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RESUMO 

 

 

As leishmanioses são doenças tropicais negligenciadas causadas por parasitos protozoários do 

gênero Leishmania. O controle desse complexo de doenças é crucial para a redução dos casos 

em humanos e cães, que são considerados os principais reservatórios urbanos do parasito 

Leishmania. Os métodos de diagnóstico são baseados em testes parasitológicos e imunológicos, 

que apresentam variável sensibilidade para a detecção de casos com baixa carga parasitária e 

sorologia antileishmanial, além de variável especificidade, uma vez que reações cruzadas com 

doenças causadas por outros Tripanossomatídeos acabam por ocorrer e dificultam assim o 

diagnóstico. Limitações crescentes nas estratégias quimioterápicas disponíveis e a ausência de 

uma vacina eficaz aprofundam a dificuldade no controle desse complexo de doenças. Portanto, 

novos estudos que buscam identificar antígenos mais sensíveis e específicos para o uso como 

diagnóstico e a pesquisa por novos agentes profiláticos são de importância. Desse modo, no 

presente trabalho, a proteína denominada como fator eucarioto de alongamento 1 beta de 

Leishmania (EF1β), que foi selecionada através de ensaios de imunoproteômica feitos usando 

o extrato proteico de Leishmania infantum, foi produzida sob a forma recombinante e avaliada 

em testes de ELISA para o diagnóstico sorológico das leishmanioses visceral canina e humana. 

Devido à elevada similaridade na sequência de aminoácidos da proteína no gênero Leishmania, 

ensaios foram também realizados para o diagnóstico da leishmaniose tegumentar humana. A 

proteína rEF1β apresentou 100% de sensibilidade e especificidade, sendo capaz de identificar 

pacientes com leishmanioses visceral e tegumentar, bem como cães com a doença sintomática 

e assintomática, com ausência de reação cruzada significante com outras classes de soros. A 

proteína recombinante apresentou também excelentes resultados como marcador sorológico 

para o acompanhamento de pacientes após o tratamento e cura clínica da doença. Como alvo 

vacinal, EF1β foi administrada como vacina de DNA ou proteína recombinante associada a 

saponina como adjuvante em camundongos BALB/c, e os animais imunizados desenvolveram 

uma resposta imune do tipo Th1, caracterizada por altos níveis de IFN-γ, IL-12, GM-CSF, e 

anticorpos do subtipo IgG2a, antes da infecção com L. infantum. A resposta imune foi mantida 

após a infecção e se relacionou com reduções significativas na carga parasitária no fígado, baço, 

medula óssea e linfonodos dos animais imunizados, quando comparados aos resultados obtidos 

nos grupos controles. A vacinação com rEF1β mais saponina induziu a uma resposta Th1 mais 

robusta e melhor proteção parasitológica, quando comparada à vacina com DNA. Em conclusão, 

os resultados sugerem que a proteína EF1β pode ser considerada como um agente promissor 

para estudos futuros voltados para o diagnóstico e/ou candidato à vacina contra as 

leishmanioses.  

 

Palavras-chave: Diagnóstico; fator eucarioto de alongamento 1 beta de Leishmania; proteína 

recombinante; vacina de DNA; leishmanioses.  



 

 

ABSTRACT 

 

Leishmaniasis are neglected tropical diseases caused by protozoan parasites of the genus 

Leishmania. Controlling this complex of diseases is crucial for reducing cases in humans and 

dogs, which are considered the main urban reservoirs of the Leishmania parasite. Diagnostic 

methods are based on parasitological and immunological tests, which have variable sensitivity 

for detecting cases with low parasite load, in addition to variable specificity, since cross-

reactions with diseases caused by other trypanosomatids are present. Growing limitations in 

available chemotherapy strategies and the absence of an effective vaccine deepen the difficulty 

in controlling leishmaniasis. Therefore, new studies that seek to identify more sensitive and 

specific antigens for potential use as a diagnosis and prophylactic agent are extremely important. 

Thus, in the present work, the protein called Leishmania elongation factor 1 beta (EF1β) was 

selected through immunoproteomic assay performed in Leishmania infantum protein extracts, 

and it was produced as recombinant antigen and tested in ELISA experiments for  the 

serological diagnosis of canine and human visceral leishmaniasis. Due to the high similarity in 

the protein amino acid sequence in the Leishmania genus, assays were also performed for the 

diagnosis of human tegumentary leishmaniasis. The rEF1β protein showed 100% sensitivity 

and specificity, being able to identify patients with visceral and tegumentary leishmaniasis, as 

well as symptomatic and asymptomatic dogs, with no significant cross-reactivity withother 

serum classes. The recombinant protein also showed excellent results as a serological marker 

for the follow-up of patients after treatment and cure of disease. As a vaccine candidate, the 

antigen was administered as DNA vaccine or recombinant protein plus saponin as adjuvant in 

BALB/c mice, and immunized animals developed a Th1 type immune response, characterized 

by high levels of IFN-γ, IL-12, GM-CSF, and IgG2a subtype antibodies, before infection, which 

was maintained after challenge and corroborated with significant reductions in the parasite load 

in the liver, spleen, bone marrow and lymph nodes of the immunized animals, when compared 

to data obtained in the control groups. The vaccination using rEF1β plus saponin induced a 

more robust Th1 response and better parasitological protection, when compared to the DNA 

vaccine. In conclusion, results suggest that EF1β can be considered as a promising agent for 

diagnosis and/or as a vaccine candidate against leishmaniasis. 

 

Keywords: Diagnosis; Leishmania eukaryotic elongation factor-1 beta protein; recombinant 

protein; DNA vaccine; leishmaniasis. 
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ainda para os grupos de pesquisa e para a sociedade com tudo que posso fazer de melhor. Eu 

sei que posso, eu sei que vou e eu sei que consigo! E o Doutorado foi apenas mais uma etapa, 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 LEISHMANIOSES 

As leishmanioses são doenças tropicais negligenciadas que afetam regiões mais 

pobres e menos desenvolvidas no mundo, onde cerca de 380 milhões de pessoas em 98 países 

se encontram em áreas de risco de infecção e em torno de 2 milhões de casos novos ocorrem 

anualmente 1–3. A doença afeta, principalmente, as populações da África, Ásia e América 

Latina, e a patologia está associada a diversos fatores, como a espécie infectante do parasito, o 

vetor transmissor, fatores sociais e ambientais envolvidos, como desnutrição, e o genótipo do 

hospedeiro 4–6. 

As leishmanioses são importantes em termos de morbidade e mortalidade. Há duas 

manifestações clínicas principais desse complexo de doenças, a saber: a leishmaniose visceral 

(LV), a forma mais grave e fatal da doença e a leishmaniose tegumentar (LT), que abrange os 

tipos: cutânea (LC), a forma clínica mais comum,  mucosa (LM) e cutâneo-difusa (LCD) 5. Dos 

2 milhões de casos que ocorrem anualmente, cerca de 1,0 a 1,5 milhões são casos de LT, 

enquanto cerca de 500.000 casos de LV são registrados 3. Em 2017, dos 22.145 casos reportados 

à Organização Mundial de Saúde (OMS), 20.792 casos ocorrem em sete países: Brasil, Etiópia, 

Índia, Quênia, Somália, Sudão do Sul e Sudão. Dados publicados em 2016 mostram que 97 

países e territórios eram endêmicos para as leishmanioses. Destes, 65 foram mostrados 

endêmicos para ambas as formas clínicas da doença, 10 para LV e 22 para LT 5,7. As Figuras 1 

e 2 apresentam o estado de endemicidade para as formas visceral e tegumentar da doença. 
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Figura 1. Endemicidade da leishmaniose visceral no mundo (2019). A maioria dos casos 

ocorre no Brasil, leste da continente Africano e Sudeste da Ásia. Fonte: 

https://cdn.who.int/media/docs/default-source/ntds/leishmaniasis/leishmaniasis-vl-

2019.pdf?sfvrsn=a9c1920e_9 7. 

 

 

Figura 2. Endemicidade da leishmaniose cutânea no mundo (2019). A maioria dos casos 

ocorre na América do Sul, Mediterrâneo, Oriente Médio e Ásia Central. Fonte: 

https://cdn.who.int/media/docs/default-source/ntds/leishmaniasis/leishmaniasis-cl-

2019.pdf?sfvrsn=7b1eedab_7 7. 
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A maioria das pessoas infectadas não desenvolve sintomas rapidamente. Apesar 

disso, o termo leishmaniose se refere ao fato dos pacientes apresentarem os sinais clínicos da 

doença e não meramente por apresentar a infecção 2,8. A leishmaniose visceral (LV) é fatal, 

quando aguda e não tratada, em mais de 95% dos casos. Essa forma da doença é caracterizada 

pela perda de peso, crises febris irregulares, aumento do baço e fígado e anemia. A maioria dos 

casos ocorre no Brasil, na África Oriental e no Sudeste Asiático. Estima-se que 50.000 a 90.000 

casos novos de LV ocorram em todo o mundo a cada ano, dos quais apenas entre 25-45% são 

relatados à OMS 11,12.     

A LC é a forma clínica mais comum da doença. Os sinais clínicos variam e refletem 

as diferentes espécies do parasito, estado imunológico e genótipo dos pacientes. A lesão clássica 

começa com uma pápula ou nódulo no sítio da inoculação com crescimento lento, levando até 

uma semana para chegar ao tamanho final. Inicia-se o processo de cicatrização na região central 

por um curto tempo, dando lugar a uma úlcera que cicatriza depois de meses ou anos, gerando 

também uma pigmentação alterada no local 2. Embora a LC esteja associado à baixa 

mortalidade, ela gera cicatrizes desfigurantes em indivíduos infectados, que na maioria das 

vezes leva à estigmatização e morbidade do paciente 9. Cerca de 95% dos casos de LC ocorrem 

nas Américas, Oriente Médio e Ásia Central 2,11.  

A LM está presente nas Américas, com a maioria dos casos reportados na Bolívia, 

Peru e Brasil. A característica mais proeminente das espécies causadores dessa forma de 

leishmaniose é a capacidade de gerar metástase para as mucosas da boca e do trato respiratório 

superior pela via linfática ou hematogênica. Situações similares são reportadas por outras 

espécies em pacientes imunocomprometidos. As lesões nasais são frequentes, com nódulos e 

infiltração do septo cartilaginoso, levando à obstrução das narinas e subsequente perfuração do 

septo, com a possibilidade de gerar perda total ou parcial das regiões afetadas. A LM quase 

nunca cicatriza espontaneamente e infecções bacterianas secundárias são frequentes, sendo a 

pneumonia intercorrente a causa mais comum de piora da doença 2. 

Na LCD, as lesões se apresentam como placas e múltiplos nódulos difundidos pelo 

corpo de pacientes anérgicos ou com alguma deficiência na resposta imune celular aos 

antígenos do parasito. Por sua vez, na forma disseminada, são inúmeras lesões acneiformes, 

papulosas e ulceradas que surgem abruptamente (dentro de 24 horas da lesão inicial) dispersas 

no rosto e pelos membros superiores; lesões na região das mucosas também são comuns. É 

provável que ocorra a disseminação do parasito pela via hemática ou linfática, uma vez que há 

outros sintomas associados como febre, dor muscular, anorexia e astenia. A forma recidiva cútis 
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é caracterizada pela reativação nas bordas ou em áreas próximas da lesão primária dentro de 2 

anos após o tratamento 10.  

1.2 ASPECTOS GERAIS DO PARASITO Leishmania 

As leishmanioses são um complexo de doenças causadas pelo protozoário flagelado 

do gênero Leishmania. Os parasitos estão classificados na família Tripanosomatidae e na ordem 

Kinetoplastida, por possuírem um cinetoplasto, estrutura contendo DNA condensado na única 

mitocôndria da célula 11. Mais de 20 espécies de Leishmania são conhecidas por infectarem o 

homem e a transmissão ocorre pela picada de flebotomíneos fêmeas infectados 1,5. 

Os flebotomíneos, também conhecidos como mosquito-palha, são classificados na 

ordem Diptera, família Psychodidae (subfamília Phebotominae), que pertencem ao gênero 

Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo 12. Cerca de 30 espécies de 

flebotomíneos são vetores comprovados dos agentes etiológicos responsáveis pelas 

leishmanioses. Algumas destas espécies de vetores possuem estreita relação com algumas 

espécies do parasito, bem como seus reservatórios 13, conforme é mostrado na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Hospedeiros e vetores das principais espécies causadoras das leishmanioses no 

Brasil. A tabela mostra para as três principais formas da doença, suas espécies e diferentes 

vetores para a infecção em seus hospedeiros silvestres e urbanos. 14–16. 

Hospedeiros e vetores das principais espécies causadoras das leishmanioses no Brasil 

 

Doença 

 

Agente etiológico Vetor 
Hospedeiro 

silvestre 

Hospedeiro 

urbano 

Leishmaniose 

tegumentar 

Leishmania 

braziliensis 

Lutzomya 

intermedia 

Lu. pessoai 

Lu. wellcomei 

Lu. whitmani 

Roedores 

Roedores, 

equídeos e 

canídeos 

(cão) 

Leishmania 

guyanensis 

Lu. umbratilis 

Lu. anduzei 

Edentados e 

Marsupiais 
- 

Leishmania 

amazonenses 

Lu. flaviscutellata 

Lu. olmeca nociva 
Roedores - 
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Leishmania 

lainsoni 
Lu. ubiquitalis Roedores - 

Leishmaniose visceral 

Leishmania 

infantum 

(chagasi*) 

Lu. longipalpis 

Canídeos, 

marsupiais, 

roedores, 

edentados 

Canídeos 

(cães) 

*Após a descrição como L. chagasi nas Américas, verificou-se que o agente é geneticamente 

idêntico à espécie L. infantum. Dessa forma, prevaleceu o sinônimo sênior 17. 

 

Uma classificação para Leishmania foi proposta com base na combinação de dados 

moleculares, que dividem as espécies do parasito em duas linhagens filogenéticas principais 

referidas como seções Paraleishmania e Euleishmania 18. A seção Paraleishmania inclui L. 

hertigi, L. deanei, L. herreri, L. equatorensis e L. colombiensis, bem como o antigo gênero 

Endotrypanum. Desse grupo de espécies de paraleishmania, apenas L. colombiensis é 

considerado patogênico para humanos. A história evolutiva da seção Paraleishmania ainda não 

foi resolvida e até agora é um clado polifilético dentro do gênero Leishmania 19. 

Até recentemente, pensava-se que dentro da grande seção Euleishmania existiam 

apenas três subgêneros, Leishmania, Viannia e Sauroleishmania, este último restrito a infecção 

em lagartos. Até a descrição de um novo subgênero em 2018, Mundinia, que envolve espécies 

de Leishmania responsáveis por causar doença em humanas e animais, L. (Mundinia) orientalis, 

uma espécie recentemente descrita responsável para LC na Tailândia, e L. (Mundinia) enriettii 

e L. (Mundinia) martiniquensis, que estavam previamente reunidas ao complexo L. braziliensis 

20. Essas espécies são transmitidas por dípteros da família Ceratopogonidae. O nome Mundinia 

é uma homenagem aos pesquisadores, Muniz (Mun) e Medina (din), que descobriram e 

nomearam esses parasitos 21. 

Os subgêneros mais conhecidos, Leishmania e Viannia, são caracterizados com 

base em seu desenvolvimento no intestino dos flebotomíneos. Além do desenvolvimento 

auxiliar na divisão dos grupos, é evidente uma relação evolutiva entre o parasito e seu 

hospedeiro invertebrado. O crescimento das espécies do subgênero Leishmania é restrito a 

região anterior ao piloro e ao intestino posterior (desenvolvimento suprapilar); enquanto que 

para as espécies do subgênero Viannia o crescimento ocorre nas três regiões, intestino anterior, 

médio e posterior (desenvolvimento peripilar e hipopilar) 2.  
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No Brasil, o subgênero Viannia (Laison e Shaw, 1987) inclui os agentes 

responsáveis pela LT, com as principais espécies: L. braziliensis, que é o agente causador mais 

frequente das formas clínicas cutâneas e mucocutâneas; L. guyanensis, cuja localização 

geográfica corresponde ao norte do rio Amazonas e que geralmente causa múltiplas lesões 

cutâneas; e a L. lainsoni, que é limitada quase exclusivamente a Amazônia brasileira. Enquanto 

que as espécies do subgênero Leishmania incluem a L. amazonensis, responsável pela forma 

tegumentar, e a L. infantum, causadora da forma visceral no Novo Mundo 12. 

A duração do ciclo de vida do parasito no interior do vetor até se tornar a forma 

infectante, promastigota metacíclica, varia de acordo com a espécie de Leishmania e esse tempo 

pode ser alterado de acordo com a temperatura, sendo que o desenvolvimento é favorecido com 

o aquecimento 22. Uma vez que são protozoários digenéticos, os parasitos realizam seu ciclo de 

vida em dois hospedeiros, um vertebrado e um invertebrado 23. O ciclo biológico (Figura 3) 

inicia-se quando o inseto infectado, com formas promastigotas metacíclicas do parasito – 

formas afiladas e com flagelo externo para locomoção – ao realizar o repasto sanguíneo no 

hospedeiro vertebrado para a maturação dos ovos e posterior ovipostura, regurgita essas formas 

dentro da região dérmica ou dos vasos sanguíneos. Essas formas metacíclicas, ao entrar em 

contato com o tecido do hospedeiro, infectam fagócitos, principalmente macrófagos teciduais. 

Nessas células, mais precisamente, dentro dos fagolisossomos, essas formas se transformam 

em amastigotas – formas ovóides e sem locomoção – que se multiplicam sucessivamente por 

divisão binária. A proliferação dos parasitos dentro dos fagócitos pode promover o rompimento 

dessas células ou a formação de corpos apoptóticos, proporcionando a liberação dos parasitos 

e a infecção de novas células do hospedeiro. Um flebotomíneo não infectado ao realizar o 

repasto sanguíneo no hospedeiro portador ingere, juntamente com o sangue do hospedeiro, 

essas células infectadas com amastigotas e em seu trato digestivo se transformam em 

promastigotas novamente, dando prosseguimento ao ciclo (adaptado de 24). 
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Figura 3. Ciclo biológico do parasito Leishmania. O ciclo biológico do parasito é heteroxeno 

e apresenta o insetor vetor como o hospedeiro invertebrado e o homem e o cão, como os 

hospedeiros vertebrados (adaptado 24). 

A maioria das formas apresentam um caráter zoonótico, em que a infecção é 

transmitida de um animal reservatório para o humano através de um vetor. No entanto, existem 

algumas espécies, como L. tropica e L. donovani, em que o caráter antroponótico é 

caracterizado pela transmissão de humano para vetor para humano 1,24. O caráter zoonótico 

ocorre na região mediterrânea e no continente americano, enquanto que o antroponótico 

apresenta prevalência nos continentes asiático e africano, incluindo Índia, Nepal, Bangladesh e 

África Oriental 25. 

Os habituais hospedeiros que atuam como reservatórios dos parasitos incluem 

marsupiais, roedores e edentados em ambientes silvestres e, em áreas urbanas, o cão é o 

principal reservatório 26. No cão, a doença se apresenta de forma sistêmica e crônica, porém, a 

evolução aguda e grave pode levar o animal ao óbito 27. A doença no cão é classificada com 

relação aos sinais clínicos e podem ser considerados assintomáticos, oligossintomáticos ou 

sintomáticos. A ausência de sinais clínicos caracteriza os assintomáticos, sendo a presença de 

alguns sinais, como emagrecimento e pelo opaco, como oligossintomáticos. E, por último, os 

sintomáticos, que apresentam muitos sinais da doença, como alterações cutâneas, alopecia, 

linfoadenopatia, onicogrifose, emagrecimento, febre, palidez de mucosas, paresia dos membros 

posteriores e ceratoconjuntivite 28. 
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A forma assintomática da doença atinge entre 40 a 60% da população de animais 

soropositivos 29. Há uma estimativa de que três de cinco cães infectados e assintomáticos 

transmitem o parasito para os insetos vetores, e essa taxa de transmissão não altera de forma 

significativa entre os grupos de animais assintomáticos e sintomáticos. Dessa forma, a LV 

canina (LVC) não é apenas um problema veterinário, uma vez que há uma correlação direta 

entre a prevalência da doença nos cães e sua incidência no homem 30. 

1.3 MEDIDAS DE CONTROLE E PREVENÇÃO DAS LEISHMANIOSES 

O controle das leishmanioses é crucial para a redução da ocorrência da doença em 

cães e humanos, uma vez que os cães são considerados os principais reservatórios domésticos 

dos parasitos 31. A prevenção e o controle requerem uma combinação de estratégias de 

intervenção, uma vez que a transmissão ocorre em um complexo sistema biológico envolvendo 

a tríade: homem, animal reservatório e vetor infectado. As estratégias consideradas chaves para 

a prevenção são listadas abaixo: 

Diagnóstico precoce e tratamento imediato. O diagnóstico precoce pode reduzir 

a transmissão da infecção entre cães, flebotomíneos e humanos. Desse modo, reduziria a 

prevalência da doença, incapacitação e morte dos pacientes, além do monitoramento da 

propagação da doença 2,32. 

O tratamento das leishmanioses depende de vários fatores, como o tipo de doença, 

patologias concomitantes e espécies do parasito. As leishmanioses são um conjunto de doenças 

tratáveis, que requerem um sistema imunocompetente do paciente, porque os medicamentos 

não eliminam completamente o parasito do organismo, portanto, há risco de recidivas caso 

ocorra a supressão do sistema imune. Em geral, os pacientes diagnosticados com leishmaniose 

requerem um tratamento imediato e completo 33. Os antimoniais pentavalentes foram a primeira 

classe de medicamentos aplicados ao tratamento das leishmanioses. Gaspar Vianna sugeriu o 

uso de antimoniais trivalentes para tratar os primeiros casos de LC diagnosticados em São 

Paulo, em 1914. E em 1922, Bramachari introduziu a uréia estibamina, a primeira de várias 

pentavalentes mais seguras 2. Durante décadas, esquemas de tratamento com antimoniais 

pentavalentes foram usados como a primeira escolha para tratar a LV em todo o mundo, apesar 

da via de administração (parenteral), sua alta toxicidade e custo 32. Nos anos 1970, no Quênia, 

e nos anos 80, em Bihar, na Índia, pacientes com LV começaram a falhar diante do tratamento 

devido a adaptação de populações resistentes aos antimoniais. A necessidade de medicamentos 
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mais seguros e eficazes levou à busca de novos compostos, como anfotericina B (lipossomal), 

pentamidina, miltefosina e paromomicina 2. 

No Brasil, apenas o antimoniato de meglumina (Glucantime®) – Sanofi-Aventis 

S.A – está disponível, em conjunto com a anfotericina B, como uma droga alternativa, sendo 

essa atualmente disponibilizada pelo Ministério da Saúde sob duas formas principais: o 

desoxicolato de anfotericina B e lipossomal. Apesar da fórmula lipossomal ser eficiente, o seu 

custo acarreta no uso da formulação mais barata e, consequentemente, a mais tóxica 

(antimoniato de meglumina e anfotericina B). Sendo assim, o uso da anfotericina B lipossomal 

se restringe apenas aos pacientes que possuem a contraindicação da primeira 33–37. Além disso, 

o surgimento de cepas resistentes a esses fármacos está aumentando rapidamente em todo o 

mundo, não induzindo uma cura completa dos pacientes. Portanto, há uma grande necessidade 

ainda de novas terapias mais seguras e eficazes 37. 

Controle do vetor. O controle do flebotomíneo auxilia a reduzir e até mesmo 

interromper a transmissão da doença. O controle vetorial não é aplicável, pois a maioria dos 

vetores é silvestre, exceto por algumas medidas de proteção individual, como o uso de 

mosquiteiros impregnados com inseticida. O uso de inseticidas em redes poderia, 

concomitantemente, prevenir as leishmanioses e outras doenças transmitidas por insetos 

vetores, como a malária encefalite japonesa. Porém, as evidências são bastante limitadas de que 

os mosquiteiros fornecem proteção 2,38. 

Sistema de vigilância efetivo. Um sistema de vigilância robusto é um componente 

essencial dos programas de controle ou eliminação. Esse sistema é importante para monitorar e 

agir prontamente durante epidemias e situações com altas taxas de letalidade 2,33. No entanto, é 

claro que os dados oficiais frequentemente subestimam grosseiramente a realidade, devido a 

vários fatores limitantes: a distribuição descontínua dos focos de transmissão dentro das áreas, 

podendo apresentar focos separados e amplamente espaçados; doenças negligenciadas e de 

baixa notificação; grande número de casos sem diagnóstico, diagnosticados de modo errôneo 

ou sem relato somado a falta de medicação, especialmente quando os indivíduos não possuem 

acesso ao sistema de saúde; o número de pessoas portadoras e assintomáticas é mais importante 

em relação ao número real de casos sintomáticos, pois como aponta Hardee (1996), os 

sintomáticos são apenas a ponta do iceberg 26. Dessa forma, não há dúvidas de que o número 

de casos que ocorrem ao redor do mundo é consideravelmente maior do que o oficialmente 

relatado 2,39,40. 

Controle de reservatórios. O controle de reservatórios na zona urbana é realizado 

pela eutanásia de cães portadores das leishmanioses. No Brasil, o Programa de Controle das 
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Leishmanioses do Ministério da Saúde recomenda a eutanásia dos cães, como uma medida de 

controle, mas não se faz obrigatória. Apesar de não ser uma medida de saúde pública, em 2016 

uma nota técnica, liberada pelo MAPA, autorizou o registro do produto Milteforan no Brasil  

para o tratamento de cães. O licenciamento foi liberado por ser proibido o tratamento da 

leishmaniose visceral (LV) com produtos de uso humano e/ou não registrados41.  

Na Europa, os cães são tratados as vezes repetidamente com antimoniais 

pentavalentes, mas isso não é considerado apropriado, já que a mesma droga é usada para tratar 

infecções humanas, e pode dar origem a parasitos resistentes a drogas 26. Outro agravante é pelo 

fato de que a maioria dos cães infectados não apresentam os sinais clínicos, ou seja, são 

assintomáticos e de difícil diagnóstico, apesar de terem um papel significativo na transmissão 

dos parasitos entre flebotomíneos e humanos 42,43. 

Como medida profilática temos o uso de vacinas que apresentam um eficácia na 

redução da carga parasitária no animal, porém não impedem que o mesmo ainda seja um 

reservatório da doença 44; e o uso de coleiras com deltametrina 4%, que apesar de apresentarem 

resultados eficientes contra L. longipalpis, possuem uma função de curta duração e com grandes 

variações regionais 45. Desse modo, é notório que essa medida é complexa e deve ser adaptada 

a situação local 33. 

Educação em Saúde. A mobilização social e o fortalecimento de parceirias 

também é uma medida de controle. Deve ser adaptado localmente um modo eficaz de mobilizar 

e educar a comunidade com intervenções promissoras para que ocorra efetivamente uma 

mudança de comportamento. Também se faz importante a busca por parcerias e colaborações 

com várias organizações e outros programas que atuam no controle de outras doenças 

transmitidas por vetores 33. 

Em uma revisão sistemática analisando a eficácia dos programas de controle da LV 

que incluiu estratégias para reduzir o risco de transmissão, como controle de reservatório de 

animais, controle de vetores com pulverização de inseticida, ou uma combinação dessas 

intervenções, Romero e Boelart (2010) concluíram que faltam evidências científicas para 

sustentar a eficácia desses intervenções na interrupção da propagação da doença 46. Um ensaio 

randomizado de intervenção comunitária, avaliando o impacto da pulverização de inseticidas e 

a eutanásia dos cães infectados sobre a incidência de infecção humana por L. infantum, mostrou 

que apenas a eutanásia de cães foi capaz de reduzir a incidência em humanos com estimativas 

de eficácia variando entre 27–52%, dependendo da análise realizada 47. 
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Portanto, é possível observar que há várias estratégias para o controle da doença, 

porém muitas vezes elas são aplicadas incorretamente e inadequadamente avaliadas, e somado 

a baixa efetividade que elas apresentam, acabam gerando um entrave na redução da doença 26. 

1.4 DIAGNÓSTICO DAS LEISHMANIOSES 

O diagnóstico das leishmanioses é complexo mesmo em condições favoráveis, uma 

vez que os sinais clínicos se confundem com outras doenças como, por exemplo, malária, 

tuberculose, esquistossomose, paracoccidioidomicose, hanseníase, dentre outras 44,48–50. Faz-se 

necessário a associação de procedimentos para a obtenção de um diagnóstico acurado. Desse 

modo, se faz necessário a combinação de sinais clínicos, testes parasitológicos e imunológicos 

33. A apresentação clínica das leishmanioses exibe polimorfismo e um amplo espectro de sinais 

e sintomas que podem variar desde as manifestações clínicas discretas (oligossintomáticas), 

moderadas a graves. É importante destacar que há indivíduos com infecção inaparente e que 

predizer o potencial de evolução clínico desses indivíduos se faz desafiador. Dessa forma, não 

é indicado o tratamento para esses pacientes, nem a notificação 10,51. 

Como métodos de referência para o diagnóstico, temos os testes parasitológicos que 

se baseiam na demonstração do parasito em amostras de tecido, diretamente por microscopia 

ou por meio da cultura. Embora o exame microscópico do aspirado do baço seja sensível e 

específico, ele requer técnica para ler as lâminas com precisão e para realizar a aspiração de 

modo seguro, sem o desenvolvimento de hemorragia 52–54. O exame dos aspirados da medula 

óssea ou dos linfonodos é igualmente específico, porém menos sensível pela baixa parasitemia 

26,55–57. Infelizmente, se o primeiro procedimento não identificar os parasitos e o índice clínico 

de suspeita for alto, é altamente recomendado repetir a amostragem do mesmo local ou de outro 

local. Já a cultura dos parasitos é periculosa e laboriosa, pois requer um ambiente estéril e um 

tempo prolongado para obter resultados. Isso limita seu uso em campo ou em centros de saúde 

periféricos 44,54. 

Devido ao alto risco dos exames parasitológicos, os ensaios sorológicos têm sido 

bastante utilizados para a detecção de anticorpos em amostras de soro humanos e de cães, apesar 

de não serem tão efetivos na distinção de casos de cura e recidivas, pois os anticorpos 

permanecem detectáveis mesmo após o tratamento. O teste de anticorpo fluorescente indireto 

(IFAT), teste de aglutinação direta (DAT), imunocromatografia e ensaio imunoenzimático por 

ligação enzimática (ELISA) são alguns desses ensaios com diferentes especificidades e 

sensibilidades 26,58,59. 
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O DAT e o IFAT utilizam promastigotas inteiras para identificar anticorpos, 

enquanto o ELISA usa um lisado bruto de promastigotas ou proteínas recombinantes do 

parasito, que se apresentam mais puras e também bastante utilizadas em testes 

imunocromatográficos 60.  

O IFAT mostra sensibilidade de 87% a 100% e especificidade de 77% a 100% 61. 

Apesar das formas promastigotas serem os antígenos de escolha para o diagnóstico da LV, essas 

podem aumentar a reatividade cruzada com outros Tripanossomatídeos, por conta do número 

de proteínas compartilhadas entre eles 62 e a necessidade de um laboratório sofisticado com um 

microscópio de fluorescência restringe o seu uso para laboratórios de referência 60. 

O DAT é um teste sorológico aplicável no campo que, em contraste com o teste de 

ELISA, requer equipamento mínimo e pode ser realizado visualmente. Porém, esse teste 

necessita de um longo prazo para a leitura e, em comum com muitos outros testes sorológicos, 

apresenta baixa especificidade com resultados falso-positivos por empregar uma preparação de 

antígeno baseado em formas promastigotas inteiras 53.  

O teste ideal para o diagnóstico sorológico seria aquele de fácil uso, barato e com 

alta sensibilidade e especificidade. O uso de antígenos brutos e inteiros, utilizados em ELISA, 

DAT e IFA, para o sorodiagnóstico de doenças tropicais é limitado pelo grande desbalanço 

entre sensibilidade e especificidade e por ser difícil de se obter uma preparação padronizada. 

Entretanto, uma vez que um antígeno útil para o diagnóstico tenha sido identificado, técnicas 

de biologia molecular permitem que esse antígeno seja fabricado como uma proteína 

recombinante de maneira padronizada e com melhores resultados, vistos em técnicas de 

imunocromatografia e ELISA 57. 

O ELISA é amplamente utilizado para o sorodiagnóstico de várias doenças 43,63–65. 

A sensibilidade e especificidade desses ensaios são influenciadas grandemente pelo antígeno 

empregado. Vários antígenos, incluindo proteínas recombinantes purificadas (dp72, gp70, rK39 

e HSP70), foram testados, mas o antígeno bruto solúvel ainda é amplamente utilizado, apesar 

de apresentar reações cruzadas com outros patógenos 53,66–70. Além disso, muitos desses 

candidatos são proteínas conservadas, ou seja, apresentam uma alta similaridade nas sequências 

aminoacídicas com proteínas humanas e / ou caninas, dificultando a aplicabilidade dos testes 

71. Portanto, tem-se buscado antígenos que são formados por regiões aminoácidicas únicas de 

Leishmania, que não apresentem homologias de epítopos com seus hospedeiros e que 

substituam o antígeno solúvel de Leishmania (SLA) como, por exemplo, as proteínas 

recombinantes rkE16, rk26, rK39 e A2 72–74.  
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Por sua vez, o teste imunocromatográfico, também utilizado para detectar 

anticorpos específicos ao parasito, tem-se tornado promissor devido a sua simplicidade e 

facilidade de uso 75. A identificação de novos antígenos purificados, como a proteína 

recombinante K39 (rK39), tem sido extensivamente estudada e aplicado para uso em testes 

rápidos. O rK39 é composto por repetições de um resíduo de 39 aminoácidos (k-39), codificado 

por um gene relacionado à cinesina nas formas amastigotas de L. infantum, sendo bastante 

utilizado para o diagnóstico da forma visceral, pois é altamente conservado entre as espécies 

viscerotrópicas, o que limita seu uso para a forma visceral da doença 76,77.  

O Ministério da Saúde disponibilizou duas opções para o diagnóstico, o teste rápido 

KALAZAR DETECT® (InBios International, Seattle, WA) que utiliza amostras de soros e o 

teste de imunofluorescência (IFI-LH®-Leishmaniose Humana - Biomanguinhos, Fiocruz, 

Brasil) produzido no Brasil. Ambos aplicados para o diagnóstico da LV 78. O IFI apresenta 

sensibilidade e especificidade de 88% a 92% e 83% a 88%, respectivamente, e apresenta como 

vantagem a larga produção, porém, requer infraestrutura laboratorial de média complexidade e 

profissionais especializados para a realização do exame 79,80. O Kalazar Detect é simples, de 

fácil interpretação e apresenta uma sensibilidade, entre 84% a 88%, e especificidade de 91% 

81,82. Em 2015, o Ministério da Saúde substituiu o Kalazar Detect pelo teste rápido IT-LEISH®, 

produzido pela Bio-Rad Laboratories, USA, por apresentar resultados de sensibilidade e 

especificidade superiores ao kalazar detect (sensibilidade de 92% a 93% e especificidade de 

92% a 98% 80,81) e por permitir a análise de amostras de soro, plasma e/ou sangue total, 

facilitando assim o seu emprego nos serviços de atenção primária 83. Além disso foi uma medida 

economicamente apropriada 78. 

Diante de vários métodos de diagnóstico, é importante analisarmos as limitações 

que esses testes ainda apresentam frente as diferentes formas das leishmanioses e as condições 

após o tratamento da doença. Analisando os métodos empregados para identificar as 

leishmanioses é interessante notar que para a forma visceral da doença há antígenos já 

estabelecidos para o sorodiagnóstico, como o rK39 empregado em elisas e em testes rápidos; 

enquanto que para a forma tegumentar ainda não há um consenso na aplicação desses antígenos, 

uma vez que os pacientes apresentam uma baixa parasitemia, gerando uma baixa produção de 

anticorpos. Desse modo, pacientes com a forma tegumentar podem ser classificados como 

falso-negativos 71. Outro aspecto agravante ao se diagnosticar, são os pacientes tratados, uma 

vez que a resposta humoral pode permanecer mesmo após a cura da doença. Dessa forma, a 

diferenciação desses pacientes, tratados e não tratados, ainda se apresenta como um obstáculo 

devido à reatividade humoral 26,58. 
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Na década de 1990, surgiram como alternativa os testes moleculares para a detecção 

do DNA do cinetoplasto ou ribossomo pela reação em cadeia da polimerase (PCR), aumentando 

bastante a sensibilidade e permitiu o diagnóstico de espécies em amostras de tecidos e sangue 

2,54. Estudos mostram que a PCR apresentou um aumento da especificidade de 100% nos testes 

para a forma cutânea, e um aumento na sensibilidade de 20 para 30% quando comparado ao 

teste parasitológico convencional. O mesmo é visto para os casos de mucocutânea 84. No 

entanto, além de ser uma técnica que precisa da presença desses parasitos nos tecidos utilizados, 

um entrave para o diagnóstico da forma tegumentar da doença, é onerosa, necessita de uma 

equipe treinada e apresenta resultados que dependem de algumas variáveis envolvidas, comoo 

tipo de amostra processado, área endêmica, o alvo do DNA usado para amplificação, entre 

outros 85. 

Desse modo, é possível notar que o diagnóstico da LT humana é limitado ao exame 

parasitológico (exame direto por microscopia e/ou isolamento do parasito em meios de 

culturas). Apesar de haver um antígeno eficaz e empregado em testes sorológicos (IFI e ELISA) 

e cromatográficos para a LV, como rK39, e alternativas mais eficientes como a qPCR, ainda se 

faz necessários exames mais específicos, baratos e de fácil aplicabilidade 64,86. 

Consequentemente, novos alvos proteicos tem sido testados 69,71,87 com o objetivo de melhorar 

o diagnóstico, visando uma alta sensibilidade de modo a conseguir identificar a forma 

tegumentar da doença, e uma alta especificidade para que o alvo possa ser utilizado no 

diagnóstico correto da forma visceral e também como controle de cura.  

Semelhante ao diagnóstico humano, o diagnóstico clínico da LVC vem se 

apresentando como um problema para os serviços de saúde pública devido à similaridade dos 

sinais clínicos com outras patologias, alterações histopatológicas inespecíficas e a inexistência 

de testes 100% específicos e sensíveis 88,89. O diagnóstico laboratorial em cães é semelhante ao 

realizado em humanos, se baseando nos exames parasitológico e/ou sorológico. O diagnóstico 

parasitológico se baseia na visualização direta do parasito em material biológico, como punções 

hepática, esplênica, de medula óssea, de linfonodos e biópsia de pele. Apesar de ser 100% 

específico, são métodos invasivos, de sensibilidade bastante variável devido ao grau de 

parasitemia do animal, demorados e, consequentemente, impraticáveis em programas de saúde 

pública. O Ministérido da Saúde tem recomendado para o diagnóstico sorológico o RIFI (título 

de 1:40 ou mais) e ELISA (considerado positivos os valores da densidade ótica igual ou superior 

a 3 desvio-padrões do cut-off  do controle negativo).  

Apesar dos testes sorológicos serem o método mais utilizado para cães, eles 

apresentam limitações pela possibilidade de gerarem reatividade cruzada com outras doenças 
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causadas por outros tripanossomatídeos, como o Trypanosoma cruzi, e com protozoários de 

outras famílias, como Babesia canis, ou até mesmo com a bactéria Ehrlichia canis 90, e podem 

não diferenciar cães naturalmente infectados de cães vacinados 91. 

Além disso, a maioria dos cães infectados permanece assintomático por longos 

períodos e com uma baixa carga parasitária, implicando na falta de reconhecimento dos 

parasitos nos testes parasitológicos ou sorológicos 92. Como consequência, métodos de 

diagnóstico que buscam identificar ambos, assintomáticos e sintomáticos, têm sido 

desenvolvidos, uma vez que animais infectados possuem um papel relevante na transmissão do 

parasito para outros cães sadios e humanos 93,94. 

1.5 RESPOSTA IMUNE  

Dependendo da natureza do patógeno que induz a resposta inicial no hospedeiro, a 

célula dendrítica ativada, com a liberação específica de citocinas chave, direciona a 

diferenciação dos linfócitos T CD4+ naives, virgens de exposição,  em tipos distintos de células 

efetoras, podendo ser principalmente diferenciadas nos subtipos Th1, Th2 ou Th17 74. O perfil 

de resposta associado à proteção do hospedeiro contra a LV é determinado pelo maior balanço 

do subtipo Th1, caracterizado pela produção das citocinas IFN-γ, IL-12, TNF-α, GM-CSF, 

dentre outras. Essas citocinas atuam como uma alça de retroalimentação positiva no aumento 

da polarização da resposta para o perfil Th1, atuando nas células T CD8+, o que aumenta a sua 

atividade citotóxica, e também na resposta humoral dependente de T, uma vez que atuam na 

ativação dos linfócitos B em plasmócitos secretores de anticorpos mais específicos, sendo 

IgG2a a subclasse prevalente 95. Elas também atuam com retroalimentação positiva na ativação 

da via clássica dos macrófagos, induzindo-os a aumentar a expressão de enzimas ligadas a 

síntese de espécies reativas de oxigênio e óxido nítrico, responsável pela morte dos parasitos 

internalizados 96. Esse repertório imune é encontrado em pacientes assintomáticos, ou seja, 

aqueles que conseguem controlar a infecção sem o avanço da doença 97.  

Já a doença aguda apresenta como repertório imune maior balanço de citocinas do 

subtipo Th2, como IL-4, IL-10, IL-13 e TGF-β. Essas moléculas atuam como alça de 

retroalimentação positiva no aumento da polarização do perfil Th2, na ativação de linfócitos B 

em plasmócitos secretores de anticorpos específicos como IgE e IgG1 e que possuem um papel 

na defesa mediada por eosinófilos e mastócitos 95. As citocinas também desencadeiam a 

ativação alternativa dos macrófagos, os induzindo a expressar enzimas ligadas a síntese de 

colágeno e fibronectina, ou seja, um processo relacionado a fibrose e remodelagem tecidual. 
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Desse modo, o sistema imune não consegue combater o parasito e reduzir a carga parasitária, 

propiciando o agravamento da infecção 75,76. A suscetibilidade do modelo murino à infecção 

por  Leishmania é crucial para a identificação da dicotomia das respostas Th1/Th2, ainda que 

uma área de contínua especulação e investigação ainda permanece 1,24. Ademais, avanços na 

compreensão da progressão das leishmanioses indicam que as interações celulares são mais 

complexas do que o paradigma de balanço Th1/Th2 na definição do curso da infecção 6. 

O papel das células Th17 tem se apresentado como um modulador crucial da 

imunidade adaptativa contra parasitos Leishmania. A diferenciação das células Th17 é mediada 

pela ativação de células T naive na presença da combinação das citocinas TGF-β, IL-6, IL-1β 

e IL-23. A citocina IL-17 coopera com outras do perfil, como IL-17, IL-21 e IL-22, auxiliando 

na indução da inflamação do tecido ao ativar a iNOS (óxido nítrico sintase induzível) e induzir 

a expressão do fator estimulador de colônias de granulócitos, IL-1, IL-6, IL-8, TNF-α e várias 

quimiocinas para potencializar a inflamação 98. A indução desses mediadores inflamatórios 

sugere que a IL-17 tenha um papel importante nas infecções por parasitos intracelulares, 

atuando em sinergismo com o perfil Th1, ou seja, potencializando o perfil protetor contra a LV. 

Embora muitos trabalhos tenham discutido as respostas imunes celulares contra as diferentes 

formas de leishmaniose 99,100, o papel de Th17 na imunopatogênese e no controle das 

leishmanioses permanece ainda a ser melhor definido 101.  

 

1.6 VACINAS CONTRA AS LEISHMANIOSES 

A busca de vacinas contra as leishmanioses é importante para o controle e 

prevenção da doença. Vários antígenos de Leishmania têm sido explorados como candidatos a 

vacinas promissoras, podendo ser administrados de diferentes formas: como o parasito 

Leishmania íntegro e inativado ou atenuado, chamados de vacinas de primeira geração; como 

subunidades, as proteínas de Leishmania classificadaos como vacinas de segunda geração; e 

com o uso de vacinas de DNA como as vacinas de terceira geração 25. Vários estudos utilizando 

os três tipos de vacinas têm demonstrado sucesso na proteção contra a LV em estudos in vivo 

102–104. 

Datta et al. (2012) investigaram a eficiência imunoprofilática de parasitos da 

espécie L. donovani atenuados por radiação gama na infecção experimental de camundongos 

BALB/c com a forma visceral da doença. Os parasitos atenuados por radiação se mostraram 

significativamente eficazes na proteção de camundongos contra a infecção após duas doses em 
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um intervalo de tempo de 15 dias, o que foi ainda confirmado pelo aumento da resposta imune 

Th1 em detrimento da resposta Th2 105.  

Apesar das vacinas de primeira geração apresentarem algum nível de proteção 

contra as leishmanioses, elas apresentam limitações ao gerar resposta imune, devido à grande 

variabilidade na sua produção e também por sua toxicidade, uma vez que é vista como insegura 

para uso da população 25,103,106,107. Além disso, os regulamentos de vacinas e os critérios de 

liberação atuais fazem com que esse tipo de vacina não represente mais uma opção sustentável 

e viável para uso generalizado 108. 

A revolução da engenharia genética no final do século 20 impactou bastante o 

desenvolvimento de alvos vacinais, surgindo assim as vacinas de segunda geração, que incluem 

proteínas de Leishmania purificadas, bem como proteínas recombinantes do parasito 25. Essas 

vacinas têm demonstrado uma melhor resposta imunológica, em relação as de primeira geração, 

as quais levaram o sucesso de algumas vacinas que passaram e/ou estão no mercado. 

Atualmente, existem três vacinas disponíveis para prevenção da LVC. A vacina 

CaniLeish® (Virbac, França), produzida a partir de antígenos da L. infantum (LiESP/QA-21), 

não é encontrada no mercado brasileiro, mas é utilizada por alguns países da Europa. Essa 

vacina apresentou eficácia na prevenção dos sinais clínicos em cães de cerca de 68,4%, com 

um nível de proteção de 92,7% e é bastante tolerada pelos animais, nos quais o maior evento 

adverso se apresenta como um leve inchaço local associado a dor no local da injeção 109. Apesar 

de induzir uma resposta imune mediada por células T do subtipo Th1, importante para o 

combate ao parasito, ela não tem um caráter preventivo, mas sim terapêutico, pois ela não 

previne o cão da infecção primária pelo protozoário, apenas controla a carga parasitária no 

animal 110 e o avanço de sinais clínicos graves. Assim, ela pode ser administrada antes ou após 

a infecção.  

No Brasil, temos duas vacinas que foram aprovadas em 2014 pelo Ministério da 

Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA): Leishmune® (Zoetis, Campinas, Brasil) e 

Leish-Tec® (Hertape S.A., Juatuba, Brasil). A Leishmune® foi produzida a partir de uma 

fração glicoproteica purificada de L. donovani associada ao adjuvante saponina. Seu uso foi 

suspendido no mesmo ano pelo MAPA em conjunto com o Ministério da Saúde, por não 

apresentar os requisitos da avaliação de um ensaio clínico de Fase III 52. Já a Leish-Tec® se 

encontra atualmente no mercado e foi produzida a partir da proteína recombinante A2 de L. 

infantum associada ao adjuvante saponina. A vacina apresenta 71% de eficácia e 43% na 

redução da transmissibilidade em estudos de fase III 44. 
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As vacinas de terceira geração, que utilizam um vetor plasmidial para a inserção de 

genes que codificam proteínas de interesse nas células do hospedeiro, podem ser usadas contra 

patógenos intracelulares ao estimularem uma resposta celular dos tipos CD4 e CD8 111. Essas 

vacinas de terceira geração têm demonstrado bastante eficiência com diferentes candidatos 

vacinais com as diferentes formas clínicas da doença, como têm sido demonstrado por vários 

estudos que utilizaram diferentes antígenos, como LACK 112, NH36 113, proteínas cinases 114 e 

HASPB 115. Nesse contexto, o uso de vacinas de DNA tem demonstrado ser uma alternativa 

interessante devido à sua capacidade de indução de imunidade celular prolongada, pelo menor 

custo de produção de tais vacinas, além da maior estabilidade de conservação.  

Embora pesquisadores tenham centrado esforços nas tentativas de encontrar uma 

alternativa eficiente para a prevenção da LV, até o momento não há vacina disponível para o 

ser humano e ainda nenhuma vacina disponível para cães tem se apresentado altamente eficaz 

no controle da doença 53,54. A busca por alvos vacinais persiste, principalmente, por aqueles 

antígenos imunodominantes, que desencadeiam resposta do tipo Th1 e se apresentam 

conservados entre as espécies causadoras das leishmanioses, de forma a apresentar um amplo 

espectro de proteção 55,56.  

Desse modo, muitos estudos têm buscado esses antígenos vacinais através da 

imunoproteômica116–118, uma técnica que combina o western blotting com a proteômica 56. Essa 

abordagem é bastante utilizada atualmente, além de outros fins, para a identificação de proteínas 

antigênicas e imunogênicas de Leishmania para posterior avaliação do seu potencial como 

candidato diagnóstico ou vacinal contra as leishmanioses 58–60. 

A imunoproteômica tem se mostrado uma ferramenta promissora e eficiente para 

seleção de antígenos a partir de diferentes patógenos, que podem apresentar propósitos vacinais, 

diagnóstico e/ou terapêuticos 116–118. Nosso grupo tem utilizado essa abordagem na busca por 

alvos vacinais e diagnósticos para as leishmanioses, que têm apresentado resultados 

promissores, como as proteínas: piridoxal cinase, enolase, SMP-3, proibitina, β-tubulina e 

dentre várias outras de função ainda desconhecidas, denominadas de hipotéticas 104,119–126. E 

com o objetivo de otimizar a eficiência desses antígenos diferentes, encontrados e testados, 

atualmente o grupo tem utilizado as regiões de domínio contendo apenas os epítopos relevantes 

de cada proteína, de reconhecimento pelos linfócitos B e T, na junção e construção de proteínas 

quiméricas127–129.  

Recentemente, nosso grupo realizou um ensaio de imunoproteômica feito com as 

formas promastigotas e amastigotas de L. infantum, que identificou possíveis alvos antigênicos 

quando esses foram reconhecidos por anticorpos presentes em soros de pacientes portadores de 
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LV, em detrimento ao não reconhecimento por anticorpos encontrados em indivíduos sadios 

130. Dentre eles, a proteína fator eucarioto de alongamento 1 beta de Leishmania (EF1β; 

LINF_340014000) foi selecionada para ser testada no presente trabalho. Além disso, a proteína 

apresenta epítopos preditos de linfócitos B e células T dos subtipos CD4+ e CD8+.  Dessa forma, 

a proteína se apresenta como um alvo potencial para o diagnóstico e vacina para as 

leishmanioses. 

A proteína EF1β é considerada crucial para o processo de tradução proteica em 

eucariotos e archaea. A tradução da informação genética do DNA para proteínas é realizada 

pela maquinaria dos ribossomos por meio das ligações peptídicas e é dividida em quatro 

diferentes fases: (1) a fase de iniciação dirigida pelos códons de partida no mRNA e fatores de 

iniciação (IFs), em que as subunidades ribossomais são montadas e os tRNA iniciadores se 

ligam ao ribossomo; (2) a fase de alongamento, na qual os códons no mRNA são combinados 

nos tRNAs sob o controle estrito dos fatores de alongamento (EFs); (3) a fase de terminação, 

durante a qual os códons de parada são reconhecidos pelos fatores de liberação (RFs) e os 

polipeptídeos sintetizados são liberados do ribossomo; e (4) a fase de reciclagem, na qual as 

subunidades ribossomais são dissociadas umas das outras sob a influência de um fator de 

reciclagem de ribossomos (RRF) 131. O fator de alongamento EF1β (também conhecido como 

EF-Ts ou EF-1 beta / gama / delta) é um fator de troca de nucleotídeos necessário para regenerar 

EF1α de sua forma inativa (EF1α-GDP) para sua forma ativa (EF1α-GTP). O EF1α interage 

com um novo aminoacil-tRNA para iniciar o ciclo novamente. O EF1β é mais complexo em 

eucariotos do que em bactérias e pode consistir de três subunidades: EF1β-beta (ou EF-1 beta), 

EF1β-gama (ou EF-1 gama) e EF1β-delta (ou EF-1 delta). Sendo assim, o EF1 é um domínio 

de troca de nucleotídeos de guanina encontrado nas cadeias beta e delta dos fatores de 

alongamento de eucariotos e archaea 131,132. 

No presente estudo, o gene codificador da proteína EF1β foi clonado e a proteína 

foi expressa e purificada na forma recombinante para ser utilizada em testes vacinais e de 

diagnóstico sorológico para as leishmanioses. Ensaios de ELISA para o sorodiagnóstico da LV 

canina e humana, bem como para a LT humana, foram realizados. Como alvo vacinal, a proteína 

foi administrada como vacina de DNA ou proteína recombinante mais saponina, um glicosídeo 

proveniente do metabolismo secundário vegetal muito utilizado por induzir um perfil de 

resposta Th1 nos modelos animais para as leishmanioses 133–135, e a eficácia protetora dos 

imunógenos foi avaliada em modelo murino contra a infecção com L. infantum. 
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2 JUSTIFICATIVA 

Atualmente, os métodos de diagnóstico para detecção das leishmanioses canina e 

humana são baseados em testes parasitológicos convencionais e moleculares e testes 

imunológicos. Assim, uma variedade de métodos tem sido aplicada para a detecção de cães e 

humanos portadores do parasito. Entretanto, eles apresentam variável sensibilidade para a 

detecção dos casos com baixa carga parasitária ou títulos de anticorpos antileishmaniais, além 

de variável especificidade para a discriminação dos casos de leishmanioses daqueles 

desenvolvidos por outras espécies de Tripanosomatídeos. 

Assim, é possível observar que há estratégias para o controle das leishmanioses, 

porém muitas vezes elas são aplicadas inadequadamente, e somado à baixa efetividade que 

apresentam, acabam gerando entrave na redução da incidência da doença. Como consequência, 

novos estudos têm buscado identificar antígenos mais sensíveis e específicos para o diagnóstico 

da doença, além do desenvolvimento de novas vacinas, que se apresentam também como 

medida de controle da doença, uma vez que há poucas vacinas disponíveis para cães no 

mercado, e que apresentam eficácia controvérsia, e não existe uma vacina disponível para 

humanos 136. 

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo principal buscar um novo alvo para 

futuro emprego como vacina e no diagnóstico das leishmanioses, de modo que o mesmo possa 

ser empregado com eficácia profilática e/ou na melhoria da sensibilidade e especificidade para 

composição de um teste laboratorial efetivo.  
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3 OBJETIVOS   

3.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar a proteína fator eucarioto de alongamento 1 beta de Leishmania (EF1β) 

como candidata ao diagnóstico imunológico e como vacina contra as leishmanioses. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Identificar epítopos específicos de linfócitos B e T na sequência da proteína 

EF1β de L. infantum e verificar sua conservação entre diferentes espécies do parasito 

Leishmania e de outros Tripanosomatídeos;  

 Clonar o gene codificador da proteína EF1β, expressar e purificar a proteína 

recombinante e avaliar seu desempenho diagnóstico para detecção da LV canina e humana, 

além da LT humana, usando amplo painel sorológico. 

 Avaliar a eficácia prognóstica da proteína usando soros de pacientes coletados 

antes e após o tratamento e cura clínica;  

 Avaliar a imunogenicidade e eficácia protetora da proteína rEF1β administrada 

na versão recombinante mais saponina ou como vacina de DNA em camundongos BALB/c 

contra a infecção usando L. infantum, por meio de avaliações imunológicas e parasitológicas. 
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4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL  

Com o objetivo de melhor visualizar as etapas do projeto, um planejamento da pesquisa 

é mostrado abaixo: 

 

 

 

Figura 4. Delineamento experimental geral.  
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5.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAÇÃO ANIMAL 

A experimentação animal usando a proteína rEF1β foi realizada de acordo com o 

esquema abaixo: 

 

 

Figura 5. Delineamento da experimentação animal. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

5.1 FASE I – BIOINFORMÁTICA 

5.1.1 Seleção da proteína de Leishmania candidata ao diagnóstico e vacina 

A proteína utilizada no trabalho foi selecionada por meio da técnica de 

imunoproteômica utilizando extrato proteico de L. infantum 130. Essa proteína foi reconhecida 

por anticorpos presentes nos soros de pacientes com LV, em detrimento do não reconhecimento 

por anticorpos presentes em pacientes portadores de outras doenças que podem gerar reação 

cruzada e indivíduos sadios. 

5.1.2 Predição de epítopos 

As predições de epítopos foram realizadas a partir da sequência de aminoácidos da 

proteína EF1β (LINF_340014000). 

5.1.2.1 Linfócitos B 

Epítopos de linfócitos B foram preditos utilizando o programa BepiPred-2.0 server 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/index.php) 137. Este programa prediz epítopos a partir 

da sequência proteica, usando o algoritmo Random Forest treinado com aminoácidos 

sabidamente formadores e não formadores de epítopos determinados por cristalografia. Os 

dados foram gerados a partir de um cut-off de 0.6 para EF1β, que confere uma especificidade 

de 95% e uma sensibilidade de 10%.  

5.1.2.2 Linfócitos T CD4+ 

Peptídeos ligantes as moléculas de MHC de Classe II (MHC-II) foram preditos pelo 

programa NetMHCIIpan 3.2 server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCIIpan/) 138. As 

predições são disponíveis para os três isotipos de MHC-II em humanos, HLA_DR, HLA_DP e 

HLA-DQ, bem como para as moléculas H-2 presentes em camundongos. Os valores de predição 

são dados pelo IC50 (nM) e classificação em porcentagem. A porcentagem para um determinado 

peptídeo é dada pela comparação da sua pontuação com a de outros 200.000 peptídeos naturais 

aleatórios, sabidamente ligantes ao MHC-II e com o mesmo comprimento configurado no 

programa. Ligações fortes e fracas são identificadas baseadas na classificação em porcentagem 

e com limites ajustáveis (threshold). Dessa forma, o programa foi utilizado para a predição de 

http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/index.php
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCIIpan/
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epítopos de 15 aminoácidos, utilizando os isotipos apenas de humanos, com a classificação de 

2% para o threshold de ligantes fortes, e com 10% para o threshold de ligantes fracos. 

5.1.2.3 Linfócitos T CD8+ 

Peptídeos ligantes as moléculas de MHC de Classe I (MHC-I) foram preditos 

utilizando o programa NetCTL 1.2 server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetCTL/) 139. Este 

preditor é baseado em redes neuronais artificiais para a predição de epítopos de linfócitos T 

citotóxicos (CTL) a partir de sequências proteicas. Esta última versão atualizada (1.2) foi 

treinada com 886 ligantes conhecidos de MHC de Classe I (MHC-I) restritos a 12 supertipos 

diferentes presentes em humanos. O método integra uma junção de características 

probabilísticas além da ligação ao MHC-I, bem como a clivagem C terminal via proteassoma e 

a eficiência do transporte via TAP (transportador associado ao processamento de antígeno). As 

pontuações das três predições individuais são integradas como uma soma ponderada, com um 

peso relativo na ligação MHC-I / peptídeo de 1. Diferentes thresholds são atribuídos para as 

pontuações integradas, sendo traduzidos em valores de sensibilidade / especificidade. O 

programa foi executado com o threshold de 1.0, ou seja, cerca de 70% de sensibilidade e 99% 

de especificidade, para os supertipos – A2, A3 e B7. 

5.1.3 Alinhamento de proteínas homólogas 

Um BLAST foi realizado no banco de dados TriTrypDB 

(https://tritrypdb.org/tritrypdb/), com espécies de tripanosomatídeos causadores das 

leishmanioses e doença de Chagas, que apresentavam homologia e sintenia gênica com os 

candidatos selecionados neste trabalho. Proteínas homólogas correspondentes nos hospedeiros 

vertebrados (Canis familiaris e Homo sapiens) para os parasitos do gênero Leishmania foram 

obtidas através do BLAST no banco de dados do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A 

proteína foi alinhada e as porcentagens de identidade entre as proteínas foram obtidas utilizando 

o programa ClustalW (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw) 140. As regiões com 

homologia no alinhamento múltiplo foram sombreadas, usando o programa BoxShade 3.21 

(https://embnet.vital-it.ch/software/BOX_form.html). As regiões de domínio das proteínas 

foram encontradas utilizando a base de dados de família de proteínas Pfam 

(https://pfam.xfam.org/). As sequências utilizadas no alinhamento múltiplo da proteína EF1β 

foram: LINF_340014000 (L. infantum JPCM5); LdCL_340014200 (L. donovani CL-SL); 

LbrM.20.0770 (L. braziliensis M2904); LmjF.34.0820 (L. major Friedlin); TcCLB.507671.30 

(T. cruzi CL Brener haplótipo Esmeraldo-like) e TcCLB.506201.39 (T. cruzi CL Brener 

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetCTL/


46 

haplótipo Non-Esmeraldo-like); EAL24079.1 (Homo sapiens); e XP_536040.1 (Canis 

familiaris).  

5.2 FASE II – PRODUÇÃO DA PROTEÍNA E DNA RECOMBINANTE  

5.2.1 Clonagem do candidato à expressão heteróloga 

Inicialmente, foram desenhados um par de primers dos tipos forward e reverse para o 

gene utilizado no presente estudo: LINF_340014000, com auxílio do programa OligoExplorer 

1.2 e OligoAnalyzer 1.2. O programa NEBcutter V2.0 (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) foi 

empregado concomitantemente no desenho dos primers para a escolha de duas enzimas de 

restrição que não apresentavam cortes nas sequências gênicas de interesse e que estivessem 

presentes no vetor de expressão utilizado. Como o delineamento do trabalho apresenta como 

objetivo a expressão dessas ORFs tanto em organismos procariotos como em eucariotos, foi 

adicionado ao primer a sequência de Kosak próximo ao ATG (metionina) inicial – ACCATGG. 

Essa sequência é importante para o reconhecimento do RNAm pelos ribossomos de organismos 

eucariotos para a tradução. O seguinte par de primers foi desenhado: 5´-

GGATCCACCATGGGATCTCTAAAGGACGTGAGC-3´ (forward) e 5´- 

GAATTCAGGTGCAGTCGATGGATATC-3´ (reverse) para o gene EF1β. Foram inseridas as 

enzimas de restrição (sublinhadas) BamHI e EcoRI para os primers forward e o reverse, 

respectivamente.  

Posteriormente, os primers foram utilizados para a amplificação das ORFs na PCR 

com gradiente de temperatura. O gradiente proporciona alterações na temperatura de 

anelamento dos primers no DNA genômico de L. infantum (DNA molde utilizado na PCR). Os 

produtos da PCR foram visualizados através da eletroforese em gel de agarose corado com um 

intercalante de DNA – brometo de etídeo, que fluoresce quando exposto à luz ultravioleta. Após 

a amplificação com a temperatura de anelamento padronizada, os produtos de PCR foram 

clonados no vetor pGEM-T Vector (Promega; ANEXO I). O pGEM-T é um vetor de clonagem 

pré-linearizado, que possui em suas extremidades 3’ uma timidina não pareada, permitindo a 

ligação da 3’-adenosina do amplicon adicionada pela enzima DNA polimerase, de modo 

independente do DNA molde, durante a PCR. O vetor também apresenta em sua sequência um 

gene que confere resistência ao antibiótico ampicilina, uma origem de replicação e um sítio 

múltiplo de clonagem. A ligação do amplicon ao vetor de clonagem foi efetuada com o uso da 

enzima T4 DNA ligase (Promega), de acordo com as recomendações do fabricante.  
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Após a ligação, foi feita a transformação do plasmídeo recombinante no hospedeiro 

competente, E. coli XL1-Blue (Phoneutria, Brazil), por eletroporação utilizando o equipamento 

“MicroPulser Electroporation Apparatus” (Bio-Rad). Após a clonagem em bactérias, o 

amplicon foi subclonado nos vetores de expressão pET28a-TEV e pVAX1.0. Para isso, foi feita 

a digestão dos amplicons com duas enzimas de restrição, BamHI e EcoRI, assim como dos 

vetores de expressão vazios para posterior ligação utilizando a enzima T4 DNA ligase. O vetor 

pET28a-TEV (ANEXO II) foi escolhido por ser um plasmídeo utilizado para a expressão de 

proteína em procariotos e que possui de forma semelhante ao pGEM, sequências que 

proporcionam resistência ao antibiótico canamicina, um sítio múltiplo de clonagem, um 

promotor T7 regulável, uma sequência para adição de uma cauda de histidina N- e C- terminal, 

e em adição um sinal de término de transcrição e sequências para controle da tradução (Shine-

Dalgarno). Por sua vez, o vetor pVAX1 (ANEXO III) foi selecionado para ser utilizado na 

expressão de proteína em mamíferos. Este vetor possui promotor de citomegalovírus (PCMV), 

origem de replicação, sinais para o término e poliadenilação do transcrito e sequência para 

reconhecimento do RNAm por ribossomos (sequência de Kozak). Após a inserção do amplicon 

digerido em ambos vetores de expressão, pET28a-TEV e pVAX1, os plasmídeos foram 

transformados nos diferentes hospedeiros competentes, E. coli Arctic Express (DE3) e DH5α 

(Thermo Fischer SCIENTIFIC, Massachusetts, USA), respectivamente. 

5.2.2 Preparação do vetor plasmidial para as imunizações 

O vetor pVAX1 sem inserto, usado como controle nas imunizações, e com o inserto 

(ORF que expressa a proteína EF1β - LINF_340014000) foram transformados em bactéria E. 

coli DH5α e, posteriormente, purificados utilizando o kit de extração DNA plasmidial 

(Quiagen, Hilden, Alemanha). A qualidade da extração plasmidial foi avaliada por eletroforese 

em gel de agarose 1%. 

5.2.3 Expressão heteróloga e purificação da proteína rEF1β 

A linhagem Artic Express (DE3) foi laborada para a expressão de proteínas 

recombinantes em vetores dirigidos pelo promotor T7 e diferencialmente das demais E. coli, 

possui uma baixa temperatura de cultivo, cerca de 12ºC, favorecendo um aumento da 

solubilidade da proteína. Além disso, a bactéria apresenta um plasmídeo adicional que expressa 

um gene que confere resistência à gentamicina e coexpressa outras duas chaperoninas, Cpn10 

e Cpn60, adaptadas para o dobramento de proteína a baixas temperaturas. Para a expressão 

heteróloga e em larga escala da proteína foi utilizado dois litros de meio de cultura 2xYT, com 

o indutor IPTG (isopropil β-D-1-tiogalactopiranosida; Promega, USA) na concentração de 1.0 
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mM em uma incubadora shaker à 12°C por 4 horas. Essas condições foram determinadas após 

ter sido realizado o teste de expressão da proteína rEF1β, nos tempos 0 e 1, 2 e 3 com intervalos 

de 1 hora usando diferentes concentrações de IPTG (0.5 mM, 1 mM e 1.5 mM), adicionado 

após a cultura de bactérias ter atingido a densidade óptica de 0,6 (DO600=0.6). Após a expressão, 

a cultura de bactéria foi centrifugada a 2000 x g, por 30 min a 4ºC 85. O pellet de bactérias, 

armazenado em freezer -80°C, foi ressuspendido utilizando PBS 1x, sonicado e novamente 

centrifugado à 6.000 x g por 30 minutos a 4°C. A proteína recombinante, contendo a cauda de 

histidina, foi coletada do sobrenadante e purificada utilizando a coluna de afinidade HisTrap 5 

mL (GE Healthcare Life Science) no sistema de cromatografia líquida rápida de proteínas, 

AKTAprime plus (GE Healthcare Life Science) 85. A eluição da proteína foi realizada com uma 

solução de PBS 1x e 500 mM de imidazol. Seguido da purificação, foram feitos géis de 

poliacrilamida com diferentes frações da eluição próximas ao pico de purificação da proteína 

lida através de um espectrofotômetro acoplado ao FLPC. Foram realizados também, o western 

blotting de algumas dessas frações da purificação para a confirmação do grau de pureza. As 

frações da proteína foram dosadas utilizando o kit “Pierce BCA Protein Assay” (Thermo 

Scientific) seguindo as recomendações do fabricante.  

5.2.4 SDS-PAGE e Western Blotting 

As frações de eluição da proteína foram separadas por eletroforese em gel de 

poliacrilamida 12% e coradas com a solução Coomasie-blue (Coomassie Brilhant Blue G-250 

0,25%; ácido acético 10%; metanol 50%), e descorados com solução metanol 30% e ácido 

acético 10% em água. Para o Western Blotting, apenas as frações com proteínas foram separadas 

por eletroforese e posteriormente transferidas para a membrana de nitrocelulose (Sigma 

Aldrich, USA) em tampão de transferência (Tris 25 mM; glicina 192 mM; metanol 20%, pH 

8,3) e submetidas a tensão de 100V durante 1 hora no gelo. A membrana foi incubada overnight 

na solução de bloqueio (PBS-T: Tween 20 0,05%) com a adição de soro fetal bovino (BSA) na 

concentração de 5%. Posterior ao bloqueio, a membrana foi lavada 3 vezes com PBS-Tween 

por 10 minutos e incubada com o anticorpo primário anti-His de camundongo (Sigma Aldrich, 

USA) na proporção de diluição 1:10.000 na solução de bloqueio. Após três lavagens, na 

revelação da membrana, foi utilizado 12,5 mg de 4-cloranaftol, 25 mg de diaminobenzidine 

(DAB; Sigma Aldrich, USA) e 20 µl de peróxido de hidrogênio. A membrana foi lavada com 

água destilada para parar a reação da solução reveladora. 
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5.5 FASE III – TESTE PARA DIAGNÓSTICO SOROLÓGICO 

5.3.1 Aprovação do Comitê de Ética 

Os Comitês de Ética em Pesquisa Humana da UFMG (protocolo CAAE–

32343114.9.0000.5149) e da Santa Casa de Saúde de Belo Horizonte (protocolo CAAE–

60802116.1.0000.5138) aprovaram o estudo. Um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

foi fornecido e assinado por todos os pacientes envolvidos no estudo. As aprovações ocorreram 

por meio de documentos que se apresentam no Apêndice desta tese. 

 

5.3.2 Amostras biológicas 

 

Soroteca humana 

Amostras de soros foram coletadas de pacientes com LC (n=25, 17 homens e 8 

mulheres com idade entre 29-57 anos), LM (n=25, 18 homens e 7 mulheres com idade entre 

30-59 anos) e LV (n=30, 19 homens e 11 mulheres com idade entre 28-64 anos) em região 

endêmica da doença (Belo Horizonte). O diagnóstico da LC e LM foi confirmado por exames 

clínicos e parasitológicos, com a realização de esfregaços de fragmentos de lesão corados por 

Giemsa e PCR convencional para identificar o kDNA de L. braziliensis, ao passo que aspirados 

de medula óssea e baço foram empregados para identificar o kDNA de L. infantum por PCR 

convencional para diagnóstico da LV. Amostras de indivíduos sadios (n=30, 18 homens e 12 

mulheres com idade entre 22-52 anos) que não apresentavam sintomatologia e resultados 

sorológicos negativos foram também coletadas de região endêmica. Para verificar a reatividade 

cruzada, soros de pacientes com doença de Chagas (n=25, 17 homens e 8 mulheres com idade 

entre 25-45 anos) foram obtidos no “Ambulatório de Referência em Doença de Chagas” da 

Faculdade de Medicina. Foram também usados soros de pacientes hansenianos (n=10, 5 

homens e 5 mulheres com idade entre 35-63 anos), com aspergilose (n=10, 6 homens e 4 

mulheres com idade entre 26-47 anos), paracoccidioidomicose (n=10, 6 homens e 4 mulheres 

com idade entre 26-51 anos), tuberculose (n=10, 4 homens e 6 mulheres com idade entre 25-45 

anos) e malária (n=10, 5 homens e 5 mulheres com idade entre 30-49 anos). Essas amostras 

foram cedidas pela Dra. Rachel Basques Caligiorne do Instituto de Ensino e Pesquisa da Santa 

Casa de Belo Horizonte.  
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Acompanhamento sorológico pós-terapêutico 

Para avaliar a reatividade sorológica da proteína rEF1β antes e após o tratamento dos 

pacientes, amostras de soros foram coletadas de pacientes com LV ou LM (n=10 em ambos os 

casos), antes e após 6 meses do tratamento. Os pacientes tratados foram submetidos ao mesmo 

regime terapêutico utilizando antimoniais pentavalentes (Sanofi Aventis Farmacêutica Ltda., 

Suzano, São Paulo, Brasil) e não apresentavam coinfecção durante o curso do tratamento. 

 

Soroteca canina 

As amostras foram obtidas de uma soroteca preexistente na UFMG e gentilmente 

cedidas pela profa. Dra. Danielle Ferreira de Magalhães Soares (Escola de Veterinária). Soros 

de cães com LV foram classificados em assintomáticos (n=20) e sintomáticos (n=25), devido à 

ausência (assintomáticos) ou presença (sintomáticos) de sinais clínicos, como: alopecia, 

anemia, conjuntivite, dermatite, linfadenopatia e onicogrifose. Soros de cães sadios (n=30) que 

não apresentavam sinais clínicos e obtiveram sorologia negativa para as leishmanioses foram 

coletados de área endêmica (Belo Horizonte), bem como amostras de cães vacinados com a 

Leish-Tec® (n=25) e de cães infectados experimentalmente com Erlichia canis (n=15), Babesia 

canis (n=10) e Trypanosoma cruzi (n=20), que foram mantidos em canis para evitar contato 

com os vetores. 

5.3.3 Produção do antígeno solúvel de Leishmania 

As espécies L. infantum (MOM/BR/1970/BH46) e L. braziliensis 

(MHOM/BR/1975/M2903) foram utilizadas. Amostras de parasitos foram cultivadas em meio 

Schneider Insect Medium (Sigma-Aldrich) com 20% de soro fetal bovino (FBS, Sigma-Aldrich, 

USA), 20 mM de L-glutamina, 200 U/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina pH 7.4 

e a 24ºC. Formas promastigotas estacionárias (109) foram coletadas e centrifugadas a 10,000 x 

g por 15 minutos a 4ºC e, consecutivamente, foram lavadas três vezes com 5 mL de PBS 1x 

estéril e gelado. Após cinco ciclos sucessivos de congelamento e descongelamento em 

nitrogênio líquido e banho-maria, respectivamente, a suspensão celular foi sonicada em seis 

ciclos a 38MHz usando processador ultrassonico (modelo GEX600). A solução sonicada foi 

centrifugada 10,000 x g por 15 minutos a 4ºC e o sobrenadante foi coletado e quantificado pelo 

método de Bradford (Bradford, 1976). 
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5.3.4 ELISA para o diagnóstico das leishmanioses  

Curvas de titulação foram realizadas para determinar a quantidade de antígeno mais 

apropriada e a diluição do anticorpo secundário para a realização do ELISA. Em seguida, 

microplacas para ELISA de 96 poços (Jetbiofil®, Belo Horizonte) foram sensibilizadas com os 

antígenos: rEF1β, SLA L. braziliensis e L. infantum (0,25, 1,0 e 1,0 µg por poço, 

respectivamente), os quais foram diluídos em 100 µL de tampão de carbonato (pH 9,6) durante 

16 h a 4°C. Os poços foram lavados com a solução de lavagem (0,05% de Tween 20 em PBS 

1x) e bloqueados com uma solução de albumina fetal bovina (BSA) 5%, durante 1 h na estufa 

a 37°C. As placas foram novamente lavadas para a aplicação dos soros na diluição 1:100 em 

BSA (0,5%) diluído em PBS 1x. Foram utilizados soros de cães sadios (n=30), com LV (n=25), 

cães vacinados (n=25), bem como para cães infectados com Erlichia canis (n=15), Babesia 

canis (n=10) e Trypanosoma cruzi (n=20). Para os testes em humanos, foram empregados soros 

de pacientes com LV (n=30), LT (LM mais LC, n=50), indivíduos sadios (n=30), pacientes com 

doença de Chagas (n=25), aspergilose (n=10); hanseníase (n=10), turbeculose (n=10), malária 

(n=10) e paracoccidioidomicose (n=10). Novamente as placas foram lavadas, e incubadas por 

1 h a 37°C com anticorpos secundários anti-IgG humano e anti-IgG canino (Sigma Aldrich, 

USA), conjugado à peroxidase nas diluições 1:20,000 e 1:10,000, respectivamente. Antes da 

adição da solução reveladora, 2 µL H2O2, 2 mg ortofenilenodiamina (OPD) em tampão citrato 

pH 5,0, as placas foram mais uma vez lavadas.  A solução reveladora foi incubada ao abrigo da 

luz por 30 minutos e, posteriormente, a reação enzimática foi interrompida pela adição de 25 

µL de ácido sulfúrico. A leitura foi realizada em um espectrofotômetro (Molecular Devices, 

Spectra Max Plus, Canada) no comprimento de onda de 492 nm.  

5.3.5 Análise sorológica após o tratamento 

Para avaliar o efeito prognóstico da proteína rEF1β antes e após o tratamento, foram 

coletadas amostras de soros de pacientes com LV ou LM (n=10 em ambos os casos), antes e 

após 6 meses do tratamento. A produção de anticorpo IgG específico para a proteína 

recombinante e para o parasito foi investigada conforme descrito (Lima et al., 2018). 

Resumidamente, as microplacas para ELISA (JetBiofil®) foram sensibilizadas com os 

antígenos, rEF1β, SLA L. braziliensis e L. infantum (0,25, 1,0 e 1,0 µg por poço, 

respectivamente), diluídas em tampão carbonato (pH 9,6) e incubadas por 16 horas a 4ºC. O 

protocolo técnico foi semelhante ao descrito no item acima.  
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5.3.6 Análise estatística 

Os testes estatísticos foram realizados com o auxílio de planilhas do Software 

Microsoft Excel (versão 10.0) e do Software GraphPad Prism (versão 6.0). Para os ensaios de 

diagnóstico, o cut-off foi baseado na curva ROC e avaliados os seguintes parâmetros: 

sensibilidade (Se), especificidade (Es), área sob a curva (AUC) e o índice de Youden (J). 

Consideraram-se os dados estatisticamente significativos os que apresentaram valor de P < 

0,05. 

5.4 FASE IV – ENSAIOS DE IMUNIZAÇÃO 

5.4.1 Aprovação do Comitê de Ética Animal 

O Comitê de Ética no Uso de Animais da UFMG aprovou o estudo com número de 

protocolo 333/2015. As aprovações ocorreram por meio de documentos que se apresentam no 

Apêndice desta tese. 

5.4.2 Camundongos BALB/c 

Camundongos BALB/c fêmeas com 8 semanas de idade foram obtidas do biotério do 

Departamento de Bioquímica e Imunologia (Instituto de Ciências Biológicas, Universidade 

Federal de Minas Gerais - UFMG) e foram mantidos em condições livres de patógeno.  

5.4.4 Amostras biológicas e ensaio in vitro de PBMCs 

Amostras de sangie de pacientes com LV (n=6, 3 homens e 3 mulheres com idade entre 

35-63 anos), coletadas antes e seis meses após o tratamento, bem como de indiviíduos sadios 

(n=6, 2 homens e 4 mulheres com idade entre 27-45 anos) foram coletadas para obtenção das 

células mononucleares do sangue periférico (Human Peripheral Blood Mononuclear Cell - 

PBMC), que foram isoladas por centrifugação através de um gradiente de densidade ao utilizar 

o reagente Ficoll® Paque Plus (GE Life Sciences). As células (1x107 ml) cultivadas com meio 

de cultura RPMI-1640 Medium (Sigma Aldrich, USA) foram estimuladas com 10 µg / ml rEF1b, 

50 µg / ml SLA L. infantum e Concavalina (controle da viabilidade celular) por cinco dias. 

Culturas sem estímulo foram utilizadas como controles negativos. Após os cinco dias, foram 

coletados os sobrenadantes para a dosagem das citocinas. As citocinas, IFN-γ e IL-10, foram 
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detectadas nos sobrenandantes da cultura através da técnica ELISA sanduíche, utilizando-se o 

kit BD OptEIA™Human IFN- e IL-10, de acordo com as instruções do fabricante. 

5.4.6 Experimentação animal 

Os ensaios de imunização foram realizados conforme os protocolos padronizados 

pela equipe do Laboratório de Infectologia e Medicina Tropical, descritos previamente por 

Zanin et. al, 2007 141. 

5.4.6.1 Ensaios de imunização  

Os animais foram divididos em cinco grupos com 16 camundongos cada, como 

especficado abaixo: 

1. Grupo salina (controle da infecção) 

2. Grupo saponina 25 µg (controle de adjuvante) 

3. Grupo pVAX1 50 µg (controle de plasmídeo) 

4. Grupo pVAX1+EF1β 50 µg (plasmídeo recombinante vacinal) 

5. Grupos rEF1β 10 µg + Saponina 25 µg (proteína recombinante mais adjuvante) 

Foram realizadas três imunizações com intervalos de 15 dias entre as doses. 

 

5.4.6.2 Eutanásia após a imunização e infecção com Leishmania infantum 

Após 30 dias da última imunização, metade dos animais de cada grupo (n=8) foram 

anestesiados com cloridrato de xilazina/cetamina e eutanasiados. Foi realizada a coleta do 

sangue e do baço de cada animal para a avaliação da resposta humoral e celular, 

respectivamente. Parasitos L. infantum na fase promastigota estacionária foram utilizados na 

infecção, da outra metade dos animais de cada grupo (n=8) na quantidade de 1x107 por animal 

141. 

5.4.6.3 Eutanásia após a infecção com Leishmania infantum 

Os animais desafiados com L. infantum foram eutanasiados após 45 dias da infecção 

para a retirada de sangue e dos seguintes órgãos: baço, fígado, medula e linfonodo poplíteo. 

Uma parte do baço foi macerado para o cultivo de esplenócitos e o restante utilizado na análise 

da carga parasitária por diluição limitante em placas de cultivo de células de 96 poços em meio 

Schneider em conjunto com os outros órgãos. 
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5.4.6.4 Resposta celular 

O cultivo de esplenócitos foi realizado 30 dias após a última imunização, antes do 

desafio, bem como 45 dias após a infecção 142. Os esplenócitos (5x106 células por mL) foram 

cultivados com meio de cultura RPMI 1640 medium (Sigma-Aldrich) suplementado com 20 % 

de soro fetal bovino, 20 mM L-glutamina, 200 U/mL de penicilina e 100 μg/mL estreptomicina 

pH 7.4. Os esplenócitos foram estimulados com os antígenos rEF1b 10 µg/mL e SLA 25 µg/mL 

por 48 horas a 37°C em estufa de CO2. Células sem estimulo foram utilizadas como controle 

negativo. Os sobrenadantes das culturas foram coletados para a análise da expressão das 

seguintes citocinas IFN-γ, IL-4, IL-10, IL-12 e GM-CSF com as respectivas diluições: 1:250, 

1:250, 1:250, 1:250, 1:500, através do ELISA de captura (BD OptEIA TM set mouse, USA) 

realizado de acordo com as instruções do fabricante. Além disso, a célula da origem da síntese 

e liberação de IFN-γ pelos grupos vacinados foi analisada pela adição de anticorpos 

monoclonais de camundongos anti-CD4(GK 1.5, BD Biosciences) e anti-CD8(53-6.7, BD 

Biosciences) no cultivo de esplenócitos in vitro. A produção de nitrito foi analisada 45 dias 

após a infecção, utilizando o mesmo sobrenadante de esplenócitos pelo método de Griess.  

5.4.6.5 Imunoblotting 

Um ensaio de immunoblotting foi realizado de acordo com o protocolo descrito 

anteriormente, utilizando como antígeno a proteína rEF1b (10 µg por canaleta) como anticorpo 

primário o pool dos soros dos grupos de camundongos imunizados (n=8), rEF1b e 

pVAX1+EF1b e como anticorpo secundário o anticorpo antimouse IgG conjugado a enzima 

peroxidase (Sigma Aldrich, USA).  Amostras de soros de animais do grupo salina e de animais 

naive foram utilizados como controle do experimento.  

5.4.6.6 Análise da carga parasitária por diluição limitante 

A carga parasitária foi realizada 45 dias após a infecção desafio pela técnica de 

diluição limitante. Os órgãos foram macerados em eppendorfs de 2 mL em meio Schneider 

incompleto, na proporção 1 ml de meio para 100μg de tecido. Na fileira A da placa de 96wells 

foi aplicado 180 μl de meio Schneider completo em todos os poços + 20 μl de tecido macerado, 

enquanto que todos os outros poços foram preenchidos com 180 μl de meio Schneider completo 

para a realização da diluição seriada a partir da primeira fileira no sentido vertical. Cada amostra 

foi realizada em triplicata e as diluições de A - H foram, respectivamente: 10-1 a 10-10. Ao final, 

as placas foram cobertas e mantidas na estufa a 24°C por 7 dias até a realização da leitura 142. 
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5.4.7 Análise estatística dos dados 

Os testes estatísticos foram realizados com o auxílio de planilhas do Software 

Microsoft Excel (versão 10.0) e do Software GraphPad Prism (versão 6.0). O teste estatístico 

utilizado para os ensaios de imunizações foi a análise de variância (ANOVA) seguido do pós 

teste de Bonferroni para comparação entre grupos. Consideraram-se os dados estatisticamente 

significativos os que apresentaram valor de P menor que 0,05. Os resultados se apresentaram 

similares com a replicata biológica e técnica. 
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6 RESULTADOS 

6.1 FASE I – BIOINFORMÁTICA 

6.1.1 Predição de epítopos para diagnóstico e vacina 

6.1.1.1 Linfócitos B 

A predição de epitopos específicos para linfócitos B teve como objetivo identificar 

possíveis alvos de reconhecimento por anticorpos que pudessem ser futuramente utilizados em 

testes de diagnóstico sorológico. Baseando-se nisso é necessário que haja o reconhecimento da 

proteína por anticorpos de pacientes com leishmanioses, em detrimento do não reconhecimento 

pelas de pacientes sadios ou com doenças que podem gerar reações cruzadas nos testes, como 

a doença de Chagas. A versão utilizada do programa foi a mais recente, BepiPred 2.0, que 

apresenta a predição de epítopos em conjunto com a predição do grau de desordem estrutural 

da proteína, diferentemente da versão 1.0. Dessa forma, o programa oferece de forma completa 

a predição de determinantes antigênicos lineares na cadeia de aminoácidos, sem a necessidade 

do uso de um programa adicional para a predição do grau de desordem. 

Foram selecionados como epítopos aqueles peptídeos que apresentaram tamanho 

maior ou igual a 9 aminoácidos. A Figura 6 mostra um epítopo predito para a proteína EF1β 

com um tamanho de 15 resíduos de aminoácidos, apresentando especificidade de 95% e 

sensibilidade de 10% com cut-off de 0,6. 

 

Figura 6. Predição de epítopos lineares de célula B para a proteína rEF1β 

LINF_340014000. O epítopo predito está realçado em vermelho. Os epítopos lineares foram 

preditos a partir da sequência de aminoácidos da proteína EF1β (LINF_340014000), utilizando 

o programa BepiPred 2.0 com um cut-off de 0,6. O cut-off apresentado confere uma 

especificidade de 95% e uma sensibilidade de 10% nos resultados. 
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6.1.1.2 Linfócitos T CD4+ 

A predição de regiões determinantes nas proteínas para os linfócitos T helper foi 

realizada de modo a inferir se a proteína em estudo é um possível candidato vacinal, uma vez 

que a resposta protetora para as leishmanioses é celular, com predomínio de linfócitos TCD4+. 

Para a predição, foi utilizado o programa NetMHCpan 3.2 Server. Os receptores de linfócitos 

T (TCR) reconhecem peptídeos ligados ao MHC classe II e este apresenta a sua região 

hipervariável formado por duas cadeias proteicas distintas. Isso proporciona uma maior fenda 

de ligação peptídeo-MHC, podendo apresentar peptídeos de até 30 aminoácidos. Desse modo, 

foram selecionados epítopos com tamanho médio de 15 aminoácidos para a predição. Para se 

estabelecer o limiar entre ligantes fortes e fracos em peptídeos com tamanho de 15 aminoácidos 

para os alelos humanos, foi determinado um threshold de 2% para os fortes e 10% para os 

fracos. A mesma configuração foi utilizada para ambas as proteínas.  

A Figura 7 mostra possíveis regiões de epitopos de linfócitos TCD4+ para a proteína 

EF1β. Foi possível obter cinco epítopos com forte probabilidade ligação ao MHC-II e 

reconhecimento pelos TCR de células T. 

 

Figura 7. Predição de epítopos de células T CD4+ presentes na proteína EF1β. Os epítopos 

preditos estão realçados em azul. Os epítopos foram preditos a partir da sequência de 

aminoácidos da proteína EF1β (LINF_340014000) utilizando o programa NetMHCpan 3.2 

Server para os alelos HLA-DR, HLA-DQ e HLA-DP de humanos. Foi adicionado um threshold 

de 2% para ligantes fortes e 10% para os fracos com o tamanho dos peptídeos estabelecido para 

15 aminoácidos. 

6.1.1.3 Linfócitos T CD8+ 

A resposta celular é importante para a proteção contra as leishmanioses e linfócitos 

T citotóxicos apresentam importante função na proteção ao secretarem citocinas com perfil 

Th1, importantes conjuntamente na resposta celular protetora 119,136,143. Desse modo, a predição 

foi realizada para identificar se as proteínas em estudo poderiam ser bons candidatos vacinais 

para as leishmanioses. A predição foi realizada utilizando o programa NetCTL 1.2 Server para 

os supertipos A2, A3 e B7 de humanos. Foi adicionado um threshold de 1.0 que confere uma 
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sensibilidade de 70% e uma especificidade de 99% nos epítopos preditos. Para a proteína EF1β, 

foram identificados sete epítopos para linfócitos T citotóxicos, que podem ser observados na 

Figura 8. 

 

Figura 8. Predição de epítopos de células T CD8+ presentes na proteína EF1β. Os epítopos 

preditos estão realçados em verde. Os epítopos foram preditos a partir da sequência de 

aminoácidos da proteína EF1β utilizando o programa NetCTL 1.2 Server para os supertipos A2, 

A3 e B7 de humanos. Um threshold de 1.0 foi estabelecido de modo a conferir uma 

sensibilidade de 70% e uma especificidade de 99% nos epítopos. 

6.1.2 Alinhamento de proteínas homólogas de outras espécies de parasitos e hospedeiros 

Uma vez que as proteínas foram selecionadas como bons alvos para o 

imunodiagnóstico, um BLAST foi realizado para identificar a existência de proteínas 

homólogas, ou seja, proteínas que poderiam apresentar os mesmos epítopos em distintas 

espécies de Leishmania, outros tripanosomatídeos, e seus hospedeiros vertebrados. O objetivo 

do BLAST foi verificar inicialmente se em testes diagnósticos seria possível distinguir 

pacientes portadores das leishmanioses de outras infecções por membros da mesma família, 

como T. cruzi. E também para verificar se os epítopos preditos poderiam ativar anticorpos, uma 

vez que poderiam não estimular respostas por serem encontrados também nos hospedeiros 

vertebrados humano e canino. 

Como o gene que codifica a proteína EF1β apresenta dois ortólogos em L. infantum, 

LINF_340014000 e LINF_340014200, com 100% de identidade, também vistos em L. 

donovani e L. major, apenas uma das proteínas homólogas foi selecionada para cada espécie. 

Genes ortólogos e com sintenia gênica não foram encontrados para a proteína EF1β na espécie 

de L. amazonensis, devido a menor qualidade de anotação desse genoma banco de dados. Os 

dois haplótipos do clone CL Brener, Esmeraldo-like e Non-Esmeraldo-like, foram utilizados 

por análise, devido ao caracter híbrido do genoma desse clone. A tabela 2 mostra as espécies e 

os identificadores das proteínas homólogas com a proteína em estudo de L. infantum. 



59 

Tabela 2. Relação das proteínas homólogas a EF1β e seus identificadores utilizados para 

o alinhamento global (ClustalW). Utilizando como base a proteína EF1β de L. infantum foi 

possível identificar homólogos entre os tripanosomatídeos e os hospedeiros vertebrados. 

Espécie Identificador (ID) Número 

de aa 

Identidade 

com EF1β 

Leishmania infantum LINF_340014000 239 aa 100% 

Leishmania donovani LdCL_340014200 239 aa 100% 

Leishmania major LmjF.34.0820 237 aa 96% 

Leishmania braziliensis LbrM.20.0770 309 aa 81% 

Trypanosoma cruzi_Esmo TcCLB.507671.30 222 aa 73% 

Trypanosoma cruzi_Non-Esmo TcCLB.506201.39 222 aa 73% 

Canis familiaris XP_536040.1 225 aa 40% 

Homo sapiens EAL24079.1 225 aa 39% 

 

Para o alinhamento global, utilizando o programa ClustalW, foram selecionadas 

proteínas homólogas de espécies de tripanosomatídeos, causadoras das leishmanioses e doença 

de Chagas, e proteínas homólogas nos hospedeiros vertebrados, Canis familiaris e Homo 

sapiens (Figura 9).  
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Figura 9. Alinhamento realizado pelo programa ClustalW. As proteínas homólogas de L. 

donovani, L. major, L. braziliensis, e os haplótipos de T. cruzi, Esmeraldo-like e Non-

Esmeraldo-like, e seus hospedeiros vertebrados, Canis familiaris e Homo sapiens, foram 

utilizadas no alinhamento. As regiões sombreadas de preto apresentam 100% de identidade 

entre os aminoácidos, em cinza são aminoácidos com cadeia lateral pertencentes ao mesmo 

grupo (apresentam similaridades); regiões sem sombreamento são distintas; tracejado – 
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ausência de correspondência. EF1 – região de domínio funcional (155-239 aa) encontrado no 

banco de dados do Pfam. Em vermelho, está indicado a sequência de aminoácidos de L. 

infantum correspondente ao epítopo predito de linfócitos B. 

Como pode ser observado na Figura 9, as regiões que apresentam maiores 

diferenças entre as proteínas dos distintos organismos estão localizadas distante da região do 

domínio, ou seja, são regiões que possivelmente sofrem uma maior pressão evolutiva. É 

possível notar que para a proteína EF1β, a sua região de domínio foi conservada em todos os 

distintos organismos presentes no alinhamento, sugerindo uma preservação da funcionalidade. 

Foi encontrado um domínio funcional, de acordo com o programa Pfam - EF1 – que apresenta 

como funcionalidade a troca de nucleotídeos guanina, encontrado nas cadeias beta e delta dos 

fatores de alongamento de eucariotos e archaea 131,132. 

Na mesma figura é possível visualizar, em vermelho, distante da região conservada 

de domínio, o epítopo (posição 87-101) de linfócitos B predito para a proteína. O epítopo 

apresenta-se bastante conservado em L. donovani (agente etiológico causador da LV em países 

do Velho Mundo) e com apenas dois aminoácidos distintos em L. major (agente da LT em 

países do Velho Mundo), porém, ausentes em outros Tripanosomatídeos e hospedeiros 

mamíferos (Figura 9). Dessa forma, podemos sugerir que essas proteínas sejam potenciais 

candidatos para o diagnóstico sorológico das leishmanioses, uma vez que não apresentam 

homologia com seus hospedeiros e outros tripanosomatídeos de outros gêneros, que poderiam 

gerar resultados falso-positivos devido à reação cruzada; com a ressalva de que podem ainda 

discriminar as diferentes formas da doença, por não apresentarem 100% de homologia com as 

espécies causadoras da LV e LT. 

Na figura 10, o alinhamento é novamente representado, porém com os epítopos que 

foram preditos para os linfócitos T responsáveis pela resposta celular. Em amarelo, temos os 

epítopos de linfócitos T citotóxicos, em azul, os de linfócitos T auxiliares, enquanto que em 

verde estão a sobreposição de ambos. É possível notar que há vários epítopos em potencial na 

proteína EF1β e que muitos estão fora da região de domínio da proteína, que são regiões 

variáveis no homem e no cão. Vale ressaltar a importância dessa informação, uma vez que a 

utilização de alvos vacinais com alta homologia podem gerar respostas autoimunes. E em 

adição, os epítopos presentes fora da região de domínio, além de apresentarem variações na 

sequência aminoacídica com os hospedeiros, também apresentam altas similaridades com as 

diferentes espécies de tripanosomatídeos, mostrando que podem apresentar uma resposta 

celular de amplo espectro para as leishmanioses, e até mesmo para a doença de Chagas. 
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Figura 10. Alinhamento global, realizado pelo programa ClustalW, de sequências 

proteicas e epítopos de linfócitos T homólogos à proteína EF1β de L. infantum com outros 

tripanossomatídeos e hospedeiros. As proteínas homólogas de L. donovani, L. major, L. 

braziliensis, haplótipos de T. cruzi, Esmeraldo-like e Non-Esmeraldo-like, e seus hospedeiros 

vertebrados, Canis familiaris e Homo sapiens, foram utilizadas no alinhamento. As regiões 
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sombreadas de preto apresentam 100% de identidade entre os aminoácidos, em cinza são 

aminoácidos com cadeia lateral pertencentes ao mesmo grupo (apresentam similaridades); 

regiões sem sombreamento são distintas; tracejado – ausência de correspondência. EF1 – região 

de domínio funcional (155-239 aa) encontrado no banco de dados do Pfam. Em azul, está 

indicado a sequência de aminoácidos de L. infantum correspondente aos epítopos predito de 

linfócitos T CD4+, em amarelo para os de T CD8+ e em verde, a sobreposição dos epítopos de 

linfócitos T. 

 

6.2 FASE II – PRODUÇÃO DA PROTEÍNA RECOMBINANTE E DNA  

6.2.1 Clonagem do candidato à expressão heteróloga 

O gene que codifica a proteína EF1β (LINF_340014000) foi clonado no vetor 

pGEM-T Easy. A figura 11 mostra os produtos de uma PCR de gradiente de temperatura para 

que seja possível verificar a temperatura de anelamento (melting) ideal para cada par de primer 

desenhado. O termociclador foi programado com as seguintes variações de temperatura: 51°C, 

54ºC, 57ºC e 60ºC. A temperatura ideal de anelamento do primer para a proteína rEF1β foi de 

51ºC. 

 

Figura 11. Análise eletroforética em gel de agarose da PCR de gradiente para o gene que 

codifica a proteína EF1β (LINF_340014000). As bandas de amplificação do gene que 

codifica a proteína EF1β (A-D) foram inseridas após o controle negativo do par de primer (CN) 

e em ordem crescente das distintas temperaturas de melting utilizadas no termociclador. Foram 

programadas as diferentes temperaturas de melting: 51°C, 54ºC, 57ºC e 60ºC. Na primeira 

canaleta é possível visualizar o padrão de peso molecular (pb) utilizado para verificar o peso da 

proteína, EF1β (720 pb); pb = pares de base. 
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Após ser determinada a temperatura de melting ideal para a amplicação da ORF, 

uma segunda PCR foi realizada para a ligação ao vetor pGEM-T Easy pela enzima T4 DNA 

ligase (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Análise eletroforética em gel de agarose 1% da PCR para amplicação do gene 

que codifica a proteína EF1β (LINF_340014000). Através do gel de agarose 1% é possível 

visualizar as bandas de amplicação por PCR do gene LINF_340014000 (A e B), banda de 720 

pb, seguidos do padrão de peso molecular (pb) e do controle negativo (CN); pb = pares de base. 

 

Em paralelo, os vetores de expressão em procariotos e eucariotos, pET28a-TEV e 

pVAX1, respectivamente, foram digeridos duplamente com as enzimas BamHI e EcoRI para 

que pudessem se ligar aos amplicons após clivagem do vetor pGEM-T Easy (Figura 13). Após 

clonagem nos vetores de expressão, as colônias foram verificadas por PCR de colônia e 

sequenciamento (Myleus Biotechnology). 

            

 

Figura 13: Análise eletroforética em gel de agarose dos vetores plasmidiais, pET28a-TEV 

(esquerda) e pVAX1(direita), após a dulpa digestão com as enzimas de restrição, BamHI 

e EcoRI. Através do gel de agarose 1% é possível visualizar os vetores, pET28a-TEV (A e B, 

à esquerda) e pVAX1 (C e D, à direita), com os tamanhos de aproximadamente 5Kb e 3Kb, 
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respectivamente, devido a linearização proporcionada pela digestão. As amostras foram 

aplicadas seguidas do padrão de peso molecular (A); pb = pares de base. 

 

6.2.2 Expressão heteróloga e purificação da proteína eF1β (LINF_340014000) por 

cromatografia de afinidade 

A proteína foi purificada utilizando a coluna de afinidade HisTrap, devido a 

presença da cauda de histidina adicionada pela sequência do vetor pET28a-TEV. De acordo 

com o cromatograma (Figura 14), é possível visualizar a eluição da proteína rEF1 β a partir da 

fração 16 até a fração 22. Após a purificação, as frações contendo a proteína rEF1β eluída foram 

corridas em eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% para a visualização das bandas 

correspondentes e posterior confirmação por western blotting, usando anticorpo anti-His 

(Figura 15). É possível visualizar pelo western blotting que a proteína apresentou uma corrida 

anômala e dímeros na sua eluição, devido a banda de 60.0 kDa observada acima da banda 

esperada.  

Figura 14. Cromatograma obtido durante purificação da proteína rEF1β 

(LINF_340014000) de L. infantum. O gráfico mostra, pelo eixo Y, a eluição da proteína 

recombinante (pico azul) lida através de um espectrofotômetro acoplado ao FLPC, na linha 

verde o gradiente de imidazol de 30 mM para 500 mM e a condutividade (linha vermelha). O 

eixo X nos mostra as frações coletadas de 1.8 mL.  
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Figura 15. Gel de poliacrilamida 12% (esquerda) e Western Blotting (direita) da 

purificação da proteína rEF1β de L. infantum. Após a purificação pela coluna de 

cromatografia, frações da eluição foram aplicadas em gel de poliacrilamida 12% (à esquerda). 

O gel foi corado por Coomassie Blue. Em seguida, um Western Blotting foi realizado de modo 

a verificar a correta purificação da proteína (à direita). 

 

6.3 FASE III – TESTE PARA DIAGNÓSTICO SOROLÓGICO 

6.3.1 ELISA para o diagnóstico da leishmaniose humana  

Após a purificação, a proteína rEF1β foi utilizada como antígeno para a detecção 

de anticorpos IgG em ensaios de ELISA para sorodiagnóstico sorológico das leishmanioses. Os 

resultados obtidos foram comparados com os ELISAs utilizando os antígenos solúveis de 

Leishmania (L. infantum e L. braziliensis) como controle dos testes. Os soros de pacientes com 

LV e LT foram utilizados nos ensaios e, como controle negativo, soros de indivíduos sadios de 

área endêmica. Amostras de pacientes portadores de outras doenças, como doença de Chagas, 

hanseníase, aspergilose, tuberculose, malária e paracoccidioidomicose, foram empregadas para 

avaliar a reação cruzada. 

A curva ROC foi empregada para determinar os limites de reatividade (cut-off), ou 

seja, os valores que indicam quais absorbâncias são consideradas positivas (acima do valor de 

cut-off) e negativas (abaixo do valor de cut-off) dentro de um conjunto de dados. Foram também 

obtidos os valores de sensibilidade e especificidade dos testes, e da área sob a curva (AUC), 
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que aponta o desempenho do ensaio. O índice de Youden foi utilizado para avaliar a 

performance do teste de diagnóstico dicotômico. A figura 16 apresenta os resultados 

comparativos dos testes de ELISA em amostras de soro de humanos sadios e portadores das 

leishmanioses, bem como para os portadores de doenças com possibilidade de reatividade 

cruzada, utilizando a proteína rEF1β e SLA de L. infantum ou L. braziliensis.  

 

 

 

Figura 16. Desempenho do diagnóstico em amostras de soro de humanos sadios e 

portadores das leishmanioses, bem como para os portadores de doenças com possibilidade 

de reações cruzadas, utilizando a proteína rEF1β e SLA de L. infantum e L. braziliensis. 

Os ensaios de ELISA foram realizados com soros de pacientes com LC (n=25, cinza), LM 

(n=25, preto) e LV (n=30). As amostras de indivíduos sadios de área endêmica (CN, n=30), 

bem como de pacientes com doença de Chagas (DC, n=25), hanseníase (HS, n=10), 

aspergilose (ASP, n=10), paracoccidioidomicose (PAR, n=10), malária (MAL, n=10), e 

tuberculose (TUB, n=10) foram usadas. As absorbâncias (eixo y) das amostras são apresentadas 
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para cada amostra frente aos antígenos rEF1β (A) e SLA de L. infantum ou L. braziliensis (B). 

A média de cada grupo é indicada, bem como a diferença entre os grupos. A curva ROC foi 

construída para a obtenção dos valores de sensibilidade (Se), especificidade (Esp) e área sob a 

curva (AUC) (C). Após a determinação do cut-off baseado na curva ROC, este foi utilizado 

para delimitar reações inespecíficas entre antígenos e soros de pacientes portadores da LV 

(linha pontilhada cinza) e LT (linha pontilhada escura) (D). 

 

É possível visualizar na figura 16 uma alta reatividade de anticorpos anti-rEF1β 

(Figura 16A) presentes em pacientes com LV e LT, ao passo que nenhuma reatividade 

significativa foi encontrada em indivíduos sadios de área endêmica. No entanto, essa distinção 

de reatividade entre indivíduos positivos e negativos não foi estatisticamente significativo 

quando o antígeno utilizado foi o SLA, como apresentado na Figura 16B. Isso demonstra que a 

proteína rEF1β teve a capacidade de distinguir indivíduos portadores da doença em estudo em 

detrimento do não reconhecimento de indivíduos sadios. 

Resultados semelhantes foram vistos quando amostras de reação cruzada foram 

testadas, em que anticorpos anti-rEF1β apresentaram baixa reatividade e os anticorpos anti-

SLA apresentaram alta reatividade. Estes resultados indicam que o antígeno rEF1β apresenta 

alta especificidade, quando comparado ao SLA, que indicou maior reconhecimento de amostras 

como falso-positivas. 

A curva ROC para os dois diferentes antígenos utilizados foram elaboradas (Figura 

16C). Para a proteína rEF1β, a AUC apresentou o valor de 1.0, indicando que os resultados 

obtiveram um desempenho de 100% de sensibilidade e especificidade (Tabela 3). No entanto, 

para SLA, os valores de sensibilidade e a especificidade foram de 76.7% e 66.7%, 

respectivamente, com AUC de 0.78. Em vista disso, é possível inferir que o uso do antígeno 

recombinante EF1β não apresentou resultados falso-positivos, diferentemente do SLA, em que 

resultados falso-positivos foram encontrados, demonstrando a menor especificidade dessa 

preparação antigénica composta por distintas proteínas do parasito. 
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Tabela 3. Desempenho diagnóstico em amostras de soros de pacientes com LV e indivíduos 

sadios, bem como com portadores de reação cruzada, utilizando a proteína rEF1β e SLA. 

Os resultados obtidos foram utilizados para os cálculos de sensibilidade (Se; 95%IC), 

especificidade (Esp; 95%IC), intervalo de confiança (95%IC), área sob a curva (AUC) e índice 

de Youden (J). 

Antígeno AUC p-valor Cut-off Se 95%IC Esp 95%IC J 

rEF1β 1 < 0,0001 > 0.4135 100 88.43-100 100 88.43-100 1.00 

SLA 0.78 0.0004 > 0.5550 76.67 57.72-90.07 66.67 47.19-82.71 0.43 

 

Analisamos a eficiência da proteína em discriminar pacientes tratados dos não tratados. 

Na figura 17 é possível verificar diferença significativa comparando a proteína contra SLA. A 

proteína foi capaz de diferenciar pacientes tratados dos não tratados, bem como correlacionar a 

presença de baixos níveis de anticorpos específicos com a cura clínica dos pacientes de ambas 

as formas de leishmanioses. 

 

Figura 17. Comparação da eficiência da proteína rEF1β e SLA de Leishmania em 

discriminar, por testes sorológicos, pacientes tratados dos não tratados. Os ensaios de 

ELISA foram realizados utilizando amostras de soro de pacientes com leishmaniose visceral 

(LV, n = 10) ou leishmaniose mucosa (LM, n = 10); que foram coletados antes (○) e seis meses 

após o tratamento (□). Os valores de absorbâncias (eixo y) para cada amostra são apresentados 

para os diferentes antígenos: rEF1β e SLA de L. infantum ou L. braziliensis. 
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6.3.2 Elisa para o diagnóstico da leishmaniose canina 

Ensaios foram também realizados para o diagnóstico sorológico das LVC, uma vez 

que estes animais se comportam como reservatório em áreas urbanas. O painel sorológico 

canino foi composto por cães positivos (sintomáticos e assintomáticos) e negativos (sadios), 

bem como por cães vacinados e com doenças que apresentam reação sorológica cruzada, como 

os infectados com E. canis, B. canis e T. cruzi. 

Similaridades foram encontradas com os ensaios realizados em humanos (Figura 

18). Os resultados mostraram alta reatividade de anticorpos anti-rEF1β nas amostras positivas 

(tanto em cães sintomáticos quanto assintomáticos), mas não para soros negativos ou de reação 

cruzada (Figura 18A e 18D). As absorbâncias das reações de anticorpos contra o SLA 

mostraram menor discriminação entre soros positivos e negativos, bem como para amostras de 

reação cruzada (Figura 18B e 18D). 
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Figura 18. Desempenho diagnóstico em amostras de cães sadios e portadores das 

leishmanioses, bem como para os portadores de doenças com possibilidade de reações 

cruzadas, utilizando a proteína rEF1β e SLA de L. infantum ou L. braziliensis. Os ensaios 

de ELISA foram realizados utilizando soros de cães assintomáticos (n=20) e sintomáticos 

(n=25) para LV, animais sadios (n=30) de área endêmica, bem como amostras de cães 

infectados experimentalmente com Trypanosoma cruzi (Tc, n=20), Ehrlichia canis (Ec, n=15), 

e Babesia canis (Bc, n=10); além de cães vacinados com Leish-Tec® (SV, n=25). Os valores 

das absorbâncias (eixo y) são mostrados nas figuras para cada amostra frente aos antígenos 

rEF1β (A) e SLA de L. infantum (B). A média de cada grupo é indicada, bem como a diferença 

entre os grupos. Os resultados da especificidade, sensibilidade e área sob a curva (AUC) foram 

calculados pela curva ROC (C). Após a determinação do cut-off baseado na curva ROC, este 

foi utilizado para determinar reações inespecíficas entre cães sintomáticos (linha pontilhada 

cinza) e assintomáticos (linha pontilhada escura) (D). 

 

A curva ROC obtida para os antígenos rEF1β e SLA de L. infantum foram 

comparadas na Figura 18C. Para a proteína recombinante, a curva indicou valor de 1.0 de AUC, 

mostrando que o teste apresentou desempenho eficiente ao estabelecer especificidade e 

sensibilidade de 100%. Para o SLA, os valores de sensibilidade e especificidade foram de 

44.4% e 80.0%, respectivamente, com AUC de 0.55 (Tabela 4). 

Tabela 4. Desempenho diagnóstico em amostras de soro de cães sadios e portadores da 

LV, bem como com doenças que causam reações cruzadas, utilizando a proteína rEF1β e 

SLA. Os resultados obtidos foram utilizados para os cálculos de: sensibilidade (Se; 95%IC), 

especificidade (Esp; 95%IC), intervalo de confiança (95%IC), área sob a curva (AUC) e índice 

de Youden (J). 

Antígeno AUC p-valor Cut-off  Se 95%IC Esp 95%IC J 

rEF1β 1 < 0.0001 > 0.386 100 92.13-100 100 88.40-100 1.00 

SLA 0.55 0.426 > 0.672 44.44 29.64-60.00 80.00 61.43-92.29 0.24 

 

 

O uso do antígeno EF1β não mostrou resultados falso-positivos, diferentemente do 

SLA, em que resultados falso-positivos foram encontrados em cães com doença de Chagas, 
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ehrlichiose e babesiose, confirmando a baixa especificidade do SLA com antígeno para o 

diagnóstico da LVC. 

Portanto, a proteína rEF1β utilizada neste trabalho demostrou ser um excelente 

candidato para o diagnóstico das leishmanioses, tanto para a forma visceral quanto para a 

tegumentar, em humanos e cães, apresentando-se sensível, específica e sem reação cruzada com 

outras doenças ou com animais vacinados. Além disso, a proteína apresentou-se como 

promissora candidata para o acompanhamento sorológico de pacientes após o tratamento e cura 

da doença. 
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6.4 FASE IV – ENSAIOS DE IMUNIZAÇÃO 

6.4.1 Avaliação da resposta in vitro em culturas de PBMCs 

Células mononucleares do sangue periférico de pacientes com LV tratados e não 

tratados e de indivíduos sadios foram cultivadas em meio RPMI 1640 completo e deixadas sem 

tratamento (meio) ou estimuladas com rEF1b e SLA (10 e 50 μg/mL, respectivamente) por 5 

dias a 37ºC em 5% (v/v) CO2. A linfoproliferação foi avaliada por ensaio de ELISA usando o 

kit de ELISA Cell Proliferation Biotrak ™ versão 2 (GE Healthcare), de acordo com as 

instruções do fabricante. Na figura 19 é possível verificar que as células dos diferentes grupos 

obtiveram uma linfoproliferação significativa entre os indivíduos sadios e pacientes tratados, 

em relação aos não tratados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Ensaio de linfoproliferação em culturas de PBMCs de pacientes com 

leishmaniose visceral e indivíduos saudáveis. A resposta linfoproliferativa específica para 

rEF1b e SLA de L. infantum foi avaliada em culturas de PBMCs de pacientes com LV antes e 

após o tratamento, bem como de indivíduos saudáveis. Os resultados foram calculados como a 

razão entre os valores de densidade ótica para as culturas não estimuladas e estimuladas. As 

barras indicam a média ± desvio padrão dos grupos. (*) indica diferença estatisticamente 

significativa em relação aos pacientes não tratados e tratados (P <0,05). (**) indica diferença 

estatisticamente significativa em relação aos pacientes não tratados (P <0,05). 
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Ao analisar a figura 20, é possível notar que o aumento na proliferação celular gerou 

uma produção significativa de IFN-γ em relação à produção de IL-10, que foram dosadas no 

sobrenadante das culturas, em indivíduos sadios e pacientes tratados, após o estímulo com a 

proteína rEF1b. O contrário foi encontrado frente ao estímulo com SLA, em que pacientes 

tratados e não tratados tiveram uma expressão significativamente maior de IL-10 em relação a 

produção de IFN-γ. Quando feita a razão entre IFN-γ e IL-10, apresentada na figura 20B, é 

possível observar a resposta tipo Th1 nos grupos de indivíduos sadios e pacientes tratados, por 

apresentarem uma maior produção de IFN-γ. 

 

Figura 20. Ensaio de citocinas humanas nos sobrenadantes de culturas de PBMCs. (A) 

Níveis de IFN-γ e IL-10 medidos no sobrenadante de culturas por ELISA de captura usando 

kits comerciais. (B) Razões entre os níveis de IFN-γ e IL-10. As barras indicam a média ± 

desvio padrão dos grupos. (*) indica diferença estatisticamente significativa em relação aos 

pacientes não tratados e tratados (P <0,05). (**) indica diferença estatisticamente significativa 

em relação aos pacientes não tratados (P <0,05). (#) indica diferença estatisticamente 

significativa em relação aos indivíduos saudáveis e pacientes tratados (P <0,05). (##) indica 

diferença estatisticamente significativa em relação aos pacientes tratados (P <0,05). 

6.4.2 Avaliação da resposta imune em animais antes da infecção desafio 

A resposta celular e humoral dos animais frente as diferentes imunizações foi 

analisada antes da infecção desafio com promastigotas de L. infantum. Desse modo, 30 dias 

após a última imunização, foi realizado o cultivo dos esplenócitos de metade dos animais de 
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cada grupo (n=8). As células do baço (5 × 106 por mL) foram cultivadas em meio RPMI 1640 

completo e deixadas sem tratamento (meio) ou estimuladas com rEF1b ou SLA (10 e 50 μg/mL, 

respectivamente) por 48 h a 37ºC em 5% (v/v) CO2. A figura 21 apresenta os níveis das citocinas 

IFN-γ, IL-4, IL-10, IL-12 e GM-CSF que foram dosadas nos sobrenadantes das culturas por 

ELISA de captura, de acordo com as instruções do fabricante.  

 

 

Figura 21. Resposta celular induzida antes da infecção de desafio. (A) Níveis de IFN-γ, IL-

4, IL-10, IL-12 e GM-CSF medidos nos sobrenadantes da cultura por ELISA de captura. (B) 

Razões entre os níveis de IFN-γ e IL-10. As barras indicam a média ± desvio padrão dos grupos. 

(*) indica diferença estatisticamente significativa em relação aos grupos solução salina e 

saponina (P <0,05). (**) indica diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo 

pVAX (P <0,05). (***) indica diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo 

pVAX / EF1b (P <0,05). 

 

Os grupos imunizados pVAX/EF1b e rEF1B/saponina apresentaram expressiva 

produção de IFN-γ, IL-12 e GM-CSF em relação aos grupos controles, que receberam salina, 

saponina ou pVAX. O grupo imunizado com rEF1b mais saponina se destacou por desenvolver 

uma produção mais alta de citocinas tipo Th1, quando comparada ao grupo imunizado com a 

vacina pVAX/EF1b. 

As amostras de soros dos camundongos imunizados (n=8, cada grupo) foram 

coletadas para análise da resposta humoral por ensaios de ELISA. A análise dos níveis dos 
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isotipos IgG1 e IgG2a anti-rEF1b e anti-SLA usando os soros dos animais vacinados mostrou 

que a imunização com rEF1b/saponina induziu níveis mais elevados de anticorpos anti-rEF1b 

do isotipo IgG2a, em comparação com os níveis de IgG1 (figura 22). 

 

 

Figura 22. Produção de anticorpos após as imunizações e antes da infecção desafio. Os 

camundongos foram vacinados (n=8 por grupo) e, 30 dias após a última dose da vacina, 

amostras de soro foram coletadas para análise dos níveis de IgG1 e IgG2a anti-rEF1b e anti-

SLA. As barras indicam a média ± desvio padrão dos grupos. (*) indica diferença 

estatisticamente significativa em relação aos grupos salina, saponina, pVAX e pVAX/EF1b (P 

<0,05). 

6.4.3 Avaliação da resposta imune após a infecção 

A resposta celular e humoral dos animais foi também avaliada 45 dias após a 

infecção. Como pode ser visto na figura 23, que mostra a produção de citocinas nos 

sobrenadantes das culturas, os grupos vacinados com rEF1b/saponina e pVAX/EF1b 

mantiveram o padrão de alta produção das citocinas IFN-γ, IL-12 e GM-CSF, além da baixa 

produção de IL-4 e IL-10,  em relação aos demais grupos que receberam salina, saponina ou 

pVAX.  
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Figura 23. Produção de citocinas induzida após a infecção com L. infantum. Os níveis de 

IFN-γ, IL-4, IL-10, IL-12 e GM-CSF medidos nos sobrenadantes das culturas são indicados 

(A), além das razões entre IFN-γ e IL-10 (B). As barras indicam a média ± desvio padrão dos 

grupos. (*) indica diferença estatisticamente significativa em relação aos grupos solução salina 

e saponina (P <0,05). (**) indica diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo 

pVAX (P <0,05). (***) indica diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo 

pVAX / EF1b (P <0,05). (#) indicam diferença estatisticamente significativa em relação aos 

grupos pVAX / EF1b e rEF1b / Saponina (P <0,05). 

Foi realizada a análise do envolvimento dos linfócitos T CD4+ e T CD8+ na 

produção de IFN-γ nos grupos vacinados e infectados. Na figura 24 é possível observar que a 

produção de IFN-γ foi significativamente diminuída quando houve o bloqueio de células T 

CD4+ e CD8+ nos grupos imunizados com pVAX/EF1b e rEF1b/saponina, sendo a produção 

desta citocina mais diminuída nas células T CD8+ no grupo pVAX/EF1b e e por células T CD4+ 

no grupo imunizado com a proteína recombinante mais saponina. 
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Figura 24. Envolvimento de células T na produção de IFN-γ nos animais vacinados e 

infectados. Camundongos (n=8 por grupo) foram vacinados e infectados com promastigotas de 

L. infantum. Quarenta e cinco dias após a infecção, eles foram eutanasiados e seus baços 

coletados. Os esplenócitos (5 × 106 células por mL) foram incubadas em RPMI 1640 completo 

e deixadas sem tratamento (meio) ou estimuladas com rEF1b ou SLA (10 e 50 μg/mL, 

respectivamente), na ausência ou presença de anticorpos monoclonais contra moléculas CD4 e 

CD8 por 48 h a 37ºC em 5% (v/v) de CO2. Os níveis de IFN-γ foram medidos nos sobrenadantes 

das culturas por ELISA de captura. As barras indicam a média ± desvio padrão dos grupos. (*) 

indicam diferença estatisticamente significativa em relação ao uso de anticorpos monoclonais 

anti-CD4 e anti-CD8 (P <0,05). (**) indicam diferença estatisticamente significativa em relação 

ao uso do anticorpo monoclonal anti-CD8 (P <0,05). 

Além da análise da origem do IFN-γ na resposta imunológica gerada pelas 

imunizações, um dos seus papéis mais importante foi também analisado. A citocina IFN-γ ativa 

fatores de transcrição nos macrófagos, células infectadas por Leishmania, que atuam na síntese 

de enzimas ligadas à síntese de espécies reativas de oxigênio. A produção de espécies reativas 

de oxigênio leva a formação de compostos, como o óxido nítrico, que atuam diretamente na 

morte do parasito 144,145. Assim, para evidenciar se a produção da citocina estava ocasionando 

aumento da atividade das células parasitadas, realizamos a dosagem de nitrito nos 

sobrenadantes de cultura celular. A figura 25 mostra uma produção elevada de nitrito nos 

grupos de camundongos imunizados com pVAX/EF1b e rEF1b/saponina, em comparação com 
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os groups salina, saponina e pVAX. A produção de nitrito nos grupos imunizados com 

rEF1b/saponina foi maior e mais significativa em relação à imunização com pVAX/EF1b. 

 

 

Figura 25. Produção de nitrito após a infecção desafio. Camundongos (n=8 por grupo) foram 

vacinados e desafiados com promastigotas de L. infantum e, 45 dias após a infecção, eles foram 

eutanasiados e seus baços foram coletados. As células (5 × 106 por mL) foram incubadas em 

RPMI 1640 completo e deixadas sem tratamento (meio) ou estimuladas com rEF1b ou SLA (10 

e 50 μg/mL, respectivamente) por 48 h a 37ºC em 5 % (v/v) CO2. A produção de nitrito foi 

medida nos sobrenadantes de cultura pela reação de Griess. As barras indicam a média ± desvio 

padrão dos grupos. (*) indica diferença estatisticamente significativa em relação aos grupos de 

solução salina e saponina (P <0,05). (**) indica diferença estatisticamente significativa em 

relação ao grupo pVAX (P <0,05). (***) indica diferença estatisticamente significativa em 

relação ao grupo pVAX/EF1b (P <0,05). 

A análise da resposta humoral dos camundongos após a infecção apresentou 

resultados similares em relação às análises antes da infecção, ao mostrar que a imunização com 

rEF1b/saponina induziu níveis mais elevados de anticorpos do isotipo IgG2a anti-rEF1b, em 

comparação com os níveis de IgG1 (figura 26). Entretanto, o grupo vacinado com pVAX/EF1b 

também apresentou produção menor em relação à vacinação com rEF1b/saponina, mas 

significativa em relação aos grupos salina, saponina e pVAX.  
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Figura 26. Resposta humoral induzida após a infecção com L. infantum. Camundongos 

imunizados (n=8 por grupo) infectados com promastigotas de L. infantum foram eutanasiados 

45 dias após o desafio e suas amostras de soro foram coletadas. Os níveis dos isotipos IgG1 e 

IgG2a anti-rEF1b e anti-SLA foram medidos por ensaio de ELISA. As barras indicam a média 

± desvio padrão dos grupos. (*) indica diferença estatisticamente significativa em relação aos 

grupos solução salina, saponina e pVAX (P<0,05). (#) indicam diferença estatisticamente 

significativa em relação aos grupos pVAX/EF1b e rEF1b/Saponina (P<0,05). 

6.4.4 Avaliação da carga parasitária nos órgãos dos animais infectados 

A carga parasitária foi analisada 45 dias após a infecção desafio nos diferentes 

grupos de animais imunizados. Como pode ser visto na figura 27, houve maior redução da carga 

parasitária nos grupos imunizados com pVAX/EF1b e rEF1b/saponina em relação aos grupos 

controles (salina, saponina e pVAX). O grupo imunizado com rEF1b/saponina apresentou as 

maiores reduções da carga parasitária, quando comparado aos valores obtidos no grupo 

imunizado com pVAX/EF1b. 
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Figura 27. Avaliação da carga parasitária. Camundongos vacinados e infectados (n=8 por 

grupo) foram eutanasiados 45 dias após o desafio, quando seus órgãos foram coletados para 

estimativa da carga parasitária pela técnica de diluição limitante. Os resultados foram expressos 

como log do título ajustado por miligrama de: baço (A), fígado (B), linfonodos drenantes (C) e 

medula óssea (D). As barras indicam a média ± desvio padrão dos grupos. (*) indica diferença 

estatisticamente significativa em relação aos grupos solução salina e saponina (P<0,05). (**) 

indica diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo pVAX (P<0,05). (***) 

indica diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo pVAX/EF1b (P <0,05). 
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7 DISCUSSÃO 

O diagnóstico das leishmanioses ainda se faz desafiador, uma vez que os testes 

apresentam uma baixa sensibilidade ao diagnosticar indivíduos com baixa carga parasitária ou 

sorologia antileishmanial, e uma baixa especificidade ao gerar resultados falso-positivos com 

doenças que causam reatividade cruzada com antígenos de Leishmania; além da dificuldade de 

separar pacientes tratados e curados dos não tratados 85,92,146. Diante dessas limitações, a busca 

por antígenos mais refinados continua e novas proteínas antigênicas do parasito estão sendo 

avaliadas como ferramentas diagnósticas para tentar solucionar tais problemas 117–119. 

Até o momento, parece provável que nem o conteúdo gênico, nem a expressão 

gênica são particularmente relevantes para as diferenças fenotípicas nas distintas formas 

morfológicas das espécies de Leishmania, mas o controle do processo de tradução e a 

estabilidade da proteína parecem ser importantes nessa caracterização 149. Dessa forma, nosso 

grupo tem buscado alvos a partir da imunoproteômica 56. Recentemente, um estudo 

imunoproteômico foi realizado utilizando extratos proteicos de formas promastigotas e 

amastigotas de Leishmania infantum e soros de pacientes com LV, que reconheceram proteínas 

do tipo fatores de alongamento em ambas as formas do parasito 130,150.  

Fatores de alongamento são genes conservados encontrados em distintos 

organismos, eucariotos e procariotos, apresentando funções biológicas relevantes, como 

tradução da informação genética do DNA em proteínas 151. Essa família de genes codifica 

proteínas expressas em ambas as formas do parasito e foram encontrados em níveis elevados 

nas espécies de Leishmania resistentes a antimoniais pentavalentes, L. donovani, L. 

panamensis, L. infantum e L. braziliensis; demonstrando a possibilidade de serem usados como 

possíveis alvos de drogas antiparasitárias 152–155. Essa família de proteínas foi também 

identificada em extratos de Leishmania donovani, quando amostras de urinas de pacientes com 

LV foram usados, possibilitando o uso desses antígenos como biomarcadores para um teste 

diagnóstico não invasivo 156.  

Diante da possibilidade de utilização dessas proteínas como alvos biológicos contra 

as leishmanioses, no presente estudo, utilizamos a proteína rEF1b com o objetivo de melhorar 

a especificidade e sensibilidade dos métodos de diagnóstico atuais. Ao utilizamos a proteína 

recombinante EF1-β para ser testada em ensaios de ELISA para o diagnóstico sorológico das 

leishmanioses em humanos, a proteína foi reconhecida por soros de pacientes com ambas as 

formas da doença: visceral e tegumentar (cutânea e mucosa). Além disso, a proteína apresentou 

baixa reatividade com soros de indivíduos sadios e pacientes com doença de Chagas, malária, 
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tuberculose, paracoccidioidomicose, hanseníase e aspergilose. Esses resultados foram 

condizentes com o alinhamento das sequências proteicas homólogas à EF1-β, onde foi possível 

identificar alta similaridade nas sequências de outras espécies de Leishmania, além de baixa 

homologia com protéinas da espécie Trypanosoma cruzi e hospedeiros vertebrados, como cão 

e homem.   

De modo distinto, os resultados apontaram que ao utilizar como amostra antigênica 

o SLA, não houve a identificação de pacientes com LC, e uma maior reatividade com amostras 

de outras doenças foi encontrada. Em relação aos testes sorológicos em cães, a rEF1-β também 

foi reconhecido por soros de cães sintomáticos e assintomáticos para as leishmanioses, 

apresentou uma baixa reatividade contra soros de cães saudáveis e vacinados com Leish-Tec®, 

bem como daqueles infectados com T. cruzi, B. canis e E. canis. Por outro lado, o ELISA 

utilizando o SLA não conseguiu detectar os casos assintomáticos para as leishmanioses, e 

apresentou uma alta reatividade com outras doenças que podem gerar reação cruzada. 

Avaliações sorológicas em pacientes curados e tratados são importantes de serem 

realizadas, pois podem constituir um parâmetro adicional de cura dos pacientes que passaram 

pelo tratamento das leishmanioses. Neste estudo, ao avaliarmos os níveis de anticorpos 

específicos para rEF1-β em soros de pacientes tratados com a forma visceral e mucocutânea da 

doença verificamos uma diminuição dos níveis de anticorpos anti-rEF1β em relação aos soros 

dos pacientes coletados antes do tratamento. Por outro lado, níveis semelhantes de anticorpos 

antileishmanial foram encontrados antes e depois do tratamento, quando o SLA foi usado como 

antígeno. Este resultado é interessante, uma vez que testes de diagnóstico atuais para 

leishmaniose humana mostram sensibilidade variável ao monitorar o tratamento e a cura dos 

pacientes, bem como para diferenciar entre infecções passadas e ativas 64,157,158 . A proteína 

rEF1-β foi capaz de identificar pacientes com doença ativa, assim, permitindo inferir sobre seu 

papel no prognóstico da leishmaniose humana. 

Neste estudo, temos como limitação o uso de um painel sorológico reduzido, tanto 

nas amostras de cães quanto na de humanos, e nas outras doenças que podem causar reação 

cruzada com as leishmanioses. Além disso, a ausência de acompanhamento sorológico de 

pacientes com LC também se apresenta como limitação, uma vez que tais pacientes, quanto aos 

seus aspectos clínicos e práticos, podem apresentar dados prognósticos mais informativos do 

que os pacientes com a forma mucosa.  

Assim sendo, a rEF1-β mostrou pela primeira vez seu papel antigênico para detectar 

casos de leishmaniose sintomática e assintomática, com valores elevados de sensibilidade e 

especificidade em amostras de soros de cães e humanos infectados com L. infantum; além da 
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possibilidade de ser utilizada como biomarcador para monitorar o progresso do tratamento e 

cura da doença humana. Sabemos que novos estudos são necessários, mas estes resultados 

apontam que rEF1-β poderia ser considerada como um marcador diagnóstico promissor.  

Em alguns trabalhos, a proteína EF-1 também apresentou um importante papel 

imunogênico em modelos murinos contra a infecção por Leishmania, bem como quando 

PBMCs estimulados de pacientes infectados com L. donovani produziram um repertório de 

citocinas do tipo Th1 no sobrenadante das culturas 83,86. Portanto, tais estudos sugerem um papel 

dessa família de proteínas como possíveis candidatos a vacinas contra a leishmaniose.  Muitos 

trabalhos buscam alvos na forma promastigota do parasito, por ser a forma infectante do 

parasito e que entra em primeiro contato com o hospedeiro. Em vista disso, é importante 

ressaltar que essa proteína foi encontrada não apenas na forma promastigota, mas também em 

amastigotas. É evidente que a forma amastigota deveria ser também considerada na busca por 

alvos biológicos, uma vez que se apresenta presente poucas horas depois da infecção no 

hospedeiro vertebrado, sendo também responsável pela forma ativa da doença e, 

consequentemente, em constante contato com o sistema imune 73,85,159. 

Neste trabalho, avaliamos a imunogenicidade da proteína rEF1-β como antígeno 

quando administrado como vacina de DNA e como proteína recombinante associada à saponina 

como adjuvante, uma vez que ambas estratégias demonstram ativar um perfil de citocinas Th1 

114,119,143. Comparamos também ambas as estratégias de imunização, principalmente, devido à 

escassez de estudos na literatura utilizando essa abordagem experimental 63,133. 

De uma perspectiva evolutiva, é importante notar que a espécie humana se adaptou 

continuamente às doenças ao longo do tempo. Além disso, algumas gerações de pessoas podem 

ter sido sensíveis à leishmaniose, enquanto outras podem ter sido resistentes. E isso ocorre até 

hoje, mas não sabemos se isso também acontecia nos tempos antigos ou se a leishmaniose na 

verdade dizimava populações humanas. Alguns estudos paleoparasitológicos sugerem que o 

parasito surgiu primeiramente em relação aos seus hospedeiros invertebrados e vertebrados, e 

que se iniciou como uma doença parasitária que se seguiu coevoluindo, em equilíbrio, com seus 

hospedeiros. Esta teoria de manutenção do hospedeiro pelo parasito é chamado de “Teoria da 

Rainha Vermelha” e explica a manutenção de vários parasitos 15,160. Os parasitos coevoluiram 

com seus hospedeiros e apresentam atualmente diversos mecanismos de evasão do sistema 

imune. Essas estratégias de evasão parasitária podem alterar a resposta protetora de hospedeiros 

infectados resultando no desenvolvimento de doenças ativas, como as induzidas pelos fatores 

de virulência de Leishmania 161,162.  
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Sabe-se que a resposta celular é importante na proteção dos hospedeiros para 

combater a infecção causada por Leishmania, em que a expansão clonal de células T polarizadas 

para o perfil Th1 e a produção das principais citocinas do perfil, como IFN-γ, IL-2, IL-12, GM-

CSF atuam na ativação dos macrófagos, aumentando a atividade fagocítitica e de produção de 

espécies reativas de oxigênio 163,164. Esse perfil de resposta é essencial para a proteção do 

hospedeiro contra o parasito. Do contrário, o parasito pode evadir do sistema imune e se 

multiplicar no interior das células do hospedeiro, causando a sintomatologia da doença165.  

Níveis elevados de IFN-γ, IL-12 e GM-CSF foram encontrados nos sobrenadantes 

celulares de células do baço estimuladas por proteína ou SLA de ambos os grupos rEF1-

β/saponina e pVAX/EF1-β, evidenciando a indução de uma resposta celular protetora do tipo 

Th1. Em concordância com esse perfil, os soros coletados dos animais desses grupos 

apresentaram aumento do isotipo IgG2a, e maiores razões entre IgG2a e IgG1, indicando 

também a resposta do tipo Th1. De modo distinto, foi observada uma resposta do tipo Th2, nos 

grupos controles, de acordo com o desenvolvimento da doença após a infecção. Dessa forma, a 

progressão da doença nesse modelo foi associada à supressão da resposta Th1, devido à redução 

da produção de IL-12 e IFN-γ pelos esplenócitos, com um aumento das citocinas IL-4 e IL-10 

166. 

O sucesso de um candidato vacinal depende do antígeno definido, sistema de 

distribuição, adjuvante imunológico e via de imunização. As proteínas recombinantes foram 

amplamente testadas como antígenos de vacinas de segunda geração para proteger contra a LV 

63,167,168, pois se apresentam com vantagem na padronização e pureza para a sua produção. No 

entanto, há um grau variável de sucesso no desenvolvimento dessas vacinas devido a escolha 

do adjuvantes a ser utilizado, pois esses antígenos recombinantes geralmente apresentam 

imunogenicidade limitada 73,169. Alguns estudos mostram que a administração de fatores de 

virulência de Leishmania, como LACK 114,123 e KMP-11 171,172, mostram estar implicadas na 

produção de citocinas do tipo Th2 quando administradas isoladamente, sem a presença de 

adjuvantes. No entanto, quando esses alvos foram associados a adjuvantes, uma alteração no 

perfil imunológico foi gerada, levando ao desenvolvimento de uma resposta imunológica 

protetora contra a infecção 173,174.  

Dessa forma, para uma imunização bem sucedida, que induza proteção contra as 

leishmanioses, é necessário que seja feita a escolha de um adjuvante apropriado para que atuem 

em conjunto com os alvos vacinais no desencadeamento da resposta imune protetora contra as 

leishmanioses133,175,176. No presente trabalho, associamos a proteína recombinante ao adjuvante 

saponina, um glicosídeo proveniente do metabolismo secundário vegetal muito utilizado por 
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induzir um perfil de resposta Th1 nos modelos animais 134. Corroborando tais achados, a 

imunização com proteína rEF1-β sem adjuvante induziu uma baixa resposta do tipo Th1. 

Em nosso estudo, rEF1b se mostrou imunogênica quando usado como estímulo para 

culturas de PBMCs de indivíduos sadios e pacientes tratados, produzindo níveis elevados de 

IFN-γ e baixos níveis de IL-10. Além disso, também foi observada linfoproliferação positiva, 

fortalecendo o uso de EF1-β em estudos futuros para sua validação completa como vacina 

candidata contra a LV humana. A recuperação da doença geralmente confere imunidade contra 

a reinfecção pelo parasito. Na verdade, indivíduos saudáveis que vivem em regiões endêmicas 

da doença, ou aqueles assintomáticos, podem desenvolver uma resposta imune específica do 

parasito e ser protegidos contra infecções 86,177. Assim, uma justificativa para pesquisar novos 

candidatos a vacinas humanas poderia ser o uso de culturas de PBMCs de indivíduos saudáveis 

e de pacientes infectados com Leishmania, com o objetivo de prever a imunogenicidade de tais 

antígenos quando em contato com as células da imunidade  83,178.  

Vacinas de DNA são plasmídeos recombinantes de expressão em eucariotos, que 

apresentam em sua sequência motivos de CpGs que atuam como adjuvantes na resposta imune 

e podem ser empregados na sua forma simples, de DNA livre, ou através do uso de 

carreadores179. Esses plasmídeos, uma vez internalizados, no interior da célula utilizam toda a 

maquinaria de expressão gênica do núcleo para síntese proteica. Essas proteínas no citosol 

passam pela via do proteassoma e são apresentadas via MHC-I, e podem também, por 

apresentação cruzada, serem englobadas por vesículas e apresentadas via MHC-II 163,180,181.  

Neste trabalho, a imunização com pVAX/EF1β induziu o desenvolvimento de uma 

resposta celular e humoral do tipo Th1, antes e após a infecção, com correspondentes níveis 

menores de parasitismo em órgãos distintos dos camundongos imunizados. No entanto, uma 

maior proteção parasitológica e imunológica foi induzida pela imunização com a proteína 

recombinante associada ao adjuvante saponina, sugerindo que a estratégia de vacinação com o 

plasmídeo de DNA poderia ser potencialmente otimizada, com o uso de carreadores, por 

exemplo, para aumentar a eficácia em modelos de mamíferos182. 

As limitações desta parte do estudo incluem a falta de análises experimentais com 

esquemas de imunização mais longos para otimizar a eficácia da vacina de DNA plasmidial, 

bem como estudos para avaliar a memória imunológica a longo prazo induzida pela vacinação 

com a proteína recombinante mais adjuvante e o plasmídeo de DNA. No entanto, os dados 

apresentados aqui sugerem a capacidade da proteína EF1-β em estimular uma resposta 

imunológica protetora contra a infecção causada por L. infantum e, portanto, esse antígeno 
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merece consideração para estudos futuros sobre sua atividade associada a adjuvantes para o 

desenvolvimento de vacinas contra as leishmanioses. 
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8 CONCLUSÃO 

Os resultados descritos no presente estudo indicam que a proteína EF1b poderia ser 

considerada como um possível marcador diagnóstico e prognóstico para as lesihmanioses 

tegumentar e visceral, além de candidato à vacina para proteção contra a infecção causada por 

L. infantum. 
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9 PERSPECTIVAS 

 Testar a proteína rEF1β em fitas de imunocromatografia para o diagnóstico 

rápido das leishmanioses; 

 Avaliar a proteína recombinante mais saponina para a proteção de modelos 

murinos contra a LT. 
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ANEXO 

ANEXO I 

 

 

Figura 28 Vetor de clonagem. Vetor de clonagem utilizado para a obtenção da proteína 

recombinante, p-GEM-T Easy Vector Systems (Promega). 
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ANEXO II 

 

Figura 19 Vetor de expressão em procariotos. Vetor utilizado para a obtenção da proteína 

recombinante em procariotos, pET28a (+) TEV, com cerca de 5.0kb, com 3.0 kb, sítio múltiplo 

de clonagem para diferentes enzimas de restrição, origem de replicação e um promotor. 
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ANEXO III 

 

 

 

Figura 30 Vetor de expressão em eucariotos. Vetor utilizado para a obtenção da proteína 

recombinante em eucariotos, pVAX1© com 3.0 kb, sítio múltiplo de clonagem para diferentes 

enzimas de restrição, origem de replicação e um promotor de citomegalovírus reconhecido por 

eucariotos. 

 


