminary studies were developed to evaluate the 

immune response in human PBMCs derived from treated and untreated VL patients, 

as well as from healthy subjects. 

 

2. Materials and methods 

2.1. Cloning, expression, and purification of Leishmania amastin protein 

The amino acid sequence of the amastin (XP_003392700.1) protein was cloned 

from L. infantum DNA genome using the following primers: 5′-

TCATGGATCCATGCCGCAAGGCCAGTA-3′ (forward) and 5′- 

TGATAAGCTTCTAGACCATCCGGTTGGC-3′ (reverse), with the BamHI and HindIII 

restriction enzymes. The DNA fragment was excised from gel, purified, and linked into 

the pGEM®-T vector (Promega, USA). Thee recombinant plasmid was then 

transformed into E. coli XL1-Blue (Phoneutria, Brazil) cells, and positive clones were 

used for the construction of the expression vector. DNA fragments obtained from the 

digestion of pGEM-amastin plasmid were ligated into the pET28a-TEV vector, and 

Arctic Express cells (Agilent Technologies, USA) were transformed with the 

recombinant plasmid. Gene insertion was confirmed by colony PCR, and the 

sequencing was performed in a MegaBace 1000 automatic sequencer apparatus 

(Amersham Biosciences, USA). For the purification of the recombinant protein (~19.8 

kDa), bacteria were induced with 0.8 mM IPTG for 24 h at 12 °C and were shaken at 

200 ×g per min. Cells were ruptured by 6 cycles of ultrasound, with cycles of 30 s each 

(38 MHz), followed by 7 cycles of freezing and thawing. Cell debris were removed by 

centrifugation, and the recombinant protein was passed onto a HisTrap HP affinity 
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column connected to an AKTA system (GE Healthcare, USA) and further purified on a 

Superdex™ 200 gel-filtration column (GE Healthcare Life Sciences, USA). The A2 

recombinant (rA2) protein was produced as described by Zhang et al. (1996). Briefly, 

pET16b-A2 plasmid, which was kindly provided by Dr. Greg Matlashewski 

(Microbiology and Immunology Department, McGill University, Montreal, Quebec, 

Canada), was used to express and purify the recombinant protein (~53 kDa). For this, 

transformed E. coli DH5α cells were grown in the presence of 1 mM IPTG for 2 h at 34 

°C and later disrupted by 7 cycles of freezing and thawing followed by mild ultrasound 

treatment (5 cycles of 30 s each with an ultrasound processor), in which they were 

centrifuged at 13,000 ×g for 30 min at 4 °C. The protein was purified by using the gel-

filtration column. After purification, both the recombinant amastin and rA2 proteins 

were passed through a polymyxin-agarose column (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) in 

order to remove any residual endotoxin content (b10 ng of LPS per 1 mg of 

recombinant protein, measured by the Quantitative Chromogenic Limulus Amebocyte 

Assay QCL-1000, BioWhittaker, MD). 

2.2. Bioinformatics to obtain specific B-cell epitope 

The process of in silico analysis of the amastin (XP_003392700.1) sequence 

consisted of a comparison with the amino acid sequence from distinct parasite species, 

where it showed structural similarity: L. donovani (XP_003862861.1), L. major 

(XP_001684736.1), L. major (XP_001684735.1), L. mexicana (XP_003877293.1), and 

L. braziliensis (XP_001566782.1). A comparison with the L. infantum amastin 

sequence was then performed with sequences found in other trypanosomatides: T. 

theileri (ORC76762.1), T. cruzi Brener (XP_810211.1), T. cruzi (PBJ80659.1), T. cruzi 

(PWU91633.1), T. rangeli (AGN32994.1), and T. rangeli (XP_009310501.1). In both 

cases, the BLAST-p algorithm (Gish and States 1993) was used, and alignments were 

performed by the Clustal Omega program (Sievers et al. 2011). The presence of linear 

B-cell epitopes was then investigated by the ABCpred server (Saha and Raghava 

2006) using the following parameters: window size of 14, threshold of 0.85, and 

overlapping filter: ON. The peptide sequences presenting values higher than 0.85 were 

considered positive, and the best value (0.89) was selected as being an amastin-

specific B-cell epitope. The peptide (LPFSISCVFASETRRLARERYGISG) sequence 

was then synthetized (Genscript®, USA). 
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2.3. Parasites 

L. infantum (MOM/BR/1970/BH46) was used. Stationary promastigotes were 

grown at 24 °C in Schneider's medium (Sigma-Aldrich, USA), which was comprised of 

the medium plus 20% inactivated fetal bovine serum (FBS, Sigma-Aldrich, USA), 20 

mM L-glutamine, 200 U/mL penicillin, and 100 μg/mL streptomycin, pH 7.4. The soluble 

Leishmania antigenic extract (SLA) was produced according to that described by 

(Coelho et al. 2003). To obtain the axenic amastigotes, previous titration curves were 

performed to determine the best temperature and time of conversion of the 

promastigotes in amastigote forms. The technical protocol was adapted from Doyle et 

al. (1991) by Mendonça et al. (2018). Briefly, 109 L. infantum stationary promastigotes 

were washed 3 times in sterile phosphate buffer saline (PBS 1×) at pH 7.4 and 

incubated in 5 mL FBS for 72 h at 37 °C. The parasites were then washed in cold PBS 

1× pH 7.4, and cell density was estimated by counting in the Newbauer chamber. The 

conversion of the parasites was evaluated after staining with Giemsa, and the results 

in the conversion percentage were higher than 90.0%. 

2.4. Canine sera 

This study was approved by the Committee on the Ethical Handling of Research 

Animals (protocol number 0333/2015) of Federal University of Minas Gerais (UFMG). 

Dogs developing VL were classified as asymptomatic (n = 25) or symptomatic (n = 25) 

based on a score calculated according to the intensity of the following evaluated clinical 

signs: emaciation, alopecia, anemia, conjunctivitis, dehydration, dermatitis, erosion, 

ulcerations, lymphadenopathy, and onychogryposis. In this context, asymptomatic 

animals showed a score between 0 and 3, and symptomatic dogs presented a score 

of higher than 3, according to that described by Solcà et al. (2014). All samples tested 

positive when applying PCR to detect L. infantum kDNA, and infected animals 

presented positive results by using the IFAT-CVL and EIE-CVL BioManguinhos® kits 

(Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil). Sera obtained from healthy dogs living in 

endemic (n = 25; Belo Horizonte) or nonendemic (n = 25; Poços de Caldas, Minas 

Gerais, Brazil) areas of leishmaniasis were used. These animals showed no clinical 

sign of the disease and presented negative serological results. Samples collected from 

healthy animals that had been immunized with a commercial vaccine (Leish-Tec®; n 

= 25) and from those that had been experimentally infected with Ehrlichia canis (n = 
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15), Babesia canis (n = 15), or Trypanosoma cruzi (n = 15), all of which were 

maintained in kennels to prevent their contact with transmitting vectors of 

leishmaniasis, were also used in the serological assays. 

2.5. Human sera 

Serum samples were also collected from VL patients (n = 30, including 19 males 

and 11 females, with ages ranging from 26 to 56 years). Infection was confirmed by 

PCR targeting L. infantum kDNA in aspirates from the spleen and/or bone marrow of 

the patients. The patients were selected from an endemic region of disease (Belo 

Horizonte). The control group consisted of healthy individuals living in an endemic 

(Belo Horizonte; n = 30, including 17 males and 13 females, with ages ranging from 24 

to 55 years) or nonendemic (Poços de Caldas, Minas Gerais, Brazil; n = 30, including 

16 males and 14 females, with ages ranging from 23 to 54 years) areas of VL, none of 

which presented clinical signs or suspicions of leishmaniasis. Serum samples from 

Chagas disease patients (n = 20, including 13 males and 7 females, with ages ranging 

from 24 to 52 years) were also used, with the infection confirmed by hemoculture and 

Chagatest recombinant ELISA v. 3.0 kit or Chagatest hemagglutination inhibition (HAI) 

assay (Wiener Lab, Argentina). Samples from paracoccidioidomycosis (n = 10, 5 males 

and 5 females, with ages ranging from 29 to 51 years), leprosy (n = 10, with 6 males 

and 4 females, with ages ranging from 30 to 61 years), and aspergillosis (n = 10, 

including 4 males and 6 females, with ages ranging from 24 to 45 years) patients were 

used in the assays. 

2.6. ELISA for the serodiagnosis of VL 

Previous titration curves were performed to determine the most appropriate 

antigen concentration and antibody dilution to be used. The flexible microtiter 

immunoassay plates (Jetbiofil®, Belo Horizonte) were then coated with amastin, 

synthetic peptide, rA2, or L. infantum SLA (0.5, 1.0, 2.0, and 2.0 μg per well, 

respectively), which were diluted in a 100-μL coating buffer (50 mM carbonate buffer), 

at pH 9.6, for 16 h at 4 °C. After, free binding sites were blocked using 250 μL of PBS 

1× plus Tween 20 0.05% (PBS-T) combined with 5% casein for 1 h at 37 °C. Next, 

plates were washed 5 times using PBS-T and were incubated with 100 μL of canine or 

human sera (1:200 and 1:400 diluted in PBS-T, respectively) for 1 h at 37 °C. Plates 
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were washed 7 times in PBS-T and incubated with anti-human or anti-dog IgG 

horseradish-peroxidase– conjugated antibodies (1:20,000 or 1:10,000, respectively, 

both diluted in PBS-T; SAB3701282 and A6792 catalogs, respectively; Sigma-Aldrich, 

USA) for 1 h at 37 °C. The plates were then washed 7 times with PBS-T, and the 

reaction was developed by incubation with 100 μL of a solution comprised of H2O2 30 

vol., ortho-phenylenediamine, and citratephosphate buffer at pH 5.0 for 30 min in the 

dark. The reaction was then stopped by adding 2 N H2SO4, and the optical density 

(OD) was read in an ELISA microplate spectrophotometer reader (Molecular Devices, 

Spectra Max Plus, Canada) at 492 nm. The diagnostic testing was performed under 

blinded conditions, which means that test readers interpreted the results obtained from 

each diagnostic technique for a given sample with no knowledge of the results from 

other analyses. 

2.7. In vitro stimulation of human PBMC 

The present study was approved by the Human Ethics Committee from UFMG 

(protocol number CAAE-32343114.9.0000.5149). Blood samples (20 mL) were 

collected from VL patients (n = 6, including 4 males and 2 females, with ages ranging 

from 27 to 51 years). Infection was confirmed by PCR in aspirates from spleen and/or 

bone marrow. Samples were collected before and 6 months after treatment using 

pentavalent antimonials (Sanofi Aventis Farmacêutica Ltda., Suzano, São Paulo, 

Brazil). Patients were submitted to the same therapeutic regimen (20 mg Sb+5 per kg 

during 30 days), none of whom suffered from any other infections or had any 

preexisting disease. Upon completing the treatment, a PCR was performed, and no 

parasite DNA was found in the aspirates of the spleen and/or bone marrow. The control 

group consisted of noninfected individuals (n = 6, including 3 males and 3 females, 

with ages ranging from 24 to 48 years) living in an endemic area (Belo Horizonte) of 

disease. The subjects present no clinical signs and exhibited negative results when 

tested by the Kalazar Detect™ Test kit. For the PBMC culture, cells (106 cells) were 

purified by density centrifugation through Ficoll–Hypaque (GE Healthcare Bio-

Sciences AB, Uppsala, Sweden) and cultured in 48-well flat-bottomed tissue culture 

plates (Costar, Cambridge, MA) in RPMI 1640 medium, which was added together with 

20% FBS, 2 mM L-glutamine, 200 U/mL penicillin, 100 μg/mL streptomycin, 50 μM 2-

mercaptoethanol, 1 mM sodium pyruvate, and 1× nonessential amino acid. PBMCs 

were incubated alone (medium) or stimulated with the amastin protein or SLA (10.0 
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and 25.0 μg/mL, respectively) for 5 days at 37 °C in 5% CO2. The supernatants were 

then collected, and the IFN-γ and IL-10 production was evaluated by capture ELISA 

(Human IFN-γ and IL-10 ELISA Sets, BD Biosciences, USA) according to 

manufacturer's instructions. Results were interpolated from a standard curve using 

recombinant cytokines. The detection sensitivity for IFN-γ and IL-10 was 2.2 and 3.9 

pg/mL, respectively. 

2.8. Statistical analysis 

Results were entered into Microsoft Excel (version 10.0) spreadsheets and 

analyzed using GraphPad Prism™ (version 6.0 for Windows). Receiver–operator 

characteristic (ROC) curves were constructed to determine the cutoff values. Curves 

were plotted using the OD values from VL (asymptomatic and symptomatic) dogs 

versus those obtained from control or cross-reactive sera. The diagnostic evaluation 

of the antigens was performed by calculating the sensitivity, specificity, positive 

predictive value, negative predictive value, area under the curve (AUC), and likelihood 

ratio. Confidence intervals (CIs) were calculated using a 95% confidence level (95% 

CI). Differences were considered significant when P b 0.05. 

 

3. Results 

3.1. Sequence alignment of the amastin protein 

A BLAST-p assay showed that the amino acid sequence of the amastin protein 

presents high structural homology between distinct Leishmania spp.: L. donovani 

(99%), L. major (85%), L. mexicana (72%), and L. braziliensis (68%) (Fig. 1), but not 

in other trypanosomatides, such as T. rangeli (40%), T theileri (39%), and T. cruzi 

(38%) (Fig. 2). Results also showed a specific B-cell epitope 

(LPFSISCVFASETRRLARERYGISG), which presented high structural homology 

between Leishmania species but not in other trypanosomatides (Figs. 1 and 2). 
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Fig. 1. Evaluation of the amino acid sequence from amastin protein in Leishmania. An in silico 
analysis of the L. infantum amastin (XP_003392700.1) protein was performed by BLAST tool, where a 
search for structural similarity among sequences in the database of other parasite species was 
performed with L. donovani (XP_003862861.1), L. major (XP_001684736.1), L. major 
(XP_001684735.1), L. mexicana (XP_003877293.1), and L. braziliensis (XP_001566782.1). The amino 
acid sequences were aligned by the Clustal Omega program, and the specific linear Bcell epitope 
(marked in bold and underlined) was predicted by the ABCpred server. 
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Fig. 2. Evaluation of the amino acid sequence from amastin protein in other trypanosomatides. 
An in silico analysis of the L. infantum amastin (XP_003392700.1) protein was performed by the BLAST 
tool, and the search for structural similarity among protein sequences expressed in other 
trypanosomatides was performed: T. rangeli (XP_009310501.1), T. rangeli (AGN32994.1), T. theileri 
(ORC76762.1), T. cruzi (XP_810211.1), T. cruzi (PBJ80659.1), and T. cruzi (PWU91633.1). The amino 
acid sequences were aligned by the Clustal Omega program, and the Leishmania-specific B-cell epitope 
is shown (marked in bold and underlined). 

3.2. Evaluation of the antigens for the serodiagnosis of canine VL 

Serological assays were performed using the recombinant protein and the 

synthetic peptide, with L. infantum SLA and the rA2 protein used as controls. Results 

showed that symptomatic and asymptomatic CVL sera reacted with the amastin 

protein and synthetic peptide, with OD values significantly higher when compared to 

those found using rA2 or SLA (Fig. 3). 
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Fig. 3. ELISA reactivity using the antigens against canine sera. ELISAs were performed using sera 

samples from asymptomatic (CVLSym, n = 25) and symptomatic (CVLAsym, n = 25) visceral 
leishmaniasis dogs, as well as sera from healthy dogs living in an endemic (HCEA, n = 25) or 
nonendemic (HCNEA, n = 25) area of leishmaniasis; samples from healthy animals and vaccinated with 
the Leish-Tec® vaccine (HCVac, n = 25) and from those infected with Trypanosoma cruzi (Tc, n = 15), 
Ehrlichia canis (Ec, n = 15), or Babesia canis (Bc, n = 15). The individual OD values for each sample 
against the recombinant amastin protein, synthetic peptide, rA2, and L. infantum SLA are shown. The 
mean of each group is indicated, as well as significant differences between CVL and the other groups 
(P < 0.0001). 

 

ROC curves were constructed, and the maximum sensitivity and specificity 

values were found for the protein and peptide, with an AUC of 1.0, whereas when using 

rA2, the AUC value was 0.55 to discriminate CVL sera from healthy controls (HC) and 

0.50 to discriminate between CVL sera and cross-reactive disease sera (CRD, 

comprised of vaccinated animals and those infected with E. canis, Babesia canis, or 

T. cruzi) (Fig. 4). Using L. infantum SLA, AUC values were 0.53 and 0.65 to 

discriminate CVL sera from HC and CRD samples, respectively. 
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Fig. 4. ROC curves for the diagnosis of canine leishmaniasis. ROC curves were constructed with 
the results obtained in the ELISAs with the canine serological panel against the amastin protein, 
synthetic peptide, rA2, and L. infantum SLA. The sensitivity (95% CI), specificity (95% CI), and AUC 
values were determined and are shown. 

 

Regarding the sensitivity and specificity values, the recombinant protein and 

synthetic peptide showed results of 100% in both cases, whereas when using rA2 or 

SLA, the sensitivity values were of 78.0% and 42.0% to discriminate positive and 

negative samples, respectively, and specificity values were of 45.3% and 75.3%, 

respectively (Table 1). 
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Table 1: Evaluation of the antigens for the serodiagnosis of canine leishmaniasis. Sera samples 

from asymptomatic and symptomatic visceral leishmaniasis dogs, as well as from healthy dogs living in 
endemic or nonendemic areas of leishmaniasis; samples from healthy animals but immunized with the 
Leish-Tec® vaccine; and sera from those infected with Trypanosoma cruzi, Ehrlichia canis, or Babesia 
canis were used in the assays. ROC curves were constructed to determine the cutoff values of the 
antigens. The sensitivity (Se; 95% CI), specificity (Sp; 95% CI), and Youden index (J) were calculated 
between the CVL (asymptomatic plus symptomatic cases) and HC (healthy animals) groups, as well as 
between CVL (asymptomatic plus symptomatic cases) and CRD (cross-reactive diseases) groups. 

 
 
3.3. Testing the antigens for the serodiagnosis of human VL 

The recombinant amastin protein and synthetic peptide were also evaluated in 

ELISA experiments for the diagnosis of human disease. For this, the rA2 protein and 

L. infantum SLA were also used as controls. Results showed that both protein and 

peptide presented both sensitivity and specificity values of 100%, respectively, with an 

AUC of 1.0 to identify L. infantum–infected patients, whereas when using L. infantum 

SLA and rA2, the sensitivity values were 86.67% and 100%, respectively, with an AUC 

of 0.84 and 0.91, respectively, and specificity values were 73.33% and 75.00%, 

respectively (Fig. 5). 
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Fig. 5. Diagnostic evaluation of the antigens to detect human leishmaniasis. ELISAs were 

performed using sera samples from visceral leishmaniasis patients (VL, n = 30), from noninfected 
subjects living in endemic (HEA, n = 30) or nonendemic (HNEA, n = 15) regions of disease, as well as 
from patients with Chagas disease (CD, n = 20), leprosy (HAN, n = 10), aspergillosis (ASP, n = 10), or 
paracoccidioidomycosis (PAR, n = 10). The individual OD values for each sample against the 
recombinant amastin protein, synthetic peptide, rA2, and L. infantum SLA are shown. The mean of each 
group is indicated, as well as significant differences between HVL and the other groups (P < 0.0001). 

 

ROC curves were also constructed, and results are shown in Fig. 6. 
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Fig. 6. ROC curves for the diagnosis of human leishmaniasis. ROC curves were constructed with 
the results obtained in the ELISAs with the human serological panel against the amastin protein, 
synthetic peptide, rA2, and L. infantum SLA. The sensitivity (95% CI), specificity (95% CI), and AUC 
values were determined and are shown. 

 

Parameters used to evaluate the diagnostic efficacy of the recombinant protein 

and synthetic peptide are also shown (Table 2). 

 

Table 2: Evaluation of the antigens for the serodiagnosis of human leishmaniasis. A human 

serological panel comprised of sera samples from healthy individuals living in endemic or nonendemic 
areas of VL, as well as from VL, Chagas disease, paracoccidioidomycosis, leprosy, and aspergillosis 
patients, was used in ELISA experiments against the amastin protein and synthetic peptide. The rA2 
protein and L. infantum SLA were used as controls. Results obtained were used to calculate sensitivity, 
specificity, 95% CI, AUC, and Youden index (J). 
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3.4. Cell response generated in human PBMCs 

The stimulation of human PBMC with the amastin protein was also performed. 

For this, cells derived from blood samples of VL patients were collected before and 

after treatment, and were stimulated with the recombinant protein. As a control, cells 

were also obtained from healthy subjects living in an endemic area of VL. After, the 

IFN-γ and IL-10 production was measured in the cell culture supernatants. Results 

showed higher amastin-specific IFN-γ levels in treated VL patients and healthy 

subjects, which were associated with lower IL-10 production in these groups (Fig. 7). 

On the other hand, when L. infantum SLA was used as a stimulus, higher IL-10 levels 

were found in the untreated patient group. 

 

Fig. 7. Immunogenicity in PBMCs from untreated and treated VL patients. To evaluate the 

immunogenicity in human PBMCs from untreated and treated visceral leishmaniasis patients (n = 6 
each), as well as from healthy subjects living in an endemic region of disease (n = 6), cells (106 ) were 
plated in 48-well flat-bottomed tissue culture plates (Costar, Cambridge, MA) and either incubated alone 
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(medium) or stimulated with the amastin protein or SLA (10.0 and 25.0 μg/mL, respectively) for 5 days 
at 37 °C in 5% CO2. Supernatants were collected, and IFN-γ and IL-10 production was evaluated by 
ELISA capture (Human IFN-γ and IL-10 ELISA Sets, BD Biosciences, USA) according to manufacturer's 

instructions. Bars indicate the mean ± standard deviation of the groups. ⁎Statistically significant 
difference in relation to the SLA stimulus (P < 0.0001). +Statistically significant difference in relation to 
the rAmastin stimulus (P < 0.0001). 

 

4. Discussion 

Amastins comprise a glycoproteins family encoded by trypanosomatides genes. 

In spite of descriptions of this protein family in distinct Leishmania species, a biological 

role of these proteins has not yet been established (Azizi et al. 2009). In the present 

work, the L. infantum amastin protein was cloned and evaluated as antigenic and 

immunogenic in the canine and human VL. Due to the fact that this protein was recently 

identified in an immunoproteomics study developed in L. infantum amastigote extracts 

by antibodies in sera of asymptomatic and symptomatic VL dogs (Coelho et al. 2012), 

its recombinant version was evaluated for the serodiagnosis of the disease. A 

preliminary study was also conducted to evaluate the immunogenicity of this protein 

by using PBMC cultures stimulated with the protein, which were derived from treated 

or nontreated VL patients as well as from healthy subjects. 

The success of the serological diagnosis of VL is related to the sensitivity and 

specificity of the tests employed in this study, and their performance depends on many 

factors, such as infection status and the type of diagnostic antigen (Travi et al. 2018). 

In this context, when the infection by the parasite is considered subclinical or 

asymptomatic, the sensitivity of the tests presents variable results (Carvalho et al. 

2017; Nogueira et al. 2018). This fact can be due mainly to the low titers of 

antileishmanial antibodies found in these infected hosts (Mettler et al. 2005). On the 

other hand, the nature of the antigen is also important since most of them are present 

in the promastigote forms of the parasites (Pinheiro et al. 2009). The difficulty in 

cultivating axenic amastigotes, as well as the low degree of purification of these forms, 

can be considered limiting factors in the identification of specific antigens. On the other 

hand, these molecules should be considered as suitable targets to compose a 

diagnostic test since just a few hours after the infection, as well as during the active 

disease, amastigotes can already be found circulating in infected mammalian hosts 

(Fernandes et al. 2012). 

Since amastin proteins are considered to be transmembrane glycoproteins 

documented as present in Leishmania amastigotes, they could be considered for the 
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serodiagnosis of canine and human disease. Rafati et al. (2006) evaluated an amastin-

derived peptide as a biomarker for the diagnosis of human VL. Results showed that 

amastin-specific antibodies were present in VL patient sera, with a 95% reactivity. The 

authors suggested that this molecule could be considered a serological marker for 

human disease. In the present study, the recombinant amastin protein also showed 

high sensitivity and specificity values to detect VL patients, thus allowing one to infer 

about the biological role of this antigen in the identification of L. infantum–infected 

humans. 

The production of recombinant proteins by cloning and heterologous expression 

in prokaryotic systems represents a relevant, but costly, alternative to preparing large 

amounts of purified antigens (ChávezFumagalli et al. 2013; Florez et al. 2017). By 

contrast, synthetic peptides, predicted as specific B-cell epitopes, could be considered 

since they are simpler, more stable, and less costly to produce than the recombinant 

proteins (Menezes-Souza et al. 2015; Noya et al. 2003). Amastins can be found 

conserved in distinct Leishmania spp. (Jackson 2010); as a consequence, a B-cell 

epitope was predicted to have a high structural homology between distinct parasite 

species but also presents a low homology when amino acid sequences from other 

trypanosomatides are evaluated. The synthetized epitope was tested for the 

serodiagnosis of VL, and results showed high sensitivity and specificity values to 

identify positive but not negative or cross-reactive sera, thus demonstrating the 

feasibility to use this molecule, when compared to the recombinant protein, for the 

serodiagnosis of the disease. 

To the best of our knowledge, the present study is the first of its kind to evaluate 

the diagnostic role of both the amastin protein and a conserved and linear B-cell 

epitope for the serodiagnosis of CVL, as well as a possible immunological marker for 

human disease. The protein was also tested by using a cohort of Brazilian VL cases, 

and results corroborated those obtained by Rafati et al. (2006) using a cohort based 

on Iranian patient sera. On the other hand, although A2 proteins have also proven to 

be specific of Leishmania amastigotes (Resende et al. 2008) and used in some studies 

for the serodiagnosis of canine and human disease (Akhoundi et al. 2013; Carvalho et 

al. 2002; Porrozzi et al. 2007), results obtained here showed worst sensitivity and 

specificity values when compared to the recombinant amastin protein used to identify 

both canine and human VL cases. 
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Some studies have used amastin proteins as vaccine candidates against 

trypanosomatides, such as T. cruzi (Minning et al. 2003; Teixeira et al. 1994) and L. 

major (Stober et al. 2006); however, there is a need to perform new studies to stimulate 

immune cells that come from sources other than those derived from mice. It is well 

known that, during active VL, a depressed cell-mediated immune response, 

characterized by the failure of patients' PBMCs to respond when stimulated by 

Leishmania antigens, is commonly found, and the production of cytokines, such as 

IFN-γ and IL-12, is hampered (Peruhype-Magalhães et al. 2005). On the other hand, 

when PBMCs from cured and/or treated patients are stimulated, they produce higher 

levels of proinflammatory cytokines (Singh et al. 2012). Here, PBMCs collected from 

untreated and treated VL patients were in vitro stimulated with the amastin protein, and 

IFN-γ and IL-10 production was measured in the cell culture supernatant. Our findings 

showed a significant IFN-γ response in treated patients when compared to the IL-10 

levels. In addition, higher levels of IFN- were also found in healthy subjects living in an 

endemic region of disease. In fact, new studies are warranted, especially those using 

immune cells collected from a larger number of patients and controls; however, results 

obtained here suggest the occurrence of an immunogenic action based on the Th1 

profile when cells from both patients and controls were stimulated with the amastin 

protein, opening the possibility of testing this protein in other more controlled studies 

against human VL. 

In addition, the absence of a higher serological panel, as well as of other 

diagnostic platforms to test both the recombinant protein and synthetic peptides, could 

also be considered limiting factors of our study. However, the results presented here 

suggest that amastin can be considered a candidate for the serodiagnosis of canine 

and human VL, and suggest an immunogen role of this protein when it was used to 

stimulate immune cells derived from VL patients and healthy individuals. 
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6. CONCLUSÃO 

A proteína recombinante Amastina e seu epítopo específico de células B 

mostraram elevados valores de especificidade e sensibilidade para a detecção da LV 

em cães e no homem, com baixa reatividade cruzada com amostras sorológicas de 

outros grupos; então se colocando como candidatos ao diagnóstico laboratorial da 

doença em ambos os hospedeiros mamíferos. 
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7. PERSPECTIVAS 

 Avaliar os antígenos contra um maior número de soros e em estudos de coorte em 

áreas endêmicas; 

 Testar os antígenos em outras plataformas diagnósticas, como em testes 

imunocromatográficos rápidos, a fim de possibilitar seu uso no campo. 
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