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RESUMO 

 

As leishmanioses são doenças tropicais negligenciadas com alta endemicidade e que afetam 

milhares de pessoas no mundo. Sua infecção é causada por parasitos protozoários do gênero 

Leishmania. A diversidade biológica entre as espécies é quem permite determinar as manifes-

tações clínicas, sendo elas na forma de leishmaniose visceral (LV) ou leishmaniose tegumentar 

(LT). Dentre estas manifestações, a LV é considerada a mais grave, devido sua alta letalidade 

e grande emergência em indivíduos com a infecção provocada pelo vírus da imunodeficiência 

humana (HIV). Atualmente, as medidas de controle e prevenção adotadas pela Organização 

Mundial da Saúde (OMS), baseiam-se em uma combinação de estratégias de intervenção contra 

a infecção, uma vez que o diagnóstico eficaz e precoce é indispensável para que se possa intervir 

com o tratamento adequado, diminuindo índices de mortalidade e a evolução de complicações 

clínicas. Entretanto, os testes sorológicos utilizados apresentam sensibilidade e especificidade 

prejudicadas em pacientes com leishmanioses e/ou coinfectados LV/HIV, devido a baixos ní-

veis de anticorpos antileishmanial ou pela presença de doenças que causem reação cruzada, 

levando a resultados falso-positivos.  A sensibilidade torna-se também variável em pacientes 

tratados, uma vez que a sorologia pode manter-se positiva por meses ou anos após o fim do 

tratamento e cura da doença. Buscando resolver tal problemática, a identificação de novos an-

tígenos, por meio de análises de bioinformática associadas à imunoproteômica, tem permitido 

a detecção de novas proteínas com potencial aplicação diagnóstica. Em estudos anteriores, as 

proteínas hipotéticas LiHyT, LiHyD, LiHyV e LiHyP foram encontradas em espécies de Leish-

mania spp, e avaliadas em suas versões recombinantes por meio de ensaios de ELISA, obtendo 

resultados satisfatórios para a detecção da LV humana e canina. Com base nessas informações, 

o presente trabalho teve como objetivo desenvolver uma proteína quimera recombinante base-

ada na predição de epítopos lineares específicos de células B das quatro proteínas antigênicas 

de L. infantum citadas e avaliar o potencial diagnóstico, assim como dos peptídeos individuais 

que a constituíram, frente à leishmaniose humana, bem como com a coinfecção com HIV, além 

de testar os antígenos como marcadores prognóstico após o tratamento da LV e LT. As sequên-

cias de aminoácidos das proteínas foram avaliadas e oito epítopos de células B foram preditos 

e utilizados na construção de uma nova proteína quimérica. A proteína foi expressa, purificada 

e avaliada como antígeno recombinante em ELISA para o diagnóstico de LV, LT, coinfecção 

LV/HIV e prognóstico em amostras de pacientes tratados de LV e LT. Os epítopos de células 

B usados na construção da quimera foram sintetizados e também testados em ELISA frente às 

mesmas amostras, assim como um extrato antigênico solúvel de Leishmania braziliensis (SLA). 

Os resultados mostraram que a proteína quimera apresentou sensibilidade e especificidade de 

100% para diagnosticar a LV, LT e LV/HIV, enquanto os peptídeos sintéticos apresentaram 

sensibilidade variando entre eles de 9,1% a 90,9% para amostras de LT e 76,8% a 99,2% para 

amostras de LV e LV/HIV, já os valores de especificidade atingiram 98,3% a 99,1% para LT e 

67,1% a 95,7% para LV e LV/HIV. O SLA apresentou sensibilidade e especificidade de 18,2% 

e 98,3% para LT, e 56,8% a 69,5% para amostras de LV e LV/HIV, respectivamente. Uma 

avaliação prognóstica preliminar mostrou ainda que os anticorpos anti-quimera diminuíram em 

níveis significativos, quando comparada a reatividade sorológica antes e seis meses após o tra-

tamento, sugerindo um possível papel prognóstico da quimera para as leishmanioses. O presente 

estudo, mostrou-se eficaz na construção e avaliação de novos candidatos, que demonstram ter 

um bom desempenho na detecção diagnóstica e prognóstica para as leishmanioses e dos casos 

de coinfecção LV/HIV.  

 

Palavras-chave: Leishmania infantum, Leishmania braziliensis, epítopos de células B, qui-

mera, bioinformática, ELISA.  

 



 
 

ABSTRACT 

 

Leishmaniasis are neglected tropical diseases with high endemicity that affect thousands of 

people in the world. Infection is caused by protozoan parasites of the genus Leishmania. The 

biological diversity between species is what allows determining the clinical manifestations, 

either in the form of visceral leishmaniasis (VL) or tegumentary leishmaniasis (TL). Among 

these clinical manifestations, VL is considered the most serious, due to its high lethality and 

great emergence in individuals with infection caused by the human immunodeficiency virus 

(HIV). Currently, the control and prevention measures adopted by the World Health Organiza-

tion (WHO) are based on a combination of intervention strategies against the infection, since 

an effective and early diagnosis is essential to intervene with the appropriate treatment, decrea-

sing mortality rates and evolution of clinical complications. However, the serological tests used 

show impaired sensitivity and specificity in patients with leishmaniasis and/or coinfected with 

VL/HIV, due to low levels of anti-leishmanial antibodies or the presence of diseases that cause 

cross-reaction, leading to false-positive results. The sensitivity also becomes variable in treated 

patients, since the serology can remain positive for months or years after the end of the trea-

tment and cure of the disease. Seeking to solve this problem, the identification of new antigens, 

through bioinformatic analysis associated with immunoproteomic, has allowed the detection of 

new proteins with potential diagnostic application. In previous studies, the hypothetical proteins 

LiHyT, LiHyD, LiHyV and LiHyP were found in species of Leishmania spp, and evaluated in 

their recombinant versions through ELISA assays, and satisfactory results were obtained for 

the detection of human and canine VL. Based on this information, the present work aimed to 

develop a recombinant chimera protein through on the prediction of specific linear epitopes of 

B cells derived from these four antigenic proteins of L. infantum and to evaluate its diagnostic 

potential, as well as the individual peptides that constitute it, against human leishmaniasis, as 

well as co-infection with HIV, in addition to testing them as possible prognostic markers of 

patients after VL and TL treatment. The amino acid sequences of the proteins were evaluated 

and eight B cell epitopes were predicted and used in the construction of a new chimeric protein. 

The protein was expressed, purified and evaluated as a recombinant antigen in ELISA for the 

diagnosis of VL, TL, VL/HIV co-infection and prognosis in samples from patients treated for 

VL and TL. The B cell epitopes used in the construction of the chimera were synthesized and 

also tested in ELISA against the same samples, as well as a soluble Leishmania braziliensis 

antigenic extract (SLA). The results showed that the chimera protein apresented sensitivity and 

specificity of 100% for diagnosing VL, TL and VL/HIV, while the synthetic peptides showed 

sensitivity ranging from 9.1% to 90.9% for TL samples and 76.8 % to 99.2% for VL and 

VL/HIV samples, while the specificity values reached from 98.3% to 99.1% for TL and 67.1% 

to 95.7% for VL and VL/HIV. The SLA showed sensitivity and specificity of 18.2% and 98.3% 

for TL, and 56.8% to 69.5% for VL and VL/HIV samples, respectively. A preliminary prog-

nostic evaluation also showed that anti-chimera antibodies significantly decreased when com-

pared to serological reactivity before and six months after treatment, suggesting a possible prog-

nostic role of the antigen for leishmaniasis. The present study proved to be effective in the 

construction and evaluation of new candidates, who demonstrate good performance in diagnos-

tic and prognostic detection for leishmaniasis and VL/HIV co-infection. 

 

 

Keywords: Leishmania infantum, Leishmania braziliensis, B cell epitopes, chimera, bioinfor-

matics, ELISA. 
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1 CONSIDERAÇÕES INICIAIS  

 

1.1 CONTEXTUALIZAÇÃO DA HISTÓRIA ACADÊMICA 

 

 Graduada em Ciências Biológicas (Bacharelado), pela Universidade do Extremo Sul 

Catarinense – UNESC, iniciei minha carreira acadêmica na pesquisa já no primeiro ano de gra-

duação em 2013 onde ingressei como aluna de Iniciação Cientifica no grupo de pesquisa em 

Genética Toxicológica, coordenado pela prof. Dra. Vanessa Moraes de Andrade. Neste grupo 

permaneci durante os quatro anos de graduação, onde participei de inúmeros projetos voltados 

a Biologia Molecular, por meio de análises de genotoxicidade e mutagênese. Durante a gradu-

ação, também pude adquirir experiência nas áreas de microbiologia e ecotoxicologia, através 

de estágios voluntários na instituição. Ao longo dos anos de iniciação cientifica busquei apren-

der ao máximo sobre todas as linhas de pesquisa do laboratório, foi dessa forma que conheci as 

linhas de estudo do Prof. Dr. Ricardo Andrez Machado de Ávila, o qual passei a me interessar 

e pesquisar mais sobre a área de animais peçonhentos e a toxinologia, que fazem parte da ex-

pertise do professor. Foi então que o Prof, Ricardo passou a me coorientar junto com a orienta-

ção da Prof. Dra. Vanessa durante o trabalho de conclusão de curso, intitulado “Danos ao DNA 

de camundongos inoculados com veneno de Tityus serrulatus Lutz & Mello, 1922”.  Em 2017 

conclui a graduação e no mesmo ano ingressei no mestrado através do Programa de Pós-Gra-

duação em Ciências da Saúde da UNESC, no qual fui orientada também pelo Prof. Dr. Ricardo 

e coorientada pela Prof. Dra. Vanessa.  

 No decorrer do mestrado percebi me enquadrar melhor nas linhas de pesquisa coorde-

nadas pelo Prof. Ricardo, o qual possui expertise nas áreas de bioinformática e biotecnologia 

peptídica aplicada ao desenvolvimento de novos produtos biológicos como testes diagnósticos, 

vacinas e caracterização de toxinas de animais peçonhentos. Fui bolsista durante todo o período 

de mestrado no laboratório de Fisiopatologia Experimental, no grupo de pesquisa em Biotec-

nologia peptídica aplicada ao desenvolvimento de novos fármacos. 

 Durante os dois anos de mestrado, trabalhamos inúmeras vezes em colaboração com o 

Prof. Dr. Eduardo Antonio Ferraz Coelho, que me possibilitou ter engajamento em diversos 

projetos voltados ao desenvolvimento de novos testes diagnósticos e vacinas para controle de 

doenças infecciosas e tropicais. A realização de tais projetos se deu por meio da predição de 

epítopos através de ferramentas de bioinformática, resultando em múltiplos artigos científicos 

publicados em revistas de alta relevância cientifica. 
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 Foi durante o mestrado que conheci as linhas de pesquisa do grupo de Tecnologias Ino-

vadoras para o Controle das Doenças Infecciosas e Tropicais, coordenado pelo Prof. Dr. Edu-

ardo Antonio Ferraz Coelho e devido às colaborações entre os professores, foi possível aprender 

e me aperfeiçoar sobre a aplicação de ferramentas de bioinformática e sua importância no de-

senvolvimento de produtos biológicos, principalmente voltadas para as Leishmanioses. Foi en-

tão que por meio de processo seletivo, ingressei no Programa de Pós-Graduação em Ciências 

da Saúde: Infectologia e Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da UFMG sobre dupla 

orientação do Prof. Dr. Eduardo e Prof. Dr. Ricardo. Durante todo esse período acadêmico até 

o presente momento, além das inúmeras experiências resumidamente descritas acima, cursei 

uma segunda graduação de Licenciatura em Ciências Biológicas, realizei coorientações, orien-

tações, participação em bancas, obtive inúmeras experiências como docente, ministrei palestras 

na graduação e pós-graduação, participação em eventos, além de artigos científicos publicados, 

depósito de três patentes e um produto biológico, sendo duas das patentes resultantes desta tese. 

 

1.2 CONSTRUÇÃO DO PROJETO  

 

 A presente tese de doutorado teve como principal objetivo predizer epítopos lineares 

específicos de células B encontrados em sequências de proteínas hipotéticas identificadas ante-

riormente em estudo imunoproteômico em parasitos de L. infantum, publicado sob a orientação 

do prof. Dr. Eduardo Antonio Ferraz Coelho, o qual possui uma vasta expertise nas linhas de 

desenvolvimento de testes diagnósticos, marcadores terapêuticos e vacinas para as leishmanio-

ses.  

 Tendo em vista a vasta experiência dos orientadores nas linhas de pesquisas que nor-

teiam esta tese, um dos importantes fatores de tal estudo foi a necessidade emergencial do de-

senvolvimento de novos kits diagnósticos para as leishmanioses. As leishmanioses são doenças 

negligenciadas mundialmente e consideradas um importante problema de Saúde Pública. Apre-

sentam elevadas estimativas globais da ocorrência de novos casos anualmente, sendo o Brasil 

um dos países com maiores índices de notificação. Outro problema enfrentado na detecção des-

sas doenças está nos indivíduos coinfectados pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV), 

uma vez que ocorrem em países onde ambas as doenças são endêmicas.  

Tendo conhecimento das inúmeras limitações que rodeiam o controle das leishmanioses 

no quesito diagnóstico, foco deste trabalho, tal tese teve por objetivo, predizer epítopos de cé-

lulas B específicos, encontrados em quatro proteínas hipotéticas LiHyT, LiHyD, LiHyV e Li-

HyP, selecionadas por meio de ferramentas de bioinformática, afim de construir, a partir destes 



23 
 

peptídeos, uma proteína quimérica a ser utilizada como um possível marcador diagnóstico das 

leishmanioses e de coinfecção LV/HIV, além da aplicação prognóstica em amostras de pacien-

tes tratados de leishmaniose.  

 A apresentação deste trabalho foi elaborada de acordo com a Resolução nº 02/2013, de 

18 de setembro de 2013; o qual regulamenta o formato dos trabalhos finais de defesa de teses e 

dissertações do Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde: Infectologia e Medicina 

Tropical da Faculdade de Medicina da UFMG. O presente estudo está inserido na linha de pes-

quisa de “Leishmanioses”. 
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2 INTRODUÇÃO 

 

As leishmanioses são doenças infecto-parasitárias no qual a infecção é causada por pa-

rasitos protozoários da ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae e gênero Leishmania 

(GRIMALDI; TESH, 1993; PAHO, 2020). A infecção em mamíferos pode ocorrer por trans-

missão de mais de 20 diferentes espécies de Leishmania, atualmente já descritas (ROSSI; FA-

SEL, 2018). A diversidade biológica do protozoário, possibilita o surgimento de distintas ma-

nifestações clínicas da doença, que estão em sua maioria associadas ao estado imunológico do 

hospedeiro e à espécie do vetor infectante (ROSSI; FASEL, 2018). Dentre as diferentes mani-

festações das leishmanioses, encontram-se: a leishmaniose tegumentar (LT), que abrange as 

formas cutânea (LC) ou mucosa (LM) da doença e a leishmaniose visceral (LV). No Brasil, a 

LT pode ser causada principalmente pelas espécies de Leishmania braziliensis e Leishmania 

amazonensis, enquanto a LV é causada pela espécie Leishmania infantum. Dentre as formas da 

doença, a LV é considerada a mais grave, devido à sua alta letalidade, alcançando 95% dos 

casos quando aguda e não tratada (TORRES-GUERRERO et al., 2017).  

Independente das formas clínicas manifestadas, essas são doenças que apresentam am-

pla distribuição geográfica em todo o mundo, com grande número de registros em países de 

toda a América Latina (PAHO, 2020). Dados demonstram que cerca de 68 mil novos casos de 

LV foram notificados entre os anos de 2001 à 2020, distribuindo-se em torno de 13 países nas 

Américas, e mais de 39,7 mil casos de LC e LM foram registrados em 2020 na América Latina 

(PAHO, 2022a). Mesmo frente a inúmeras notificações, as leishmanioses enquadram-se entre 

as principais doenças tropicais negligenciadas (DTNs) do mundo, sendo que esses dados são 

baseados nos recursos aplicados de forma limitada em diagnóstico, tratamento e vigilância 

(MOHAN et al., 2022).  

As DTNs constituem um grupo com 20 doenças, associadas a países de baixa e média 

renda, localizados em regiões onde saneamento básico, acesso a água potável e alguns cuidados 

de saúde são precários e negligenciados (MOHAN et al., 2022; WHO, 2021). Uma vez que 

essas doenças são responsáveis por gerar sintomas graves e frequentemente evoluem a morte, 

a Organização Mundial da Saúde (OMS) desenvolveu um roteiro para redução e possível con-

trole. Tal proposta obteve progresso, porém muitas das metas estabelecidas para 2020 não fo-

ram alcançadas (ASSIS; RABELLO; COTA, 2021). O roteiro atual de 2021-2030, estabelece 

metas globais com intuito de prevenir, controlar, eliminar ou erradicar essas doenças, no qual 

se fundamenta sobre três pilares: (1) acelerar a ação programática, (2) intensificar as abordagens 

transversais e (3) mudar os modelos operacionais e a cultura para facilitar a apropriação do país. 
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Para a execução do primeiro pilar, o diagnóstico é citado como um dos mais importantes fatores 

para o desenvolvimento de tal estratégia (WHO, 2020). 

Atualmente, as leishmanioses são doenças proeminentes e de grande preocupação de 

saúde pública em quase 100 países no mundo (GOYAL; KESHAV; KAUR, 2021; CAVAL-

CANTE et al., 2021). Dentre os países com maior número de casos, encontra-se o Brasil, com 

15.484 registros no ano de 2020 (PAHO, 2020). Globalmente, estima-se que ocorram cerca de 

600 mil a 1 milhão de novos casos de LT e de 50 mil a 90 mil casos de LV por ano sendo que, 

destes, apenas 25 a 45% são relatados à OMS (WHO, 2021). 

Além da elevada incidência e mortalidade da LV, a doença é também considerada emer-

gente em indivíduos com a infecção provocada pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV) 

(BRASIL, 2015). A associação com outras doenças e infecções, é um fator importante que di-

ficulta o controle das leishmanioses em diversas regiões do mundo (BURKI; ZWIZWAI, 2022). 

A infecção por HIV é responsável pelo desenvolvimento da Síndrome da Imunodeficiência - 

AIDS, um problema de saúde pública mundial, uma vez que cerca de 39 milhões de pessoas 

encontram-se infectadas (WHO, 2022e). Com base em taxas de crescimento e registros mundi-

ais, mais de 42 milhões de pessoas viverão com HIV até o ano de 2030 (DYBUL et al., 2021; 

IHME, 2023). Estima-se ainda, que um terço das pessoas que vivem com HIV, encontram-se 

em locais endêmicos de LV (BURKI; ZWIZWAI, 2022).  

Pacientes coinfectados com LV/HIV apresentam maior letalidade devido à imunossu-

pressão desenvolvida, podendo influenciar diretamente em complicações clínicas, dificuldade 

no tratamento e ineficiência do diagnóstico (LINDOSO et al., 2018). Sua progressão caminha 

de acordo com a resposta imunológica do indivíduo, podendo ocorrer de forma acelerada (LIN-

DOSO et al., 2018). A imunossupressão induzida pela coinfecção pode levar à maior replicação 

viral, evoluindo para a AIDS (LIMA et al., 2017). Em consequência, podem ocorrer complica-

ções em casos de indivíduos com LV assintomática, de forma que a coinfecção acaba por esti-

mular o agravamento e a manifestação de ambas as doenças devido à depleção do sistema imune 

(BRASIL, 2015).  

As células T efetoras desempenham um importante papel no controle de infecções de-

senvolvidas por patógenos intracelulares (FILIPE-SANTOS et al., 2009). Na presença do HIV, 

ocorre a depleção do sistema imunológico pela queda na contagem de linfócitos T CD4+. Essas 

células são as principais responsáveis pelo controle do parasito Leishmania, e dessa forma, 

acaba por ocorrer a piora do quadro de LV (LINDOSO et al., 2018). Nesse contexto, medidas 

de controle e prevenção são necessárias para as leishmanioses, levando em conta que, até o 



26 
 

momento, não existe nenhuma vacina humana disponível para o combate das doenças (JAIN; 

JAIN, 2015).  

Atualmente as medidas profiláticas e de controle contra as leishmanioses, baseiam-se 

em uma combinação de estratégias de intervenção contra a infecção. As principais medidas, 

fundamentam-se no controle dos reservatórios (principalmente os cães) e vetores, por meio da 

interrupção do ciclo biológico do parasito (TESH RB, 1995; WHO, 2022d). Como métodos 

mais utilizados, encontram-se, a pulverização de inseticidas, uso de telas de proteção nas resi-

dências, proteção individual através do uso de repelentes, abordagens frequentes de conscien-

tização a saúde pública, vigilância efetiva em locais de maior endemicidade, além de diagnós-

tico e tratamento precoce nos indivíduos infectados (GRIMALDI; TESH, 1993; TESH RB, 

1995; WHO, 2022d). Uma outra medida também adotada é a eutanásia de cães soropositivos, 

estes que são considerados os principais reservatórios domésticos dos parasitos, entretanto são 

animais de estimação e grande apreço, além de tal medida não influenciar significativamente 

na redução do número de novos casos e ser eticamente questionável (TESH RB, 1995). A eli-

minação de animais silvestres considerados reservatórios, é também contestável, visto a capa-

cidade de adaptação do parasito a outros reservatórios (GRAMICCIA; GRADONI, 2005; 

TESH RB, 1995). Sobretudo, nenhuma das medidas existentes tem demonstrado ser suficien-

temente eficaz. 

Embasado nessa realidade, protocolos de diagnóstico por meio de ferramentas sensíveis 

e específicas, assim como outros aspectos de controle, devem ser considerados, principalmente 

em países com endemismo da doença (TAVARES, 2003). Dentre os métodos diagnósticos pre-

conizados mundialmente, encontram-se o exame parasitológico considerado padrão ouro, e os 

testes sorológicos principalmente para LV, além da avaliação completa na busca de uma com-

binação dos sinais clínicos em que o paciente se encontra  (TAVARES, 2003).  Na LT, os testes 

sorológicos e exames parasitológicos possuem ainda maior dificuldade para detecção, devido à 

escassez de parasitos nas amostras coletadas, principalmente em pacientes com lesões antigas, 

a sensibilidade se torna variável e entre 20% à 40% dos pacientes apresentam resultados falso-

negativos (MELLO, 2015; GOTO; LINDOSO, 2014; MARTINS et al., 2014; VILELA DE 

SOUZA et al., 2019). Os exames parasitológicos, quando realizados para LV, ocorrem através 

de microscopia ótica, que consiste na busca por formas amastigotas em amostras de aspirados 

do baço, medula óssea e linfonodos, entretanto, a escassez de parasitos presentes na amostra é 

também frequente (WHO, 2022d).  

Dentre os testes sorológicos encontram-se os de imunofluorescência indireta (RIFI), en-

saio de imunoadsorção enzimática (ELISA), teste de aglutinação direta (DAT) e testes 
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imunocromatográficos, além de técnicas moleculares também aplicadas, como a detecção de 

kDNA de Leishmania pela reação em cadeia da polimerase (PCR) (MACHADO et al., 2020a; 

TRAVI et al., 2018). Sobretudo, os testes atualmente disponíveis apresentam grande dificul-

dade quanto a aplicabilidade, visto que a coleta de amostras é considerada invasiva em alguns 

testes e há variações quanto a sua sensibilidade e/ou especificidade (MACHADO et al., 2020a; 

SAKKAS; GARTZONIKA; LEVIDIOTOU, 2016; TRAVI et al., 2018).  

A grande maioria dos testes sorodiagnósticos comerciais utilizam proteínas recombi-

nantes, como é o exemplo das proteínas rk39, rK26 e rkE16 (SARKARI; REZAEI; MOHE-

BALI, 2018). Essas proteínas são relacionadas à superfamília de proteínas cinesina, encontra-

das nas várias espécies de Leishmania e desenvolvem uma importante função voltada ao pro-

cesso mitótico e comprimento do flagelo (BLAINEAU et al., 2007). Dentre os antígenos dis-

poníveis, a rK39 incorporada em fitas imunocromatográficas, permitiu detectar LV com eleva-

dos níveis de sensibilidade (93 a 100%) e especificidade (97 a 98%) em pacientes, demons-

trando um bom desempenho diagnóstico (DHOM-LEMOS et al., 2019; ZIJLSTRA et al., 

2001).  

Entretanto, existem ainda dificuldades relacionadas à eficácia dos testes de sorodiag-

nóstico das leishmanioses, visto a ocorrência de reatividade cruzada em indivíduos infectados 

com outras doenças relacionadas a LV, como é o caso de Doença de Chagas, malária e tuber-

culose; que provocam a obtenção de resultados falsos-positivos (COURA-VITAL et al., 2013; 

MACHADO et al., 2020a). A sensibilidade também é variável, principalmente em pacientes 

tratados, uma vez que alguns deles podem manter a sorologia positiva por meses ou anos após 

o fim do tratamento e cura clínica (PORTELA et al., 2018; SAVOIA, 2015; TRAVI et al., 

2018).  

Em casos de pacientes recém-infectados ou ainda assintomáticos, a detecção torna-se 

ainda mais dificultada, devido aos baixos índices de sorologia antileishmanial. O mesmo ocorre 

em indivíduos coinfectados com LV/HIV, podendo haver menor produção de anticorpos contra 

proteínas de Leishmania, reduzindo a sensibilidade aos testes (RAMOS et al., 2021).  Ademais, 

resultados inconclusivos ou falsos-positivos em indivíduos residentes em áreas endêmicas da 

doença são também relatados (PORTELA et al., 2018; SALLES et al., 2017).  

Nesse cenário, como novas alternativas focadas na busca em solucionar os problemas 

relacionados à baixa sensibilidade e/ou especificidade dos testes sorodiagnósticos, a identifica-

ção de novos antígenos com melhor performance torna-se uma prioridade, visando assim de-

senvolver novos testes de detecção para as diferentes leishmanioses humanas e coinfecção com 

HIV. Uma das estratégias é a busca por novos antígenos compostos por epítopos específicos de 
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células B e/ou através da construção de proteínas quiméricas com grande potencial diagnóstico. 

A implementação destes antígenos pode aumentar o desempenho de novos sorodiagnósticos, 

possibilitando o desenvolvimento de testes com baixo custo, maior praticidade e aplicabilidade, 

além de maiores índices de sensibilidade e especificidade, quando comparados aos métodos 

convencionais atualmente disponíveis (FERNÁNDEZ-ROBLEDO; VASTA, 2010). O princí-

pio destas novas moléculas, chamadas de proteínas quimeras, consiste na união de diferentes 

fragmentos peptídicos originando uma nova proteína sintética (CHÁVEZ-FUMAGALLI et al., 

2013; FERNÁNDEZ-ROBLEDO; VASTA, 2010). De modo geral, os epítopos presentes na 

proteína quimérica possuem a mesma natureza solúvel, mantendo-se acessíveis frente às células 

imunes dos hospedeiros, além de apresentarem boa estabilidade (CHÁVEZ-FUMAGALLI et 

al., 2013; LAGE et al., 2016a).  

Buscando identificar novos antígenos, análises de bioinformática associadas à imuno-

proteômica para identificação de proteínas de L. infantum tem permitido a detecção de proteínas 

com potencial aplicação em testes diagnósticos (COELHO et al., 2012). Dentre as proteínas 

hipotéticas específicas encontradas em espécies de Leishmania spp; LiHyT, LiHyD, LiHyV e 

LiHyP foram avaliadas em suas versões recombinantes por meio de ensaios de ELISA e resul-

tados satisfatórios foram obtidos para a detecção da LV humana e canina (LAGE et al., 2016a; 

MARTINS et al., 2015; PORTELA et al., 2018).  

Nesse contexto, tendo em vista que a aplicação eficaz de testes diagnósticos voltados 

para a detecção das leishmanioses e coinfecção LV/HIV são de fato um grande desafio, e con-

siderando as limitações existentes diante de suas aplicações, a construção de novos marcadores 

e proteínas quimeras como antígenos para implementação de novos testes sorodiagnósticos, 

poderia melhorar as condições de controle das diferentes formas de leishmanioses e coinfecção 

LV/HIV. Dessa forma, no presente trabalho, sequências de aminoácidos de proteínas antigêni-

cas sendo elas LiHyT, LiHyD, LiHyV e LiHyP, selecionadas do parasito L. infantum foram 

avaliadas para a predição de epítopos de células B, e uma nova proteína quimérica foi construída 

a partir desses novos antígenos. A mesma, em versão recombinante, bem como os epítopos que 

deram origem a ela, sob a forma de peptídeos, foram testados como ferramentas diagnósticas 

por meio de ELISA, para detecção de LV, LT e coinfecção de LV/HIV humana, bem como sua 

ação prognóstica na avaliação e controle da distinção sorológica de pacientes com a doença 

ainda ativa, daqueles indivíduos já tratados e curados da infecção.  
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Epidemiologia das leishmanioses e coinfecção Leishmania/HIV 

 

 As leishmanioses são um grupo de doenças parasitárias desenvolvidas pela infecção de 

protozoários do gênero Leishmania (OPAS, 2022). Mundialmente, em torno de 20 diferentes 

espécies de Leishmania já foram identificadas em infecções humanas e mais de 90 espécies de 

vetores flebotomíneos são conhecidos por transmitirem estes parasitos, sendo importante des-

tacar que cerca de 54 espécies não consideradas vetoriais, podem também estar potencialmente 

envolvidas no processo de transmissão (PAHO, 2022d). A variedade de espécies tanto do vetor 

quanto do parasito, permite que as infecções apresentem um amplo espectro de manifestações 

clínicas, comprometendo desde a pele, até mucosas e órgãos viscerais (PAHO, 2020).  

Globalmente, as leishmanioses destacam-se dentre as principais DTNs, sendo conside-

radas endêmicas em 98 países tropicais e subtropicais do mundo (OPAS, 2022). Atualmente, 

cerca de 350 milhões de pessoas encontram-se expostas aos riscos de infecção e 12 milhões de 

pessoas infectadas. Estima-se que mais de 1 bilhão de pessoas residam em áreas endêmicas, 

sendo que 0,9 a 1,6 milhões de novos casos de leishmanioses ocorrem ao ano, apresentando 

altas taxas de letalidade, com números entre 20 à 30 mil mortes notificadas (PAHO, 2023). 

Apesar da elevada incidência registrada, apenas 25% a 45% do total de casos estimados são de 

fato notificados à OMS.  

Dentre as manifestações, a LT apresenta uma distribuição mundial, e estima-se que anu-

almente ocorram cerca de 1,5 milhões de novos casos (PAHO, 2022c). Dentre os países com 

maior número de notificações no ano de 2020, destaca-se o Brasil com 16.432 de casos, a Co-

lômbia com 6.161, o Peru com 4.178, a Nicarágua com 3.443 e Bolívia com cerca de 2.059 

casos (Figura 1 e 2) (OPAS, 2021; WHO, 2022a).   
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Figura 1 - Incidência mundial de endemicidade da leishmaniose cutânea. Adaptado de WHO, (2022a). 

 

 

Figura 2 - Número de casos de leishmaniose tegumentar nas Regiões das Américas e sub-regiões, 2001-2020. 

Adaptado de OPAS, (2021). 

 

Das diferentes formas da doença a LV é considerada a mais grave devido à sua alta 

letalidade, alcançando 95% dos casos quando aguda e não tratada (TORRES-GUERRERO et 

al., 2017; WHO, 2022d). Anualmente, estima-se que em média 3.500 casos de LV sejam noti-

ficados (Figura 3 e 4), apresentando uma taxa média em torno de 7% de letalidade (PAHO, 

2022d; OPAS, 2021). Referente as áreas de maior endemicidade e com casos notificados de 
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LV, encontram-se a Índia, Sudão, Sudão do Sul, Brasil, Etiópia e Somália (Figura 3), enquanto 

a LT apresenta elevados números de notificação no Brasil, Colômbia, Nicarágua e Peru (Figura 

1 e 2) (OPAS, 2021; WHO, 2022b).   

 

Figura 3 - Incidência mundial de endemicidade da leishmaniose visceral. Adaptado de WHO, (2022b). 

 

 

Figura 4 - Número de casos de leishmaniose visceral nas Regiões das Américas, 2001-2020. Adaptado de OPAS, 

(2021). 
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A LV é considerada a infecção com maior potencial oportunista, principalmente em 

pacientes infectados com HIV/AIDS (RAMOS et al., 2021). O aumento de registros de ambas 

as infecções isoladamente, está correlacionada a alta sobreposição geográfica tanto da infecção 

pelo vírus do HIV, quanto pela infecção proporcionada pelos protozoários do gênero Leishma-

nia (Figura 6). A elevada incidência de casos de coinfecção, está ainda diretamente relacionada, 

com a piora dos sintomas e aumento nos índices de letalidade em pacientes coinfectados, tor-

nando-se um problema emergente de saúde pública em todo o mundo (GRAEPP-FONTOURA 

et al., 2022).  

O perfil epidemiológico de coinfecção Leishmania/HIV tem sofrido modificações nos 

últimos anos, evoluindo tanto em países desenvolvidos, quanto em países subdesenvolvidos, 

com relatos na Espanha, França e Itália, além de inúmeros registros no Brasil, Índia, Etiópia e 

outros países do continente africano. Atualmente, totalizam-se em média 35 países com notifi-

cações de coinfecção por Leishmania/HIV (Figura 5) (DIRO et al., 2015; GRAEPP-FON-

TOURA et al., 2022).  

 

Figura 5 – Distribuição mundial da leishmaniose e países que relatam coinfecção Leishmania/HIV. Adaptado de 

WHO, (2022c). 

 

No ano de 2018, dentre os 3.562 novos casos de LV reportados, 7% foram de coinfecção 

Leishmania/HIV (PAHO, 2018). Desde o ano de 2012, existe uma tendência crescente de co-

infecção por LV e HIV nas Américas, sendo a maior proporção correspondente ao ano de 2020 

com um aumento de 12,4%, quando comparado aos anos anteriores, com um total de 247 casos 
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ao ano (OPAS, 2021). Destes valores levantados, 98% são de notificações no Brasil (Figura 6) 

(OPAS, 2021). 

A disseminação de ambas as infecções, como por exemplo o HIV em áreas rurais e a 

disseminação concomitante das leishmanioses em áreas suburbanas e urbanas, auxiliaram a ex-

pansão de ocorrência de coinfecção Leishmania/HIV em muitas partes do mundo (Figura 6) 

(GRAEPP-FONTOURA et al., 2022; OKWOR; UZONNA, 2013).  

 

Figura 6 - Proporção de coinfecção LV/HIV e número de casos de leishmaniose visceral nas Regiões das Américas, 

2012-2020. Adaptado de OPAS, (2021). 

 

Nas últimas décadas, alguns múltiplos fatores têm sido determinantes no aumento da 

incidência das leishmanioses e coinfecções com outras doenças infecciosas. Uma sequência de 

eventos permite influenciar a disseminação de espécies vetoriais e parasitos, desde a expansão 

de habitat dos vetores devido a degradação ambiental, variações climáticas, migração de pes-

soas e cães domésticos infectados (considerados principais reservatórios) para áreas de maior 

transmissão e presença de vetores transmissores, além de outros aspectos como condições sa-

nitárias precárias e outras questões socioeconômicas (ÁVILA et al., 2023; PALATNIK-DE-

SOUSA, 2012). 

 Nos últimos anos até em média o ano de 2020, os índices de letalidade relacionados às 

leishmanioses cresceram gradativamente. Entretanto, muitos dos dados relatados e notificados 

referentes a essas infecções, sofreram uma redução em seus números a partir do ano de 2020 

em muitos países, o que indica uma elevada interrupção nas atividades de vigilância devido á 
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pandemia da COVID-19 (OPAS, 2022). Esses dados sustentam o fato de as leishmanioses se-

rem doenças de elevada preocupação para saúde pública a nível global, demonstrando a urgente 

necessidade na busca por medidas de controle mais efetivas (ALVAR et al., 2012; OPAS, 

2022). 

 

3.2 Etiologia e ciclo biológico do parasito Leishmania spp.  

 

As leishmanioses são doenças infecto-parasitárias onde a infecção é causada por para-

sitos protozoários da ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae e gênero Leishmania 

(GRIMALDI; TESH, 1993; PAHO, 2020). O parasito Leishmania é transmitido ao hospedeiro 

vertebrado em sua forma promastigota metacíclica, e inoculado no momento do repasto san-

guíneo por vetores transmissores infectados, chamados de flebotomíneos (GRIMALDI; TESH, 

1993). Estes vetores são, artrópodes hematófagos da ordem Diptera, família Psychodidae e sub-

família Phlebotominae pertencente aos gêneros Phlebotomus, em países do Velho Mundo e 

Lutzomyia, nas Américas (GRIMALDI; TESH, 1993; NEVES, 2016). Existem, em todo o 

mundo, em torno de 1000 espécies e subespécies de flebotomíneos descritas, destas apenas 10% 

são consideradas vetores invertebrados dos parasitos Leishmania (CECÍLIO; CORDEIRO-DA-

SILVA; OLIVEIRA, 2022). 

Durante o ciclo biológico do parasito as espécies podem diferenciar-se em duas princi-

pais formas morfológicas, sendo elas: amastigotas intracelulares, no hospedeiro mamífero e 

promastigotas, no vetor flebotomíneo (GOSSAGE; ROGERS; BATES, 2003). As formas pro-

mastigotas são flageladas e extracelulares, o que lhes confere maior motilidade; possuem estru-

turas denominadas de cinetoplastos, que se localizam entre a porção anterior e o núcleo, sendo 

encontradas no trato gastrointestinal de vetores flebotomíneos fêmeas e transmitidas ao hospe-

deiro mamífero, consideradas a forma infecciosa do parasito (FREITAS MESQUITA; DOS 

SANTOS; MEYER FERNANDES, 2021; HANDMAN; BULLEN, 2002). Já as amastigotas 

apresentam flagelo rudimentar, possuem cinetoplasto em forma de bastão e se multiplicam nos 

vacúolos fagocíticos no interior de células do sistema fagocítico-mononuclear, podendo ser en-

contradas no interior de macrófagos, neutrófilos e células dendríticas dos hospedeiros mamífe-

ros (BEIL, W. J., 1992). 

Para que ocorra a transmissão do parasito, os insetos vetores flebotomíneos fêmeas são, 

no primeiro momento, infectados por formas amastigotas de Leishmania spp. Esta infecção 

ocorre durante o processo de alimentação, quando através do repasto sanguíneo em um hospe-

deiro mamífero infectado, os artrópodes ingerem fagócitos contendo os parasitos (Figura 7) 
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(ASSIS et al., 2021).  No interior do sistema digestório do vetor, as formas amastigotas do 

parasito irão se transformar em formas promastigotas procíclicas, estas que são as formas ainda 

não infecciosas, porém com um potencial altamente proliferativo dentro do intestino médio do 

flebotomíneo (ASSIS et al., 2021).   As formas procíclicas migram para probóscíde, onde se 

diferenciam em formas promastigotas metacíclicas, estágio este considerado infeccioso. 

Quando o vetor, agora infectado, realizar uma nova alimentação por meio do repasto sanguíneo, 

as formas promastigotas metacíclicas, que possuem elevada motilidade e capacidade migrató-

ria, penetram a derme do hospedeiro mamífero não infectado.  Após adentrarem, são fagocita-

das por neutrófilos ou macrófagos do hospedeiro e, ainda dentro dos fagolisossomos, sofrem 

diferenciação celular por divisão binária, resultando na forma intracelular amastigota. As for-

mas amastigotas são liberadas no meio extracelular após o rompimento da célula, ocasionado 

por lise celular. Nesse período as amastigotas atingem a corrente sanguínea, podendo ser fago-

citadas por outras células do sistema imune, dando início as manifestações clínicas da doença. 

Os parasitos podem, a partir desse momento, ser ingeridos por um novo vetor flebotomíneo, 

completando assim o ciclo biológico do parasito Leishmania e iniciando uma próxima infecção 

com o reinício do ciclo (Figura 7) (GOSSAGE; ROGERS; BATES, 2003; BATES, 2007; AS-

SIS et al., 2021; CECÍLIO; CORDEIRO-DA-SILVA; OLIVEIRA, 2022).  

 

Figura 7 – Ciclo biológico do parasito do gênero Leishmania spp. (1) Durante o repasto sanguíneo os vetores 

flebotomíneos fêmeas, são infectados com as formas amastigotas do parasito. (2) Formas amastigotas transfor-

mam-se em promastigotas procíclicas no interior do sistema digestório do vetor. (3) Formas promastigotas procí-

clicas com alto potencial proliferativo, dividem-se no intestino médio do vetor e migram para a probóscide. (4)  

Formas promastigotas procíclicas diferenciam-se em promastigotas metacíclicas (forma infecciosa) na válvula 

faríngea do vetor. (5) Durante um novo repasto sanguíneo as formas metacíclicas infectam a corrente sanguínea 

de um hospedeiro mamífero, ocorre a fagocitose por células do sistema fagocitário mononuclear. (6) Nas células 
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fagocíticas, ocorre a diferenciação de formas metacíclicas para formas amastigotas, estas que se multiplicam até 

que ocorra lise celular. (7) Reinfecção de outras células e tecidos do hospedeiro. (8) Início de um novo ciclo de 

infecção, quando as células infectadas são ingeridas por novos flebotomíneos durante um novo repasto sanguíneo. 

Adaptado de ASSIS et al., (2021). 

 

3.3 Manifestações clínicas das leishmanioses 

 

 As manifestações clínicas das leishmanioses estão em sua maioria associadas ao estado 

imunológico do hospedeiro, à espécie infectante do parasito e ao próprio metabolismo do vetor 

transmissor (ROSSI; FASEL, 2018). São múltiplos os fatores que podem determinar a patoge-

nia dessas doenças provocadas pelos parasitos do gênero Leishmania: características genéticas, 

alterações ambientais que possam vir a influenciar na proliferação dos parasitos e/ou vetores, 

assim como também a microbiota intestinal do flebotomíneo e a composição da saliva desses 

artrópodes; fatores estes que podem apresentar grande relação na intensidade da infecção e in-

clusive o prognóstico da doença (CECÍLIO; CORDEIRO-DA-SILVA; OLIVEIRA, 2022). 

O intestino médio dos flebotomíneos, onde durante o ciclo biológico do parasito ocorre 

a proliferação das formas promastigotas procíclicas, abriga uma diversificada comunidade mi-

crobiológica. Tal diversidade permite a colonização dos parasitos Leishmania, assim como ou-

tros microrganismos e componentes que possibilitam potencializar e estabelecer a infecção no 

hospedeiro mamífero (CECÍLIO; CORDEIRO-DA-SILVA; OLIVEIRA, 2022).  Isso se deve, 

a evolução de um quadro inflamatório que passa a se desenvolver após a picada, provocado por 

influência de inúmeras proteínas salivares, afetando a hemostasia e até mesmo modulando a 

imunidade do hospedeiro (CECÍLIO; CORDEIRO-DA-SILVA; OLIVEIRA, 2022).  

 A infecção causada pelos vetores transmissores e tal interação existente entre os múlti-

plos fatores, pode evoluir a diferentes manifestações clínicas das leishmanioses, podendo se 

apresentar sob diferentes formas, sendo elas: leishmaniose tegumentar (LT), que abrange as 

formas cutâneas (LC), cutânea-difusa (LCD) ou mucosa (LM) da doença e a leishmaniose vis-

ceral (LV). No Brasil, a LT pode ser causada pelas espécies de L. braziliensis, L. amazonensis, 

L. major, L. tropica, L. guyanensis, entre outros. Enquanto a LV é causada pelas espécies de L. 

infantum e L. donovani (GRIMALDI; TESH, 1993).  

 

3.3.1 Manifestações clínicas da leishmaniose tegumentar (LT) 

 

 O período de incubação da leishmaniose tegumentar em humanos, pode apresentar va-

riações entre duas semanas a dois anos de incubação, até que se iniciem os sintomas (PAHO, 
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2022c). A leishmaniose cutânea (LC) é a forma clínica mais comum dentre as diferentes mani-

festações (OPAS, 2022). Atualmente é endêmica em 18 países em todo o mundo, ocorrendo em 

cerca de 90% dos casos de pacientes diagnosticados com a LT (PAHO, 2020). É caracterizada 

por apresentar lesões localizadas, únicas ou múltiplas, que podem iniciar como protuberâncias, 

evoluindo para nódulos bem arredondados e na maioria das vezes indolores. As lesões podem 

sofrer modificações em suas características morfológicas ao longo do tempo, alterando inclu-

sive de tamanho. As úlceras desenvolvidas, apresentam bordas altas, arredondadas, de aparên-

cia granular e indolor (OPAS, 2022).   

A leishmaniose cutâneo-difusa (LCD) é considerada a forma mais rara dentro das ma-

nifestações de LT. É caracterizada pelo desenvolvimento de múltiplas lesões satélites, podendo 

cobrir grandes porções da pele (ALVAR et al., 2008). Em sua maioria, as lesões são nodulares, 

com abundância de amastigotas e não evoluem a ulceração. A falta do desenvolvimento de 

úlceras e a proliferação exacerbada de amastigotas na lesão, pode estar diretamente relacionada 

a ineficiência ou ausência de uma resposta imune do hospedeiro, ocorrendo dessa forma em 

pacientes considerados anérgicos. Como consequência, na grande maioria dos casos, torna-se 

altamente resistente aos tratamentos, apresentando frequentemente recidivas e tornando difícil 

o tratamento (GONTIJO; CARVALHO, 2003; SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017).   

A leishmaniose mucosa (LM) é a forma considerada mais grave dentre as LT, prevalente 

em países da América do Sul. Tal manifestação, é caracterizada por acometer mucosas do trato 

respiratório superior e digestivo, podendo evoluir para perfuração tecidual, com consequente 

morbidade dos pacientes (ALVAR et al., 2008). As lesões podem afetar o septo nasal, porções 

do palato, faringe, laringe, lábios, traqueia ou genitálias. A progressão da doença pode dificultar 

o processo de deglutição, fala, aspiração e levar a desfiguração da face de forma grave. A LM, 

apresenta também dificuldade na melhora frente aos tratamentos, sendo necessária em muitos 

casos, a implementação de terapias secundárias (PAHO, 2022c; SCORZA; CARVALHO; 

WILSON, 2017).  

 

3.3.2 Manifestações clínicas da leishmaniose visceral (LV) 

 

  Dentre as diferentes manifestações clínicas das leishmanioses a forma visceral é consi-

derada a mais grave devido à sua alta letalidade, alcançando 95% dos casos quando aguda e 

não tratada (TORRES-GUERRERO, et al., 2017). Seu período de incubação pode variar de 

dias até 2 anos, para que ocorra a manifestação dos sintomas. Entretanto, na maior parte dos 

casos, esse período leva em torno de no máximo 2 meses (TORRES-GUERRERO, et al., 2017).  
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A LV apresenta um amplo espectro clínico, desde sintomas leves e brandos, á modera-

dos e graves (PAHO, 2022b). Dentre as manifestações clássicas da doença, encontra-se febre, 

aumento de baço e fígado, quadros classificados por esplenomegalia e hematomegalia, respec-

tivamente, além de anemia grave e leucopenia (PAHO, 2022b). Alguns sintomas também des-

critos na literatura, podem incluir perda de peso devido a desnutrição, além de problemas res-

piratórios e/ou distúrbios gastrointestinais (PAHO, 2022b). Em pacientes coinfectados com 

LV/HIV, outros sintomas podem ocorrer, como comprometimento da infecção em locais atípi-

cos como: pulmão, cavidades peritoneais e trato gastrointestinal (PAHO, 2022b; SASIDHA-

RAN; PRAKASH SAUDAGAR, 2021).  

 Nas diferentes formas de manifestações das leishmanioses, fatores como o estado imu-

nológico do hospedeiro são importantes determinantes da patogenia das doenças. Entretanto, 

na LV, pacientes imunossuprimidos, crianças e idosos tendem a ser mais propensos a desen-

volver manifestações viscerais (VON STEBUT, 2015).  

 

3.4 Aspectos imunológicos das leishmanioses 

 

As infeções causadas pelos parasitos do gênero Leishmania, induzem fortes respostas 

humorais, que por sua vez demonstram não desempenhar a função de proteção, e sim, podem 

estar relacionados a formas não resolutivas das doenças (TRIPATHI; SINGH; NAIK, 2007).  

Durante a resposta imune frente a infecção por patógenos intracelulares, ocorre interação entre 

as células apresentadoras de antígenos (APCs) e linfócitos T, que culminam na ativação de 

inúmeras vias bioquímicas, o qual sintetizam moléculas como citocinas e óxido nítrico, visando 

resolver a infecção. Na leishmaniose, esses mecanismos de defesa comuns são comprometidos, 

de forma que para a sobrevivência do patógeno as funções imunológicas do hospedeiro são 

suprimidas (GANGULI et al., 2015).  

Na resposta anti-leishmania, uma variedade de componentes e vias são envolvidos e/ou 

ativados, desde elementos da imunidade celular mediada tanto por células que participam da 

imunidade inata, incluindo principalmente macrófagos, células dendríticas (CDs) e neutrófilos, 

assim como componentes da imunidade adaptativa, incluindo os linfócitos T, onde o equilíbrio 

dos subconjuntos de células T CD4+ e T CD8+  atuam principalmente no processo de cicatriza-

ção (KEDZIERSKI; EVANS, 2014; YASMIN et al., 2022). Frente a um desequilíbrio, as T 

CD4+ podem ser cruciais na resposta de resistência, enquanto as células T CD8+ apresentam um 

importante papel na eliminação de L. donovani por exemplo, onde a perda de função desses 

linfócitos está associada a piora da doença (ANAND et al., 2023). A resposta imune citotóxica 
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desenvolvida por T CD8+, está também relacionada a expressão de granzimas, além de influen-

ciar diretamente na resposta inflamatória (FERRAZ et al., 2022). 

Os mecanismos responsáveis por uma maior susceptibilidade ou resistência a evolução 

da infecção provocada pelas leishmanioses, assim como os fatores que determinam tal evolu-

ção, ainda não se encontram totalmente elucidados. No entanto, sabe-se que podem ocorrer 

diferentes respostas frente a infecção, podendo ser influenciadas por mecanismos que confiram 

resistência ao indivíduo, e/ou maior suscetibilidade ou exacerbação (VANLOUBBEECK; JO-

NES, 2004).  

De acordo com a literatura, a resposta imune melhor descrita até o momento é a provo-

cada por L. major, o qual é caracterizada por um conjunto de respostas, sendo elas do tipo Th1 

e Th2 (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019). A ativação de linfócitos T CD4+ são importantes 

determinantes dos mecanismos, onde realizam a mediação conforme o padrão de citocinas pre-

sentes na lesão, enquanto células Th1 atuam na defesa do hospedeiro secretando, por exemplo 

IFN-𝛾 e IL-12, e células Th2 estão associadas a progressão da doença secretando IL-4, IL-5 e 

IL-10, entre outros mediadores e proteínas imunoestimulantes que sofrem alteração em sua ex-

pressão, influenciando o desfecho da doença (JAWALE; KHANDIBHARAD; SINGH, 2023; 

MARTINS et al., 2014). É considerável ressaltar, que a subpopulação Th17 também desempe-

nha um importante papel na formação de lesões, por meio da produção de IL-1β, IL-6, IL-23 e 

IFN-γ (JAWALE; KHANDIBHARAD; SINGH, 2023). 

Nesse sentido, a resistência à infecção das leishmanioses está diretamente relacionada a 

produção predominante de citocinas pró-inflamatórias, que ocorrem devido a uma resposta 

imune do tipo Th1, no hospedeiro infectado. Tal resposta promove a ativação de macrófagos, 

estes que desempenham um papel central e inicial da patogênese, sendo ainda considerados 

nicho replicativo e células efetoras anti-leishmania (ASSOUAB; EL FILALY; AKARID, 2022; 

BOGDAN, 2020). Devido a exposição a citocinas Th1, os macrófagos clássicos (M1), são ati-

vados e contribuem para o aumento da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), de 

forma que os parasitos que se encontram no meio intracelular, são mortos devido a produção 

de óxido nítrico e nitrogênio (ASSOUAB; EL FILALY; AKARID, 2022; KEDZIERSKI; 

EVANS, 2014; MAKSOURI et al., 2017). Enquanto, uma resposta de maior suscetibilidade e 

exacerbação da evolução da infecção, pode estar relacionada a uma resposta imune do tipo Th2, 

no qual estas citocinas induzem a ativação dos macrófagos alternativos (M2), considerados res-

ponsáveis pela biossíntese de poliaminas via ativação da enzima arginase, benéficas para a pro-

liferação de Leishmania e consequentemente desenvolvimento da doença (ASSOUAB; EL FI-

LALY; AKARID, 2022; KROPF et al., 2005). Estudos indicam ainda, que o parasito tem alta 
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capacidade de expressar arginase, fundamental para as funções vitais do parasito (MUXEL et 

al., 2018; ROBERTS et al., 2004). 

As CDs parecem também desempenhar um importante papel na resposta imune das 

leishmanioses. Isso se deve ao fato de que semanas após a infecção, o número de CDs tende a 

aumentar, devido ao elevado recrutamento para o local da lesão. Essas células auxiliam na ati-

vação de linfócitos T CD4+ em direção a uma resposta Th1, devido a expressão de inúmeros 

receptores de reconhecimento padrão (RRP) na superfície celular, estes que permitem reconhe-

cer estruturas específicas de patógenos, estimulando a migração aos linfonodos, e apresentando 

antígenos aos linfócitos T (BANCHEREAU et al., 2000).  

Entretanto, alguns estudos demonstram, que durante a evolução da infecção os parasitos 

desenvolveram mecanismos capazes de evitar o desempenho das funções de CDs como APCs, 

o que caminha para uma menor ativação dessas células e de células NK, obtendo como resultado 

a supressão de IL-12, assim como uma baixa produção de IFN-𝛾 (AFONSO; SCOTT, 1993; 

KEDZIERSKI; EVANS, 2014; VANLOUBBEECK; JONES, 2004). 

Sobretudo, na resposta imune desenvolvida por espécies que provocam a leishmaniose 

visceral, como L. infantum e L. donovani, foram avaliadas em modelos animais, e dê mesma 

forma que em L. major os mecanismos relacionados a uma resistência a infecção, foram predo-

minantes de uma resposta do tipo Th1 (TRIPATHI; SINGH; NAIK, 2007). Por outro lado, os 

mecanismos relacionados ao desenvolvimento de uma maior suscetibilidade, estariam relacio-

nados a uma possível incapacidade de desenvolver uma resposta do tipo Th1, e não necessari-

amente devido a uma resposta Th2 (MIRALLES et al., 1994). A presença de outros fatores 

como TGF–𝛽, possui influência na redução dos níveis de IFN-γ, o que pode aumentar a con-

centração de IL-10, e permitir a redução da resposta Th1 durante a infecção por LV (VAN-

LOUBBEECK; JONES, 2004; WILSON; JERONIMO; PEARSON, 2005). 

Outros fatores também influenciam em tal resposta, como a modificação de expressão 

de proteínas que interferem no desfecho da doença, como por exemplo os receptores de mem-

brana B7 e CD40 que atuam na atividade antiparasitária, quando pouco ou não expressos, po-

dem interromper a formação do complexo de ataque à membrana, interferindo na via Janus 

Kinase/Transdutores de Sinal e Ativadores de Transcrição (JAK/STAT) em macrófagos. Como 

resultado impedem a cascata de citocinas e modificam perfis de expressão de citocinas e qui-

miocinas  (JAWALE; KHANDIBHARAD; SINGH, 2023). 

Por fim, a resposta imunológica provocada pelo protozoário do gênero Leishmania, 

pode ser influenciada por múltiplos fatores, que são capazes de determinar o desfecho, seja em 

uma resposta susceptível ou resistente às infecções. A própria genética do hospedeiro pode ser 
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um agravante, porém ainda não são totalmente compreendidos todos esses possíveis compo-

nentes e mecanismos imunológicos frente as leishmanioses (KEDZIERSKI; EVANS, 2014).  

 

3.5 Coinfecção LV com HIV: aspectos gerais  

 

 O HIV é um vírus de RNA pertencente à família Retroviridae e de gênero Lentivirus 

(OKWOR; UZONNA, 2013).  Sua transmissão pode ocorrer por meio do contato entre fluidos 

corporais com indivíduos infectados (PAHO, 2022e). Desde a sua primeira epidemia, o vírus é 

responsável por causar em torno de 25 milhões de mortes no mundo. Sendo que no Brasil, desde 

1990, o número de óbitos encontra-se em torno de 11 mil ao ano (COSTA et al., 2010).  

Até o presente momento o HIV ainda continua sendo um problema de saúde pública 

mundial. Os esforços no desenvolvimento de novas tecnologias e empenho no controle da dis-

seminação de tal infecção, como o surgimento da terapia antirretroviral (TARV) e elevado mo-

nitoramento, tem possibilitado maior eficácia no combate à transmissão (OKWOR; UZONNA, 

2013). Entretanto, as terapias existentes visam controlar a transmissão e progressão da infecção, 

promovendo maior longevidade e qualidade de vida destes pacientes, o que não os isenta da 

infecção viral existente no organismo, e principalmente da suscetibilidade a novas infecções 

(UNAIDS, 2019). De acordo com o Programa Conjunto das Nações Unida sobre HIV/AIDS 

(UNAIDS), os dados mais recentes apontam que 1,5 milhões de pessoas foram infectadas com 

HIV no ano de 2021, 38,4 milhões de pessoas vivem com o vírus e 650 mil pessoas morreram 

de doenças relacionadas à AIDS em 2021 (UNAIDS, 2023). 

O HIV provoca uma infecção responsável por atacar diretamente o sistema imunológico 

humano, infectando principalmente as células T CD4+. Comprometendo o funcionamento des-

sas células, a infecção acaba evoluindo para uma elevada depleção do sistema imunológico, 

resultando na imunodeficiência (OKWOR; UZONNA, 2013). Nos estágios iniciais da doença, 

não necessariamente os indivíduos apresentam sintomas, entretanto, à medida que ocorre a pro-

gressão e imunossupressão, alguns sintomas podem surgir, desde sinais gripais como febre, dor 

de cabeça e garganta, como também inchaço de gânglios linfáticos, perda de peso e diarreia 

(PAHO, 2022e). A evolução da infecção, pode culminar no estágio mais avançado da contami-

nação por HIV que é o desenvolvimento da AIDS, podendo levar dentro de 10 a 15 anos para 

atingir tal estágio. A progressão da imunossupressão desencadeada pelo vírus, possibilita uma 

maior suscetibilidade a infecções oportunistas, como contaminações bacterianas, fúngicas, al-

guns tipos de câncer e doenças infecciosas, como é o caso das leishmanioses (OKWOR; 

UZONNA, 2013; WHO, 2022e).  
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 A incidência de coinfecção das leishmanioses com HIV tem se intensificado cada vez 

mais ao longo dos anos, e isso se deve em parte, pela sobreposição geográfica de ambas as 

doenças infecciosas. Devido à alta abrangência das leishmanioses em áreas endêmicas, indiví-

duos com o vírus HIV são mais propensos a desenvolver LV e LT, quando comparado a pessoas 

não infectadas pelo vírus. A coinfecção com a espécie L. infantum, responsável por desenvolver 

a LV, é considerada uma das infecções mais frequentes em indivíduos imunossuprimidos de-

vido a presença do vírus HIV no organismo (DESJEUX; ALVAR, 2003; OKWOR; UZONNA, 

2013).  

 A LV é considerada, dentre as diferentes manifestações, a mais oportunista, em indiví-

duos imunossuprimidos pela infecção pelo vírus HIV, e tende a se intensificar ainda mais. As 

interações do protozoário são facilitadas devido a ação do vírus HIV, que leva a redução de 

linfócitos TCD4+, favorecendo a replicação viral e oferecendo melhores condições para sobre-

vivência e multiplicação do protozoário no organismo (RAMOS et al., 2021). Frente a este 

cenário, o protozoário estimula uma ativação imune crônica, enquanto o vírus leva ao aumento 

da produção de moléculas imunomoduladoras, resultando na progressão rápida para um estágio 

mais agravado da infecção, que culmina no desenvolvimento da AIDS (OKWOR; UZONNA, 

2013). 

 Em um quadro de coinfecção LV/HIV, devido a depleção do sistema imune e as melho-

res condições oferecidas a multiplicação do parasito Leishmania, pode ocorrer a modulação de 

inúmeras moléculas da superfície celular, assim como as CDs e os fagócitos mononucleares 

(GARG; TRUDEL; TREMBLAY, 2007). Essas células atuam principalmente como APCs, e 

possuem um importante papel em exibir antígenos na superfície celular, para que ocorra a pos-

terior ativação de linfócitos T imaturos, em busca de promover uma resposta imune eficiente 

(OKWOR; UZONNA, 2013). Entretanto, quando esses patógenos atuam em conjunto, permi-

tem alterar as funções dessas células, levando ao déficit nas capacidades de processamento e 

apresentação de antígenos. Além de influenciar diretamente em um descontrole na produção de 

inúmeros fatores e componentes celulares, como o atraso e disfunção na fusão lisossomal, o 

vírus HIV permite ainda afetar os mecanismos de replicação do parasito Leishmania (AZZAM 

et al., 2006; GARG; TRUDEL; TREMBLAY, 2007; KEDZIERSKA et al., 2003; KEDZI-

ERSKA; CROWE, 2002). A depleção do status imunológico desses pacientes, dificulta inclu-

sive e principalmente no diagnóstico da infecção por leishmaniose, já que em casos de coinfec-

ção a produção de anticorpos contra proteínas de Leishmania encontra-se em uma menor quan-

tidade (RAMOS et al., 2021). 
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3.6 Medidas de controle e profilaxia nas leishmanioses 

 

 A transmissão do parasito Leishmania ocorre por meio de um sistema biológico extre-

mamente complexo que envolve inúmeros fatores, como o habitat do vetor artrópode e sua 

capacidade de adaptação, influências climáticas e ecológicas nas regiões endêmicas, além de 

outras características individuais comportamentais do vetor, dos reservatórios mamíferos e do 

hospedeiro (WHO, 2020). Para que se promovam medidas com um eficiente controle e profi-

laxia sobre as infecções provocadas pelas leishmanioses, é necessária uma combinação de es-

tratégias atuantes em conjunto. O monitoramento desses fatores, como de aspectos ambientais, 

demográficos e comportamentais humanos permitem contribuir em uma melhora no cenário da 

propagação das leishmanioses (GRAMICCIA; GRADONI, 2005).  

  Atualmente as principais estratégias profiláticas para essas doenças, baseiam-se em me-

didas de controle dos vetores transmissores, como uso de mosquiteiros tratados com inseticidas 

e pulverização frequente nas residências, além de uma melhor gestão ambiental, que promova 

um monitoramento desses vetores e reservatórios existentes na região, bem como a própria 

proteção individual por meio do uso de repelentes (TESH RB, 1995; WHO, 2020).   

Na maioria das regiões endêmicas para as leishmanioses, medidas de controle simples 

que não atuam em conjunto com outras propostas, normalmente não são eficazes. É necessária 

uma vigilância efetiva para essas doenças, para que assim, seja realizado um monitoramento 

epidemiológico com maior atenção as taxas de letalidade, índices de notificações e um acom-

panhamento ativo sobre os pacientes, desde o diagnóstico até o fim do processo terapêutico 

(WHO, 2021). Para que se possa obter bons resultados frente a estes monitoramentos, é também 

importante promover maior mobilização social, levando informações para a população na busca 

por maior conscientização (WHO, 2021).  

O controle de reservatórios do parasito Leishmania em áreas de maior endemicidade, é 

também uma importante estratégia que tem sido adotada na prevenção das infecções. Entre-

tanto, a aplicação de métodos de controle desses reservatórios, vai de acordo com os diferentes 

animais atuantes em cada região, dentre eles cães e roedores são considerados os principais. 

Para tal, métodos como o uso de iscas venenosas e armadilhas para roedores são bastante utili-

zados (GONZÁLEZ et al., 2015). Todavia, os cães são considerados principais reservatórios 

domésticos desses parasitos, e acabam contribuindo para a manutenção da doença no ambiente 

urbano e periurbano. Isso se deve ao fato de serem hospedeiros mais susceptíveis à infecção e 

por apresentarem elevado parasitismo cutâneo, mesmo na ausência de sinais ou sintomas da 

doença (DANTAS-TORRES; BRANDÃO-FILHO, 2006; ELMAHALLAWY et al., 2014). 
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Medidas como o uso de coleiras antiparasitárias a base de inseticidas, como por exemplo del-

tametrina, são também recomendados para cães acima de 7 meses, entretanto podem apresentar 

efeitos adversos ou quadros de intoxicação no caso de ingestão (OLIVEIRA et al., 2019). So-

bretudo, ainda há grande necessidade de novas ferramentas a serem aplicadas e desenvolvidas 

para promover uma melhor vigilância e controle das leishmanioses zoonóticas, já que a eutaná-

sia de animais domésticos também não é uma medida ética e coerente, inclusive pelo baixo 

impacto que podem apresentar nos efeitos quanto a transmissão das leishmanioses (GRAMIC-

CIA; GRADONI, 2005; MOREIRA et al., 2004). 

Devido as diferenças nas apresentações clínicas das leishmanioses, variedade de espé-

cies, vetores e reservatórios, bem como a diferenciação no ciclo de transmissão, ações com 

maior impacto devem ser utilizadas em conjunto. Nesse cenário, é necessário maior empenho 

socioeconômico, voltado a pesquisas no desenvolvimento de novos testes diagnósticos eficazes 

e acessíveis, que possam garantir resultados fidedignos e precoces, evidenciando o início de 

tratamentos em estágios iniciais da doença, permitindo acompanhar a evolução desses pacientes 

e prevenindo possíveis recidivas. É também importante o desenvolvimento de novas tecnolo-

gias vacinais, tanto para humanos quanto para cães, visando uma maior profilaxia, além de 

tratamentos viáveis, que possam ser melhor gerenciados quanto a entrega e qualidade a popu-

lação (OPAS, 2021).  

 

3.7 Tratamento e prognóstico das leishmanioses e coinfecção LV/HIV 

  

 A infecção desenvolvida pelo parasito Leishmania é conhecida a muitos anos entre a 

população mundial, mesmo sendo relada como DTN relativamente antiga em nosso meio, seu 

tratamento ainda continua sendo desafiador. O tratamento, assim como um diagnóstico eficaz, 

são um dos principais e mais importantes métodos, considerados cruciais no controle e prog-

nóstico emergencial das leishmanioses, porém também são considerados dentre os maiores de-

safios (PRADHAN et al., 2022). Atualmente, os medicamentos e terapias disponíveis enfren-

tam dificuldades em sua aplicabilidade, desde custos elevados, baixa eficácia, alta toxicidade, 

desenvolvimento de múltiplos efeitos adversos, administração invasiva, dificuldade na adesão 

e resistência a medicamentos em alguns casos (PRADHAN et al., 2022).  

 Na LVH dentre os medicamentos de primeira opção preconizados atualmente, encon-

tram-se os antimoniais pentavalentes (Sb 5+), e como subsequentes opções terapêuticas a pen-

tamidina, anfotericina B lipossomal e anfotericina B desoxicolato (PAHO, 2022d). Na LTH, os 

antimoniais pentavalentes também são priorizados, estes encontram-se em duas diferentes 
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formulações, sendo o antimoniato N-metilglucamina e estibogluconato de sódio, comercial-

mente conhecidos como Glucatime e Pentostan, respectivamente (PAHO, 2022f). Outras dro-

gas adicionais são também consideradas, como isetionato de pentamidina, miltefosina e as di-

ferentes formulações de anfotericina B, assim como no tratamento da LV (PAHO, 2022f). 

 Nenhum dos fármacos utilizados no momento possuem potencial suficiente para elimi-

nar completamente o parasito, além de ser necessário um monitoramento completo das múlti-

plas condições clínicas do paciente, que incluem avaliação do status imunológico, gravidez e 

possibilidade de coinfecção com outras doenças infecciosas. Os métodos terapêuticos atual-

mente aplicados, possuem como principal objetivo promover a redução da carga do parasito no 

organismo do indivíduo infectado, na busca pela resolução da lesão ou controle do desenvolvi-

mento de uma infecção sistêmica, como é o caso da LV (PAHO, 2022f).  

 Os antimoniais pentavalentes são medicamentos de primeira linha no tratamento das 

leishmanioses e possuem como princípio ativar a via clássica de macrófagos, permitindo matar 

os parasitos responsáveis pela infecção. Em um segundo momento do tratamento, o Sb (V), 

considerado um pró-fármaco, é reduzido ao Sb (III) ativo, que tem como alvo a inibição da 

tripanotiona redutase, responsável por levar o parasito à morte (MADUSANKA; SILVA; KA-

RUNAWEERA, 2022). Esses fármacos já demonstraram em alguns estudos, cerca de 60% de 

irresponsividade, além de inúmeros efeitos colaterais comprovados, como: vômitos, náuseas, 

dor abdominal, mal-estar, mialgia, cefaleia, letargia, além de alterações eletrocardiográficas e 

cardiotoxicidade, que podem variar quanto a dose e duração do tratamento (MANDAL et al., 

2015). A adesão ao tratamento é também uma grande dificuldade pertinente nessas DTN, visto 

que muitos pacientes não possuem fácil mobilidade até os centros de saúde especializados, 

sendo que o período de tratamento é relativamente longo, podendo durar até 40 dias, além de a 

aplicação ocorrer por vias de administração intramuscular ou endovenosa, vias estas conside-

radas invasivas e dolorosas (MANDAL et al., 2015; TAVARES; FERNANDES; MELO, 

2003). 

 Como medicamento de segunda linha, encontra-se a anfotericina B, que apresenta im-

portante função em espectros de atividades antiparasitárias e antifúngicas, utilizada na maioria 

das vezes em pacientes com resistência aos antimoniais pentavalentes de primeira opção (BER-

MAN, 1997; MADUSANKA; SILVA; KARUNAWEERA, 2022). Considerada uma droga efi-

ciente no tratamento das leishmanioses, leva a morte do parasito por meio do extravasamento 

de íons, através de alterações na permeabilidade da membrana celular (COUKELL; 

BROGDEN; BERMAN, 1998; MADUSANKA; SILVA; KARUNAWEERA, 2022; SHIR-

ZADI, 2019). Assim como os demais fármacos, possui efeitos colaterais como a indução de 
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toxicidade aguda e crônica, além de febre, nefrotoxicidade, hipocalemia e miocardite, necessi-

tando de hospitalização dos pacientes (GHORBANI; FARHOUDI, 2018; MADUSANKA; 

SILVA; KARUNAWEERA, 2022). Outras formulações, como por exemplo a anfotericina B 

lipossomal (AmBisomeTM), tem sido também utilizado, visando promover uma menor toxici-

dade medicamentosa (GHORBANI; FARHOUDI, 2018). 

 A miltefosina foi um dos primeiros medicamentos de uso oral a serem utilizados no 

tratamento da LVH. Atualmente é uma droga de terceira linha na terapia das leishmanioses. 

Utilizada também como anticancerígeno, é considerada por ter efeitos teratogênicos a longo 

prazo, podendo inclusive promover a resistência a alguns outros medicamentos. Entretanto, 

possui vantagens como uma curta duração do tratamento e sua administração ser via oral, tor-

nando-o mais acessível (GHORBANI; FARHOUDI, 2018). 

 A terapia combinada também é uma alternativa utilizada principalmente em pacientes 

coinfectados com LV/HIV ou que desenvolveram resistência aos medicamentos de primeira 

linha. Normalmente, baseiam-se na administração de anfotericina B lipossomal, seguida de mil-

tefosina, ou ainda diferentes doses de anfotericina B lipossomal. Em pacientes com coinfecção 

de LV/HIV, normalmente ocorre a aplicação do tratamento até que encontrem níveis de células 

T CD4+  considerados adequados, garantindo que houve restauração imunológica no orga-

nismo do paciente (GHORBANI; FARHOUDI, 2018; QUEIROZ; LUZ, 2022). A depleção de 

células T CD4+,   em pacientes coinfectados com LV/HIV, é uma grande limitação no diagnós-

tico da LV, já que a imunossupressão desenvolvida leva a uma redução de anticorpos antileish-

mania circulantes, levando ao atraso na detecção, e consequentemente no início adequado do 

tratamento. Vale ressaltar ainda, a alta probabilidade do desenvolvimento de resistência medi-

camentosa em pacientes com leishmanioses, podendo estar relacionado a menor absorção dos 

fármacos, rápida taxa metabólica ou até superexpressão dos transportadores do fármaco (THA-

KUR; JOSHI; KAUR, 2020). 

 Cabe ressaltar a importância do prognóstico frente aos tratamentos realizados, de forma 

que o acompanhamento sorológico após e/ou durante a terapia das leishmanioses deve ser con-

siderado no controle frente a resposta terapêutica, assim como critério de cura clínica do paci-

ente (DIDWANIA et al., 2020; MACHADO et al., 2020a). Atualmente, os kits diagnósticos 

disponíveis no mercado não apresentam eficácia suficiente na distinção sorológica entre paci-

entes curados e em evolução de tratamento, indicando uma reatividade de anticorpos moderada 

a alta (REITER-OWONA et al., 2016; SANTOS et al., 2021; VALLUR et al., 2014). Isso se 

deve, pelo fato de que os anticorpos anti - Leishmania nesses pacientes geralmente tendem a 
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permanecer positivos por meses e/ou até anos após o tratamento, impossibilitando a diferenci-

ação entre infecções atuais e curadas (DIAS et al., 2018). 

 Até o momento alguns estudos preliminares apontam o importante potencial de algumas 

proteínas hipotéticas utilizadas em suas formas recombinantes e o desenvolvimento de peptí-

deos provenientes dessas sequências proteicas, onde alguns resultados promissores demonstra-

ram diminuição significativa dos níveis de anticorpos em amostras de pacientes tratados de LV 

após seis meses, quando comparado a amostras de indivíduos saudáveis (DIAS et al., 2018; 

MACHADO et al., 2020b; SANTOS et al., 2021). Resultados como esses evidenciam cada vez 

mais, a necessidade do estudo de novos marcadores mais eficientes na detecção e diferenciação 

entre os níveis de infecção das leishmanioses.  

 

3.8 Diagnóstico das leishmanioses: aspectos gerais 

  

 Tendo em vista as inúmeras dificuldades encontradas no controle das leishmanioses, o 

diagnóstico preciso e rápido se torna primordial. O diagnóstico deve ser uma ferramenta de 

linha de frente como um dos principais métodos de controle emergencial, assim como no prog-

nóstico para um efetivo acompanhamento durante as terapias farmacológicas, além de ser um 

fator decisivo para o início de tratamentos precoces (TRIPATHI et al, 2007). Embasado nessa 

realidade e devido à grande heterogeneidade existente entre as leishmanioses, protocolos de 

diagnóstico por meio de ferramentas sensíveis e específicas, que permitam detectar de forma 

eficiente, devem ser considerados prioridade em regiões endêmicas das doenças (TAVARES; 

2003).  

 Testes eficazes necessitam de valores consideráveis relacionados a sua sensibilidade 

correspondendo aos resultados positivos dentre pacientes com a determinada doença, assim 

como alta especificidade garantindo resultados negativos em pacientes que de fato não apre-

sentem a doença em questão (GUIMARÃES, 1985). Determinadas características proporcio-

nadas por ferramentas diagnósticas, favorecem a exatidão dos resultados, evitando consequen-

temente falsos-negativos e/ou falsos-positivos fato este que ocorre com frequencia da detecção 

das leishmanioses (TAVARES; 2003).  

O diagnóstico de ambas as leishmanioses, seja tegumentar ou visceral, ocorre através da 

análise clínica conjugada à métodos laboratoriais. No diagnóstico clínico, devem ser levantadas 

informações do paciente, como dados pessoais relacionados a sinais e sintomas sugestivos as 

diferentes manifestações das doenças, e principalmente informações quanto a viagens ou per-

manência do paciente em áreas endêmicas. Os métodos laboratoriais, em indivíduos com 
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suspeita de LTH, são realizados por evidências imunológicas, histológicas ou parasitológicas, 

através da coleta e esfregaço de amostras retiradas do local da ferida, quando houver. No diag-

nóstico laboratorial da LVH, são necessários também um conjunto de informações clínicas do 

paciente, onde as evidências podem ser obtidas por meio de exames imunológicos e parasitoló-

gicos. Nesses casos, quando não existe ferida e não há suspeita de LTH, observa-se a presença 

de febre inexplicável e demais sintomas característicos, além de realizada a coleta de amostras 

de aspirados teciduais para detecção parasitológica (OPAS, 2022; WHO, 2010). 

Outras técnicas são também aplicadas, como a detecção de kDNA de Leishmania pela 

reação em cadeia da polimerase (PCR), além de testes imunológicos como a imunofluorescên-

cia indireta (RIFI), o ensaio de imunoadsorção enzimática (ELISA), teste de aglutinação direta 

(DAT) e testes imunocromatográficos (MACHADO et al., 2020a; TRAVI et al., 2018).  

 

3.8.1 Exame parasitológico  

 

Não existem testes diagnósticos suficientemente sensíveis e específicos, considerados 

padrão ouro a todas as leishmanioses. Por isso se faz necessário uma associação de informações, 

sendo o exame parasitológico atualmente considerado o diagnóstico referência para a detecção 

das diferentes leishmanioses em todo o mundo. Os exames parasitológicos, podem ser feitos 

por meio de exame direto ou isolamento em cultura (in vitro). É um teste realizado por meio de 

microscopia ótica e apresenta elevada especificidade, devido ao fato de o princípio desse teste 

basear-se na detecção direta do parasito (SRIVASTAVA et al., 2011; THAKUR; JOSHI; 

KAUR, 2020). 

As amostras mais utilizadas para a aplicação do exame parasitológico são medula óssea 

ou aspirados esplênicos. Sobretudo, formas amastigotas já foram encontradas em amostras de 

sangue periférico, linfonodos e biópsias hepáticas (BARRETT; CROFT, 2012; THAKUR; JO-

SHI; KAUR, 2020).  Uma maior sensibilidade para o teste é observada em aspirados esplênicos, 

com cerca de 93 a 99%, entretanto, é um diagnóstico extremamente invasivo e de alto risco e, 

apesar de ser considerado uma fonte abundante de parasitos, tal coleta pode causar hemorragia 

e levar o paciente a óbito (BARRETT; CROFT, 2012; THAKUR; JOSHI; KAUR, 2020). Além 

disto, as formas amastigotas nem sempre são encontradas nas amostras coletadas, levando a 

uma sensibilidade variável, onde 20% a 40% dos pacientes apresentam resultados falso-nega-

tivos (BARÇANTE et al., 2019; GOTO; LINDOSO, 2010; MARTINS et al., 2014; MELLO, 

2015). 
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3.8.2 Exame molecular 

 

 Devido as inúmeras dificuldades encontradas no diagnóstico parasitológico, metodolo-

gias moleculares surgiram como alternativas na busca de uma maior sensibilidade e viabilidade 

para detecção das leishmanioses. Os exames moleculares atualmente necessitam de uma menor 

quantidade de amostra, além de não serem tão invasivos quanto a forma de coleta, podendo ser 

utilizado a partir de qualquer amostra biológica, além de permitir detectar amostras de DNA 

em ambas as formas morfológicas do parasito, sejam elas amastigotas e/ou promastigotas (TA-

VARES, 2003). A detecção do material genético do parasito por PCR, permitiu melhorar o 

diagnóstico dessas doenças, demonstrando uma sensibilidade e especificidade que pode alcan-

çar até 90% em amostras de medula óssea, sangue periférico e amostras leucocitárias; entre-

tanto, esses valores podem apresentar variações de acordo com as características da amostra 

biológica e a forma de coleta (SUNDAR; SINGH, 2018). Outras limitações encontradas, são 

também quanto a qualidade dos primers específicos utilizados para amplificação da sequência 

alvo, que em sua maioria utiliza-se de DNA nuclear, podendo influenciar diretamente na efici-

ência desses ensaios (REITHINGER; DUJARDIN, 2007; SCHALLIG; OSKAM, 2002; SUN-

DAR; SINGH, 2018). 

 Sobretudo, essas plataformas moleculares continuam evoluindo a cada dia, devido a 

inúmeras análises de sequenciamento genético realizados dentro da diversidade de espécies que 

abrangem o gênero Leishmania (AKHOUNDI et al., 2017; SUNDAR; SINGH, 2018). A PCR 

quantitativa em tempo real (RT-PCR), torna-se uma das técnicas com maior eficácia e facili-

dade na diferenciação entre as espécies do parasito infectante, principalmente quando compa-

rado ao PCR convencional. A RT-PCR permite determinar a carga parasitária presente nas 

amostras, sendo assim um indicativo entre doença clinicamente ativa e infecção assintomática, 

possibilitando ser um determinante não só diagnóstico, mas também prognóstico de pacientes 

tratados que necessitam de acompanhamento na detecção de uma possível cura (GOTO; LIN-

DOSO, 2014). 

 Os exames moleculares em geral demonstram dificuldade quanto a padronização de téc-

nicas e protocolos nos centros de saúde. Para que se possa atingir resultados confiáveis, com 

sensibilidade e especificidade desejável, são necessários controles de qualidade internos e ex-

ternos, que se tornam indispensáveis (GOTO; LINDOSO, 2014). Para efetiva aplicabilidade, 

profissionais treinados e equipamentos sofisticados são essenciais. Nesse sentido, para que se 

obtenha uma total infraestrutura desejável, estes testes demandam um elevado custo unitário, 

dificultando assim o seu uso em larga escala, principalmente em ambientes com recursos 
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limitados, como em países menos desenvolvidos (SRIVIDYA et al., 2012; THAKUR; JOSHI; 

KAUR, 2020). 

 

3.8.3 Diagnóstico imunológico 

 
 Os testes sorológicos baseiam-se na detecção de anticorpos produzidos por meio de uma 

resposta humoral no organismo do hospedeiro infectado com o parasito do gênero Leishmania 

(ELMAHALLAWY et al., 2014; THAKUR; JOSHI; KAUR, 2020). 

Em áreas endêmicas, a detecção de anticorpos anti-Leishmania em soros de pacientes 

infectados, demonstra alta eficácia principalmente em indivíduos com LV (ELMAHALLAWY 

et al., 2014). São considerados testes de fácil aplicabilidade e acessibilidade (ELMAHAL-

LAWY et al., 2014; LIMA et al., 2018). No entanto, em pacientes infectados com LTH, os 

testes sorológicos não apresentam sensibilidade elevada, e isso se deve aos menores níveis de 

anticorpos presentes (BRACAMONTE et al., 2020; FONSECA et al., 2014). Além disso, a 

especificidade pode ser variável em ambas as doenças, devido a presença de antígenos similares 

em outras espécies, o que pode levar a elevados índices de reação cruzada, e a resultados falso-

positivos, como é o caso de doenças de Chagas, hanseníase, malária, tuberculose, histoplas-

mose, aspergilose, entre outras (ALMEIDA-PAES et al., 2007; BRACAMONTE et al., 2020; 

FONSECA et al., 2014; HUMBERT et al., 2019; LIMA et al., 2018). 

 Mesmo diante das limitações que são enfrentadas nestes testes, as técnicas sorológicas 

disponíveis permitem proporcionar uma elevada acurácia e altas taxas de sensibilidade e espe-

cificidade, principalmente quando avaliadas em conjunto com outras características diagnósti-

cas do paciente (EYAYU et al., 2022). Existem várias técnicas utilizadas atualmente com prin-

cípios imunológicos, dentre estas o ensaio imunoenzimático (ELISA, do inglês Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay), imunofluorescência indireta (IFAT, do inglês Indirect Fluorescent An-

tibody Test), teste de aglutinação direta (DAT, do inglês Direct Agglutination Test), Western 

Blot e os testes imunocromatográficos (GOTO; LINDOSO, 2010; SAVOIA, 2015; THAKUR; 

JOSHI; KAUR, 2020). Em geral, a sensibilidade entre os testes varia de acordo com o antígeno 

e a metodologia aplicada, podendo o RIFI apresentar 43 a 58%, ELISA de 40 a 88%, DAT de 

61 a 95% e Blot de 75 a 91% (BRASIL, 2015). Quanto a especificidade, também dependem 

diretamente do antígeno incorporado no teste sorológico (ELMAHALLAWY et al., 2014).  

Dentre os métodos sorológicos para a detecção de anticorpos anti-Leishmania, são dis-

ponibilizados no Brasil pelo Sistema Único de Saúde (SUS), o teste imunocromatrográfico rá-

pido baseado no antígeno recombinante rK39, e o teste RIFI, distribuído através do kit IFI 
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Leishmaniose Humana – Bio-Manguinhos, produzido pela Fiocruz e o teste de ELISA (LÉ-

VÊQUE et al., 2020; BRASIL, 2022).  O diagnóstico por RIFI para LV varia quanto a sensibi-

lidade de 80 a 95%, e em pacientes coinfectados de 50 a 60%, enquanto os demais testes rápidos 

a base do antígeno de rK39 por exemplo, não foram validados no contexto de coinfecção, de-

vido a apresentar sensibilidade na faixa de 45% nos últimos estudos de população do Brasil 

(BRASIL, 2004; BRASIL, 2015).  

Dentre os testes sorológicos rápidos atualmente disponíveis, estes são a base de proteí-

nas recombinantes, como por exemplo o (TR DPP®) um teste para leishmaniose canina a base 

dos antígenos rk39, rK26 e rkE16  (SARKARI; REZAEI; MOHEBALI, 2018). Essas proteínas 

são relacionadas à superfamília de proteínas cinesina, encontradas nas várias espécies de Leish-

mania (BLAINEAU et al., 2007). Para LV existem também outros testes atualmente comerci-

alizados como Kalazar Detect (InBios International Inc., EUA) e IT Leish (Bio-Rad), ambos a 

base da proteína rK39 (REZAEI, et al, 2022). Dentre os antígenos disponíveis, a rK39 incorpo-

rada em fitas imunocromatográficas, permitiu detectar LV com elevados níveis de sensibilidade 

(93 a 100%) e especificidade (97 a 98%) em pacientes infectados, demonstrando um bom de-

sempenho diagnóstico (DHOM-LEMOS et al., 2019; ZIJLSTRA et al., 2001). 

Entretanto, existem ainda inúmeras outras limitações relacionadas à aplicabilidade de 

ambos os testes no caso do diagnóstico das leishmanioses (COURA-VITAL et al., 2013; MA-

CHADO et al., 2020a). Além de fatores como reatividade cruzada encontrada nos testes soro-

lógicos, muito se preocupa com a sensibilidade variável, frequentemente encontrada na detec-

ção de pacientes tratados, uma vez que alguns deles podem manter a sorologia positiva por 

meses ou até anos após o fim do tratamento e cura clínica. Este torna-se um grande desafio, 

quanto ao acompanhamento sorológico e sobre os cuidados prognósticos de indivíduos em tra-

tamento contra as leishmanioses, onde na maioria dos testes não é possível diferenciar de paci-

entes com a infecção clínica ativa (SAVOIA, 2015; PORTELA et al., 2018; TRAVI et al., 

2018).  

Em casos de pacientes assintomáticos, a detecção torna-se também dificultada devido 

aos baixos índices de sorologia anti-leishmania. O mesmo ocorre principalmente em indivíduos 

coinfectados com LV/HIV, onde a grande maioria dos testes sorológicos disponíveis como 

RIFI, testes imunocromatográficos e ELISA, já comprovaram uma menor sensibilidade em pa-

cientes HIV positivos. Os pacientes imunossuprimidos, podem apresentar menor produção de 

anticorpos contra as proteínas de Leishmania devido a capacidade imunossupressora do vírus 

(RAMOS et al., 2021). Ademais, resultados inconclusivos ou falsos-positivos em indivíduos 
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residentes em áreas endêmicas da doença, são também relatados (PORTELA et al., 2018; SAL-

LES et al., 2017).  

Com base nessa elevada heterogeneidade quanto a resposta imune e patogênese que 

circundam as leishmanioses, torna-se cada vez mais importante o desenvolvimento de novas 

tecnologias voltadas ao desenvolvimento de novas medidas de controle, sendo que métodos 

diagnósticos eficazes são cruciais no manejo dessas doenças (TRIPATHI; SINGH; NAIK, 

2007; WHO, 2010; VALE et al., 2021; VALE et al., 2022; MEDEIROS et al., 2022). 

 

3.9 Proteínas alvo utilizadas neste estudo 

 

Diante desse cenário, frente a inúmeras limitações que norteiam as leishmanioses em 

suas mais diversas áreas de controle, a busca por novos candidatos antigênicos com maior sen-

sibilidade, especificidade e que com maior abrangência de detecção entre as doenças, torna-se 

urgente. Partindo deste pressuposto, para que melhores plataformas diagnósticas sejam desen-

volvidas, se faz necessário múltiplos estudos de um conjunto variado de novos antígenos, que 

podem ser eles peptídeos, proteínas recombinantes ou proteínas quiméricas. Nesse sentido, di-

ferentes tecnologias de proteômicas e imunoproteômicas são necessárias e, atualmente, têm 

sido amplamente utilizadas com intuito de melhor conhecer a variedade de proteínas envolvidas 

no proteoma do parasito Leishmania, possibilitando atribuir funções biológicas, além de obter 

conhecimento sobre possíveis padrões de expressão, compreender mecanismos de resistência, 

avaliar a capacidade antigênica, e consequentemente, permitir identificar novos alvos marca-

dores, sejam eles vacinais, terapêuticos, diagnósticos ou prognósticos (COELHO et al., 2012; 

FAKHRY; QUELLETE; PAPADOPOULOU, 2002). 

Muitas são as proteínas já descritas e estudadas até o presente momento dentro do pro-

teoma de Leishmania, desde proteínas já bem definidas quanto sua atividade, bem como prote-

ínas hipotéticas que pouco se sabe sobre suas funções biológicas. Sobretudo, alguns desses an-

tígenos, quando avaliados como proteínas recombinantes individuais, têm demonstrado um ele-

vado potencial antigênico. Um estudo imunoproteômico demonstrou tal atividade em algumas 

proteínas, nomeadas posteriormente de LiHyT, LiHyD, LiHyV e LiHyP, que foram identifica-

das em extratos proteicos de L. infantum em estágios promastigotas e amastigota, e demonstra-

ram reatividade frente a soros de cães assintomáticos e sintomáticos para LV (COELHO et al., 

2012). Em outros estudos, alguns destes antígenos por meio da presença de epítopos de linfó-

citos T e B, também demonstraram em suas formas recombinantes uma importante capacidade 

antigênica contra LV canina e humana, o que indica uma possível ação diagnóstica satisfatória 
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contra as leishmanioses (COELHO et al., 2012; FAKHRY; QUELLETE; PAPADOPOULOU, 

2002; LAGE et al., 2016a; MARTINS et al., 2015; PORTELA et al., 2018).  

 Quanto aos potenciais individuais dessas proteínas, a proteína nomeada LiHyT por 

exemplo, é uma proteína hipotética de L. infantum, que foi identificada por meio de imunopro-

teômica a partir de soros de cães com LV sintomática. Essa proteína foi encontrada em estágio 

promastigota de fase estacionária do parasito Leishmania, sendo que também demonstrou ca-

pacidade de conferir proteção em camundongos BALB/c desafiados com L. infantum, L. major 

e L. braziliensis, sendo um importante candidato vacinal para LV e LT (COELHO et al., 2012; 

MARTINS et al., 2016a, 2016b). Em outro estudo, avaliou-se também a proteína hipotética 

LiHyD, uma proteína bem conservada nas principais espécies de Leishmania, como L. major, 

L. braziliensis e L. infantum, e não foi encontrada até o momento nenhuma reatividade ou pos-

sível homologia com tripanossomatídeos, ou ainda outras espécies com possíveis reações cru-

zadas (LAGE et al., 2016b). Além de apresentar possíveis respostas de células T e B, tal prote-

ína também foi considerada um importante marcador diagnóstico em sua forma recombinante 

frente a soros de cães infectados com LV, assim como demonstrou ser um potencial alvo imu-

nológico na formulação de novas vacinas para LV e LT (LAGE et al., 2015, 2016a, 2016b). 

Ambas as proteínas hipotéticas, LiHyD e LiHyT, demonstraram em um mesmo estudo, uma 

elevada reatividade frente a soros de pacientes LV positivos, não demonstrando reatividade 

quando avaliadas frente a soros de pacientes com doenças de Chagas, hanseníase e aspergilose 

(PORTELA et al., 2018). Além disso, essas proteínas apresentaram potencial prognóstico, visto 

que quando avaliadas com soros de pacientes já tratados de LV, foram capazes de detectar 

pacientes após uma possível cura clínica (PORTELA et al., 2018). 

 As demais proteínas hipotéticas, como LiHyV e LiHyP, também foram reconhecidas 

por anticorpos de soros de cães com LV e foram sugeridas como potenciais marcadores diag-

nósticos em estudo anterior (COELHO et al., 2012). As proteínas LiHyT, LiHyD, LiHyV e 

LiHyP demonstram ser bem conservadas nas principais espécies de Leishmania. Dentre as qua-

tro proteínas hipotéticas, LiHyV e LiHyP ainda necessitam de mais estudos que permitam ava-

liar suas funções biológicas, assim como suas possíveis aplicabilidades no controle das leish-

manioses. Até o presente momento, nenhum desses antígenos foi testado frente a soros de LTH, 

e/ou em diferentes abordagens, como aplicados no desenvolvimento de proteínas quimeras uti-

lizando porções especificas previamente selecionadas destes antígenos, a fim de testar sua rea-

tividade frente a LTH e LV/HIV. Diante deste cenário, torna-se ainda mais necessário o estudo 

baseado em alvos como estes, que apresentem bom potencial, visando o desenvolvimento de 
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novas tecnologias diagnósticas que sejam viáveis em sua aplicação e que permitam uma detec-

ção ampla, com eficácia suficiente e elevada precisão diagnóstica frente a estas doenças.  

 

3.10 Bioinformática no desenvolvimento de novos marcadores diagnósticos  

 

A aplicação de abordagens computacionais por meio de análises em programas de bioin-

formática tem sido realizada tanto para rastrear alvos biológicos no tratamento das leishmanio-

ses, como para identificar marcadores imunogênicos importantes no desenvolvimento de vaci-

nas e marcadores diagnósticos. Sobretudo, o uso de ferramentas na tecnologia genômica, imu-

noproteômica e proteômica, têm se tornado cada vez mais frequente nesse espectro de busca 

por novos diagnósticos e produção de novos imunógenos (DUARTE et al., 2017; FERREIRA; 

ANDRICOPULO, 2018).  

Com o auxílio de programas de bioinformática disponíveis gratuitamente, é possível 

aplicar inúmeras estratégias em proteínas de diversos patógenos, como é caso de Leishmania. 

Uma das possibilidades é a busca por novos antígenos compostos por epítopos específicos de 

células B. O desenvolvimento destes antígenos tende a apresentar menor custo, maior pratici-

dade e aplicabilidade, além de índices adequados de sensibilidade e especificidade, quando 

comparados aos métodos convencionais atualmente aplicados (FERNANDES et al., 2012; 

GARCIA et al., 2021; VALE et al., 2022).  

Mediante a uma variedade de ferramentas de bioinformática, é possível que dados de 

biologia estrutural e biologias ômicas, sejam disponibilizados e organizados em bancos de da-

dos atualmente disponíveis, permitindo facilitar cada vez mais o estudo de diversas DTN, tor-

nando-se essenciais no desenvolvimento de novos biomarcadores voltados diretamente ao con-

trole das leishmanioses (FERREIRA; ANDRICOPULO, 2018). Através de programas predito-

res de regiões em uma sequência proteica com possíveis respostas de linfócitos B, é possível 

predizer e selecionar epítopos que estejam distribuídos em diferentes locais de uma determinada 

proteína alvo. Estas ferramentas de bioinformática permitem definir sequências específicas den-

tro de uma proteína alvo, encontrar epítopos acessíveis, flexíveis, hidrofóbicos e com provável 

resposta do tipo B, obtendo ainda características físico-químicas de diferentes peptídeos sele-

cionados e detectar, com alta precisão, possíveis interações antígeno-anticorpo. Todas essas 

características que são necessárias para o desenvolvimento de novos produtos diagnósticos mais 

específicos, sensíveis e de fácil aplicação (KOZLOVA et al., 2015; MENDES et al., 2013; 

MOREAU et al., 2008). 



55 
 

Nesse contexto, tendo em vista que a aplicação eficaz de testes diagnósticos voltados 

para a detecção das leishmanioses e coinfecção LV/HIV são ainda de fato um grande desafio, 

e considerando as limitações existentes diante de suas aplicações, a construção de proteínas 

quiméricas a partir da predição de epítopos de células B por bioinformática e sua utilização em 

testes sorodiagnósticos, pode facilitar as condições do diagnóstico dessas doenças. O princípio 

dessas novas moléculas consiste na união de diferentes fragmentos peptídicos originando uma 

nova proteína sintética (CHÁVEZ-FUMAGALLI et al., 2013; FERNÁNDEZ-ROBLEDO; 

VASTA, 2010). De modo geral, os epítopos presentes na proteína quimérica, se mantem aces-

síveis frente às células imunes dos hospedeiros, além de apresentarem boa estabilidade (CHÁ-

VEZ-FUMAGALLI et al., 2013; LAGE et al., 2016b). 

Estudos voltados ao desenvolvimento de proteínas quimeras e predição de novos epíto-

pos vêm crescendo, visando melhores desempenhos na aplicação diagnóstica para diversas do-

enças infecciosas além das leishmanioses, como por exemplo, Doenças de Chagas, hanseníase, 

COVID-19, entre outras (DIAS et al., 2023; MACHADO et al., 2023; SCUSSEL et al., 2022; 

SOARES et al., 2021).   

Algumas proteínas de Leishmania, como K39, A2, HSP83, LiHyT, LiHyD, LiHyV e 

LiHyP, entre outras proteínas hipotéticas vêm sendo também estudadas como antígenos recom-

binantes para o sorodiagnóstico (FARAHMAND; NAHREVANIAN, 2016; KARIMI KAKH 

et al., 2020; LAGE et al., 2016a; RIBEIRO et al., 2018; VALE et al., 2022). No entanto, não se 

avaliou a combinação de alguns destes antígenos sendo as proteínas LiHyT, LiHyD, LiHyV e 

LiHyP, assim como peptídeos individuais provenientes destas proteínas, quanto ao potencial 

frente a amostras de diferentes leishmanioses, coinfecção LV/HIV e possível marcador prog-

nóstico, tornando-se promissor o desenvolvimento de antígenos que possam detectar com sen-

sibilidade e especificidade as inúmeras possibilidades de infecção, provocadas pelo parasito do 

gênero Leishmania. Estudos anteriores, já sugerem que a combinação de antígenos distintos em 

um único produto, possa potencializar a eficácia diagnóstica, permitindo detectar a variabili-

dade de resposta imune provocada pelos pacientes (VALE et al., 2022). 

Dessa forma, no presente trabalho, as sequências de aminoácidos de quatro proteínas 

antigênicas do parasito L. infantum, identificadas antiormente em um estudo imunoproteômico, 

sendo elas LiHyT, LiHyD, LiHyV e LiHyP, foram avaliadas para a predição de epítopos line-

ares de células B, e uma nova proteína quimérica foi construída a partir da união desses peptí-

deos (COELHO et al., 2012). A versão recombinante da proteína, bem como os epítopos que 

deram origem a ela, sob a forma de peptídeos, foram testados como ferramentas de sorodiag-

nósticos para detecção da leishmaniose tegumentar, visceral e coinfecção LV/HIV, bem como 
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a ação prognóstica para avaliação da distinção sorológica de pacientes com a doença ativa da-

queles tratados e curados. 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GERAL  

 

Desenvolver uma proteína quimérica recombinante composta por epítopos lineares es-

pecíficos de células B de proteínas antigênicas de Leishmania infantum e avaliar seu potencial 

diagnóstico, assim como dos peptídeos individuais que a compõem, frente às leishmanioses 

tegumentar e visceral, bem como na coinfecção com HIV; além de testá-la como marcador 

prognóstico após o tratamento das doenças.  

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

• Realizar a predição de epítopos específicos de células B humanas nas proteínas selecionadas. 

• Sintetizar os epítopos preditos. 

• Desenhar, sintetizar e avaliar características físico-químicas da proteína quimérica, a partir 

dos epítopos preditos.  

• Realizar a expressão e purificação da proteína quimérica. 

• Avaliar o potencial diagnóstico dos antígenos produzidos (quimera e peptídeos) por ELISA 

frente a amostras de soros de indivíduos não-infectados residentes em áreas endêmica e não 

endêmica da doença, bem como pacientes com LV, LT, LV/HIV, HIV, Doença de Chagas, 

hanseníase, histoplasmose, aspergilose, tuberculose e malária. 

• Avaliar o potencial prognóstico dos antígenos produzidos (quimera e peptídeos) frente a 

amostras de soros de pacientes antes e seis meses após o tratamento das leishmanioses. 

• Avaliar parâmetros de sensibilidade e especificidade a fim de definir o melhor antígeno a ser 

definido como marcador eficaz no sorodiagnóstico de LV, LT e coinfecção LV/HIV.  
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 Aprovação do projeto pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG 

 

 O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de 

Minas Gerais (UFMG, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil), com o número de protocolo 

CAAE- 32343114.9.0000.5149. Todas as etapas do trabalho realizadas seguiram de acordo com 

os princípios éticos da Declaração de Helsinque e todos os pacientes receberam uma cópia in-

dividual da política do estudo, que foi revisada por uma pessoa responsável. Obteve-se um 

consentimento por escrito de todos os pacientes.  

 

5.2 Parasitos 

 

Para a realização do cultivo dos parasitos, utilizamos a cepa (MHOM/BR/1970/BH46) 

de L. infantum e a cepa (MHOM/BR/1975/M2904) de L. braziliensis. As formas promastigotas 

em fase estacionária de crescimento foram cultivadas em meio Schneider´s (Schneider´s Insect 

Medium, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), suplementado com 20% de soro fetal bovino 

inativado (SFB, Sigma), 20 mM de L-glutamina, 200 U/mL de penicilina e 100 μg/mL de es-

treptomicina, em pH 7,4. Os parasitos foram cultivados a 24°C e os repiques das culturas foram 

efetuados de cinco em cinco dias (período em que os parasitos se apresentavam em fase loga-

rítmica de crescimento). Estoques de parasitos foram mantidos em nitrogênio líquido. 

 

5.3 Preparo do extrato antigênico de L. infantum e L. braziliensis 

 

O extrato antigênico solúvel de Leishmania (SLA) foi preparado a partir de 109 promas-

tigotas estacionárias, as quais foram cultivadas em meio Schneider´s completo. As promastigo-

tas estacionários foram lavadas três vezes em solução salina tamponada com fosfato estéril 

(PBS 1x pH 7,4) e então submetidos a seis ciclos alternados de congelamento e descongela-

mento em nitrogênio líquido e banho-maria, respectivamente (COELHO et al., 2003). O mate-

rial foi rompido por sonicação usando um processador ultrassônico (modelo GEX600), com 

cinco ciclos de 30 segundos a 38 MHz. O lisado foi centrifugado a 10.000 x g por 15 min a 4°C 

e o sobrenadante contendo SLA foi coletado e armazenado a -70°C até o uso (COELHO et al., 

2003). O conteúdo de proteína foi estimado pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).  
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5.4 Amostras de soros humanos utilizados para estudo de LV e coinfecção LV/HIV   

 

Para a realização dos ensaios de ELISA aplicando os antígenos na avaliação de potencial 

diagnóstico para LV e coinfecção LV/HIV, foram utilizadas amostras de soro de pacientes com 

LV (n = 45, sendo 28 homens e 17 mulheres, com idades entre 27 e 64 anos), coinfecção 

LV/HIV (n = 25, sendo 17 homens e 8 mulheres com idades entre 31 e 55 anos) e infectados 

por HIV (n = 20; sendo 13 homens e 7 mulheres com idades entre 22 e 50 anos). A infecção 

por Leishmania foi confirmada pela identificação do kDNA L. infantum em aspirados de baço 

ou medula óssea dos pacientes pela técnica de PCR (COTA et al., 2013). O diagnóstico de HIV 

foi feito por avaliação clínica e pela contagem de células T CD4+ e carga viral dos pacientes. 

Dentre os pacientes envolvidos na pesquisa, nenhum deles recebeu qualquer tipo de tratamento 

antes da coleta das amostras para o estudo. Além disso, amostras de indivíduos saudáveis resi-

dentes em região endêmica da doença que não apresentaram sinal de infecção para LV (n = 45, 

sendo 26 homens e 19 mulheres com idades entre 23 e 57 anos de Belo Horizonte), estes paci-

entes não apresentavam nenhum sinal clínico ou possível suspeita de leishmaniose, além de 

possuírem teste sorológico negativo testado por kit comercial (Kalazar Detect™ Test, InBios 

International, Inc., Seattle, WA, EUA). Também foram utilizadas amostras de pacientes com 

Doença de Chagas (n = 40, sendo 26 homens e 14 mulheres com idades entre 27 e 52 anos), 

tuberculose (n = 10, sendo 6 homens e 4 mulheres com idades entre 27 e 57 anos) e malária (n 

= 10, sendo 7 homens e 3 mulheres com idades entre 35 e 64 anos).  

 

5.5 Amostras de soros humanos utilizados para avaliação dos antígenos frente LT 

 

Para a realização dos ensaios de ELISA aplicando os antígenos na avaliação de potencial 

diagnóstico para LT, foram utilizadas amostras de soro de pacientes com LC (n = 25; incluindo 

15 homens e 10 mulheres, com idades variando de 27 a 56 anos) e LM (n = 30; incluindo 18 

homens e 12 mulheres, com idades variando de 29 a 63 anos), todos residentes em área endê-

mica de LT (Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil). O diagnóstico foi confirmado por meio de 

exames clínicos e parasitológicos para detecção de parasitos por esfregaços corados com 

Giemsa de lesão e/ou fragmentos de mucosa, bem como pela identificação do conteúdo parasi-

tário pela técnica de PCR  (SANTOS et al., 2019). 

Os pacientes com LC apresentaram um tempo presumido de evolução da doença vari-

ando de 4 meses a 8 anos, enquanto os pacientes com LM apresentaram um tempo presumido 

de evolução da doença variando de 6 meses a 12 anos. Nenhum dos pacientes LT foi submetido 
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a qualquer tratamento antes da coleta da amostra. Também foram coletados soros de indivíduos 

saudáveis residentes em região endêmica da doença (n = 25, incluindo 14 homens e 11 mulhe-

res, com idades variando de 26 a 42 anos; Belo Horizonte). Esses indivíduos não apresentavam 

sinais clínicos de leishmaniose. Também avaliamos amostras de pacientes com Doença de Cha-

gas (n = 25, incluindo 16 homens e 9 mulheres, com idades variando de 33 a 59 anos), que 

foram diagnosticados por hemocultura, kit ELISA recombinante Chagatest® v.4.0 e/ou inibição 

da hemaglutinação Chagatest® (Wiener lab., Rosario, Argentina), bem como de pacientes com 

hanseníase (n = 20, sendo 12 homens e 8 mulheres, com idades variando de 35 a 55 anos), 

aspergilose (n = 15, incluindo 8 homens e 7 mulheres, com idades variando de 34 a 60 anos) e 

histoplasmose (n = 15; incluindo 6 homens e 9 mulheres, com idades variando de 30 a 56 anos). 

O diagnóstico dessas doenças foi confirmado por meio do teste rápido ML Flow, detecção de 

hifas fúngicas no exame histopatológico e isolamento do fungo em cultura de lavado broncoal-

veolar e/ou sangue total, respectivamente. Além disso, soros de pacientes infectados pelo HIV 

(n = 15, incluindo 9 homens e 6 mulheres, com idades variando de 28 a 50 anos), diagnosticados 

por meio de exame clínico e exames laboratoriais para contagem de células T CD4 + e deter-

minação de a carga viral, também foram utilizados. 

 

5.6 Amostras de pacientes após o tratamento 

 

 Foram coletadas amostras de soro de pacientes com LV (n = 6, sendo 4 homens e 2 

mulheres, com idades entre 33 e 61 anos) e pacientes com LM (n = 15) antes e seis meses após 

o tratamento, quando a resposta humoral específica a proteína quimera, e SLA foram avaliados. 

Os pacientes foram submetidos ao tratamento com antimoniais pentavalentes (Sb+5) (Sanofi 

Aventis Farmacêutica Ltda., Suzano, São Paulo, Brasil), na dose de 20 mg Sb+5/kg e durante 

30 dias. Nenhum deles sofria de qualquer outra infecção ou doença pré-existente. Após o tér-

mino do tratamento, todos os pacientes estavam livres de qualquer sinal de leishmaniose e fo-

ram classificados como clinicamente curados. 

 

5.7 Seleção das proteínas 

 

Para selecionar os epítopos de células B específicos, utilizamos quatro proteínas avali-

adas anteriormente em estudo imunoproteômico (COELHO et al., 2012). A fim de obter as 

sequências primárias de cada proteína, realizou-se uma busca utilizando o código de cada pro-

teína no banco de dados online SwissProt (web.expasy.org/docs/swiss -prot), sendo LiHyT 

(XP_001465138.1), LiHyD (XP_001468360.1), LiHyV (XP_001462854.1) e LiHyP 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/humoral-immunity
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(XP_001468385.2). Em seguida, utilizou-se o algoritmo de bioinformática Blast-p (protein-

protein BLAST), pertencente ao programa BLAST, para avaliar a similaridade das proteínas 

com as demais proteínas depositadas no banco de dados (ALTSCHUL et al., 1990). Para isso, 

colocou-se a sequência de aminoácidos de cada proteína candidata e o parâmetro non-redun-

dant protein sequences, obtendo-se então as proteínas com maior similaridade. Após a busca, 

avaliou-se individualmente a similaridade de cada proteína candidata com as proteínas de Leish-

mania e Trypanossoma spp. que poderiam causar reatividade cruzada, repetiu-se o processo 

para cada proteína.  

  

5.8 Predição de epítopos específicos de células B 

 

 As sequências das proteínas selecionadas foram submetidas ao programa ABCpred 

(http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/), o qual é capaz de predizer epítopos lineares de 

células B baseando-se em padrões de comprimento fixo através de uma rede neural artificial 

(SAHA; RAGHAVA, 2006). Neste programa, utilizou-se os seguintes parâmetros: Threshold: 

0.85; Window length used for prediction: 16; Overlapping filter: ON. Realizou-se, então, a pre-

dição dos possíveis epítopos para cada uma das quatro proteínas selecionadas. Ao predizer os 

possíveis epítopos das proteínas pelo ABCpred, as sequências proteicas foram alinhadas através 

do programa Clustal Ômega, programa que permiti realizar o alinhamento de múltiplas sequên-

cias. Sendo assim, cada proteína candidata foi alinhada com as proteínas obtidas pelo programa 

BLAST e tiveram os epítopos preditos e identificados na sequência proteica. Assim, foi possível 

verificar a similaridade dos epítopos preditos com outras proteínas do mesmo gênero e com 

proteínas dos gêneros responsáveis por possíveis reações cruzadas. Desta forma, os epítopos 

que se mostraram similares às proteínas do gênero de Leishmania e não similares aos demais 

gêneros, foram selecionados.  

Para confirmação da predição dos possíveis epítopos, utilizou-se o programa de bioin-

formática IEDB (www.iedb.org), descrito por (1985). Aplicou-se o algoritmo Emini Surface 

Acessibility Prediction, que permite identificar na sequência da proteína os resíduos de amino-

ácidos mais acessíveis, sendo estes aminoácidos possivelmente reconhecidos por anticorpos 

(EMINI et al., 1985). Foram então utilizados os parâmetros com valores de Window size: 12 e 

Threshold: 1.0. Dessa forma, foram selecionados dois epítopos de cada uma das proteínas can-

didatas e as sequências de aminoácidos selecionadas foram destacadas na estrutura da proteína, 

e aquelas consideradas positivas em ambas as análises foram consideradas como bons epítopos 

e utilizados como peptídeos alvo de cada proteína. 



62 
 

5.9   Construção, caracterização e síntese da proteína quimérica 

 

Para o desenho da proteína quimérica foram utilizados os epítopos preditos conforme 

descrito no item anterior. A disposição de cada um dos epítopos dentro da proteína quimérica 

foi escolhida de forma a mimetizar a disposição desses em sua proteína de origem. Após, com 

o objetivo de proporcionar flexibilidade e evitar a sobreposição espacial entre os epítopos na 

sequência da proteína, dois resíduos de glicina foram incluídos entre cada sequência peptídica 

(MENDES et al., 2013). As sequências de aminoácidos de cada epítopo foram traduzidas para 

sequência de códons de DNA correspondente, utilizando o Mapa do Código Genético Padrão 

(STRYER; TYMOCZKO; BERG, 2004). Para avaliar a solubilidade da proteína quimérica, foi 

utilizado o servidor PepCalc (www.pepcalc.com). Além disso, utilizamos a ferramenta ProtPa-

ram, pertencente ao Expasy, para avaliar parâmetros físicos e químicos, incluindo cálculos de 

meia-vida estimada, índice de instabilidade, índice alifático, massa molecular e ponto isoelé-

trico (GASTEIGER et al., 2005). Após a construção da proteína quimérica, a sequência de có-

dons foi encaminhada para síntese da molécula de DNA, no qual o gene codificador da proteína 

quimera foi inserido no vetor pET28a-TEV e sintetizado comercialmente pela empresa Gens-

cript® (USA).  

 

5.10 Expressão e purificação da proteína quimérica  

 

 Para a expressão da proteína quimérica, as bactérias E. coli Arctic Express foram trans-

formadas pela adição do vetor pET-28ª- TEV que continha a sequência do gene codificante da 

proteína de interesse. Após a transformação, as bactérias foram adicionadas em placas contendo 

meio LB, acrescido de canamicina (30 µg/mL) e cloranfenicol (30 µg/mL) para verificar o apa-

recimento de colônias positivas. Algumas colônias positivas foram escolhidas para a realização 

de uma expressão piloto com o intuito de avaliar as melhores condições de expressão da prote-

ína. Após este teste, um pré - inóculo foi preparado para realizar a expressão em maior escala. 

O glicerinado da colônia escolhida foi, então, transferido para um Erlenmeyer contendo 20 mL 

de meio LB, adicionado de canamicina (30 µg/mL) e clorafenicol (30 µg/mL) e deixado em 

incubação em agitador tipo shaker a 200 rpm, por 18 h e a 12°C. No dia seguinte, para a indução 

da expressão da proteína, os 20 mL da cultura foram adicionados a um Erlenmeyer contendo 2 

litros de meio LB, acrescido de canamicina (30 µg/mL) e cloranfenicol (30 µg/mL). A cultura 

foi deixada em incubação durante 2 horas a 37°C sob agitação de 200 rpm, até que a densidade 

óptica (OD600) da mesma atingisse absorbância entre 0,4 e 0,6. Em seguida, uma alíquota de 1 
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mL foi removida, sendo correspondente à cultura sem indução. Posteriormente, para induzir a 

expressão da proteína quimérica, foi adicionado 1,0 mM de IPTG (isopropil-β-D-tiogalactopi-

ranoside) (Promega®, Canadá), por 2 h a 37 °C. A cultura foi mantida em incubação em agita-

dor tipo shaker a 200 rpm, durante 4 horas a 12 °C. Após a expressão, a cultura foi centrifugada 

a 5100 rpm durante 10 minutos a 4°C, tendo seus pellets congelados, em seguida, interrompidas 

com seis ciclos de congelamento e descongelamento, seguidos por seis ciclos de ultrassom com 

ciclos de 30 s cada (36 MHz). Em sequência, a proteína foi purificada em uma coluna de afini-

dade HisTrap HP (GE Healthcare Life Sciences, NJ, EUA). Os pellets obtidos na centrifugação 

foram lisados e centrifugados novamente para eliminar as membranas da bactéria ainda presen-

tes, e então, 1 mL de resina (Agarose Ni-NTA) foi adicionado na amostra e mantidos sob agi-

tação durante 1 hora. Em seguida, a resina e a amostra foram inseridas na coluna, realizando a 

coleta do Flow Through (FT). Após, 5 mL de tampão de lavagem foi adicionado por duas vezes, 

para retirada do excesso de impurezas. Por fim, as frações foram eluidas em tampão de eluição, 

coletadas e concentradas em filtros Amicon® ultra15 com um limite de peso molecular nominal 

de 10.000 (NMWL, Millipore, Alemanha). Uma alíquota de 1 mL foi retirada após cada etapa 

da purificação para posterior análise em gel de poliacrilamida. Após a diálise, a proteína qui-

mérica (19,2 kDa) foi passada por uma coluna de polimixina-agarose (Sigma-Aldrich, EUA) 

para remover qualquer conteúdo de endotoxina residual (kit Quantitative Chromogenic Limulus 

Amebocyte Assay QCL-1000, BioWhittaker, MD, EUA). 

 

5.11 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

 

Um gel SDS-PAGE 12% foi realizado para avaliar a pureza e qualidade da proteína 

quimérica. As amostras obtidas nos ensaios de expressão e purificação foram submetidas à se-

paração por eletroforese em géis desnaturantes (SDS-PAGE 12%) em sistema de eletroforese 

vertical, Mini-PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis Cell (BioRad). O gel de separação 

foi preparado utilizando as soluções Bis-acrilamida 40%, diluída a 12% v/v e 1,5 M de Tris-

HCl pH 8.8, 0,4% de SDS. A polimerização do gel ocorreu com a adição de 0,5% (v/v) de 

persulfato de amônio e 0,05% (v/v) de TEMED. O gel de concentração foi preparado de modo 

semelhante aos de separação, porém a 4% de Bis-acrilamida e com solução 0,5 M de Tris-HCl, 

pH 6.8. As amostras foram diluídas na proporção de 5:1 em tampão de amostra 6x concentrado 

(125 mM Tris hidroximetil aminometano, SDS 2% v/v, azul de bromofenol, glicerol P.A. 60% 

v/v e β-mercaptoetanol 10% v/v). As amostras com tampão foram aquecidas a 100 °C durante 

5 minutos para a desnaturação das proteínas e, posteriormente, aplicadas no gel para a separação 
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eletroforética. Um padrão de peso molecular (PageRuler Prestained Ladder, Thermo Scientific) 

foi utilizado para facilitar a identificação da proteína de interesse. A eletroforese foi realizada 

utilizando tampão de corrida (25 mM de Tris-HCl, 192 mM de glicina, 0,1% de SDS e água 

destilada q.s.p.), sob à voltagem de 70 Volts até que as amostras entrassem no gel separador e, 

em seguida, a 150 Volts. Após a corrida, o gel foi incubado com solução corante Coomassie 

Blue (Coomassie Brilliant Blue R-250 0,1% p/v, Coomassie Brilliant Blue G-250 0,1% p/v, 

Metanol 50% v/v, Ácido acético 10% v/v e água destilada) e, em seguida, descorados por lava-

gens sucessivas em solução descorante (ácido acético 10%, metanol 30% e água destilada 60%), 

possibilitando a visualização das bandas proteicas no gel. 

 

5.12 Immunoblotting 

 

Para a realização dos immunoblotting, um gel SDS-PAGE 12% foi preparado e nele 

foram aplicadas 10 µg da proteína quimérica juntamente com padrão de baixo peso molecular 

(InvitrogenTM, Life Technologies, EUA). Após a corrida eletroforética, a proteína foi transfe-

rida para uma membrana de nitrocelulose (0,2 µm de tamanho de poro, Sigma-Aldrich, EUA), 

sob corrente constante 80 mA, em temperatura de 4°C, por 2 horas. Posteriormente, a mem-

brana foi bloqueada overnight sob agitação com PBS-T 5% (v / v) de BSA 1%.  Após o blo-

queio, a membrana foi lavada por duas vezes com PBS-T 5%, por 10 minutos e submetida à 

incubação com os pools de soro dos pacientes com LV (n = 5) e indivíduos saudáveis (n = 4), 

avaliamos também um pool de pacientes com LC e LM (n = 4 cada), todos diluídos 1:100 em 

PBS-T 5%, por 1 h sob agitação a 37°C. As membranas foram novamente lavadas duas vezes 

com PBS-T 5%, por 10 minutos e incubadas com uma solução de anticorpo IgG anti-humano 

conjugado com peroxidase (Sigma Aldrich, EUA) diluído 1:10000 em PBS-T 5% durante 1 h 

a 37 °C. As revelações das bandas ocorreram pela adição de cloronaftol, diaminobenzidina e 

H2O2 por 30 min, sendo interrompidas com água destilada. Um anticorpo monoclonal 6-HIS 

Tag (catálogo MA1-21315; Thermo Fisher Scientific, EUA) foi utilizado como controle de 

proteína. Foi utilizado um padrão de escada de proteína de gama baixa (Invitrogen™, Life 

Technologies, EUA). Três experimentos independentes foram realizados e os resultados foram 

semelhantes. 
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5.13 Síntese dos peptídeos 

  

Os peptídeos preditos foram sintetizados utilizando a técnica química de FMOC-Synthe-

sis descrita por Merrifield (1969) e adaptada por Machado-de-Ávila et al. (MACHADO DE 

AVILA et al., 2011). O método consiste em fixar o aminoácido C-terminal do peptídeo sobre 

um suporte sólido insolúvel (resina) e alongar a cadeia peptídica por adições sucessivas de re-

síduos da porção C-terminal para N-terminal. Para isso, é feita a desproteção do grupamento 

Fmoc (Fluorenil-metiloxicarbonila) com 4-metil-piperidina 25% em dimetilformamida (DMF), 

lavagem com DMFDCM (diclorometano), MeOH (metanol), teste azul de bromofenol, para 

verificar a desproteção, ligação do aminoácido, e realizado teste de azul de bromofenol para 

verificar o acoplamento do aminoácido. Estas etapas são realizadas em ciclo até a ligação do 

último aminoácido da sequência. Ao final os grupamentos protetores da cadeia lateral são eli-

minados e o peptídeo é removido da resina através da solução de clivagem contendo 25 µL 

(25%) de água ultrapura (milli-Q), 25 µL (25%) de TES (trietilsilano), 925 µL (95%) de TFA 

(ácido trifluoracético). Esta solução é incubada por 3 horas na seringa, logo após, adiciona-se 

éter etílico gelado (~4°C) e incubado overnight. No dia seguinte, centrifuga-se a 4 °C, por 10 

minutos a 10000 rpm, adiciona-se éter etílico (~4°C) novamente e a centrifugação é repetida. 

Retira-se novamente o éter etílico, e o material obtido é liofilizado.  

 

5.14 ELISA utilizando os antígenos 

 

Curvas de titulação foram realizadas para determinar as concentrações dos antígenos e 

a diluição dos anticorpos primários e secundários a serem utilizados. Placas de imunoensaio 

com 96 poços (Jetbiofil®, Belo Horizonte) foram sensibilizadas com SLA L. infantum quando 

para comparação na avaliação de amostras com LV onde utilizou-se (1,0 μg/poço), SLA L. 

braziliensis quando para comparação na avaliação das amostras de LT sendo (2,0 μg/poço), e 

os demais antígenos que foram desenvolvidos, sendo a proteína quimérica e os oito peptídeos 

em concentrações de 0,250 e 5,0 µg/poço, respectivamente, ambos diluídos em 100 μL de tam-

pão de sensibilização (carbonato de sódio 50 Mm, pH 9.6) e incubados por 16 horas a 4°C. 

Após a sensibilização, foi realizado o bloqueio com 250 µL de solução contendo PBS-T 0,05% 

contendo 5% de albumina bovina (Bovine serum albumin, BSA) por 1 h a 37 °C. Em seguida, 

as placas foram lavadas por 3 vezes utilizando e PBS 1x 0,05% Tween 20 (PBS–T) e feita a 

incubação com 100 µL de soros humanos por 1 h a 37 °C. As amostras de soros foram diluídas 

previamente a 1:100 para os peptídeos e SLA e 1:200 para a proteína quimera em PBS-T con-

tendo 0,5% de solução BSA. As placas foram lavadas 7 vezes utilizando PBS-T e, 
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posteriormente, incubadas durante 1 h a 37 °C com 100 μL de anticorpo conjugado com pero-

xidase anti-IgG humano (Sigma, St. Louis, USA), diluído em PBS – T 0,5% de BSA. Foi utili-

zada a diluição de 1:10.000 para os testes com os peptídeos, e de 1:20.000, para os ensaios com 

a proteína quimérica.  Novamente, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T e feita a reve-

lação coma adição de 100 μL/poço da solução reveladora composta por 10 mL de tampão ci-

trato-fosfato (Na2HPO4 0,05M e ácido cítrico 0,03 M q.s.p. 1 L de água destilada, pH 5.0), 2 

mg de orto-fenilenodiamina (OPD) e 4 μL de H2O2. As placas foram incubadas à temperatura 

ambiente sob abrigo de luz por 30 min, quando a reação foi interrompida pela adição de 25 μL 

de H2SO4 2N. Os valores de densidade óptica (DO) foram obtidos em um leitor de microplacas 

de ELISA (Molecular Devices, Spectra Max Plus, Canadá), com leitura em comprimento de 

onda de 492 nm. As amostras foram utilizadas no mesmo dia com os mesmos reagentes (lotes, 

diluições etc.), para reduzir qualquer variação experimental e interferência na interpretação dos 

dados. Por fim, também avaliamos a reatividade humoral, esta que foi analisada usando amos-

tras de pacientes com LV e coinfectados com LV/HIV contra um kit comercial (Kalazar De-

tect™ Test), que foi usado de acordo com as instruções do fabricante (InBios International, 

EUA). 

 

5.15 Análises estatísticas  

 

Os resultados obtidos foram avaliados no programa GraphPad Prism (versão 6.0 para 

Windows). Os valores de corte para a validação da sensibilidade (Se), especificidade (Es), área 

sobre a curva (AUC), valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN), razão de 

verossimilhança (RV) e índice de Youden (Y) - [(sensibilidade + especificidade) − 1] dos antí-

genos foram determinados após a construção de curvas ROC (Receiver Operating Characteris-

tics) para avaliar o desempenho dos antígenos. Utilizou-se um intervalo de confiança de 95% 

(IC 95%) e o ponto de corte foi determinado pela média das amostras negativas mais dois des-

vios padrão. O teste ANOVA, seguido pelo pos-test de Bonferroni foram empregados para as 

avaliações comparativas entre os diferentes grupos, sendo consideradas significativas as dife-

renças com valor de P < 0.05. 

  

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/youden-index
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

 As seções de resultados e discussão desta tese, serão apresentados sob a forma de dois 

artigos científicos publicados, seguindo conforme as normas gerais que regem o Programa de 

Pós-Graduação em Ciências da Saúde: Infectologia e Medicina Tropical, UFMG (Resolução nº 

02/2013, de 18 de setembro de 2013), no qual permitem tal apresentação na redação de disser-

tações e teses.  

 

6.1 Artigo 1 – Breve introdução e objetivos 

 

 O primeiro artigo a ser apresentado foi intitulado “ChimLeish, uma nova proteína 

quimérica recombinante avaliada como marcador diagnóstico e prognóstico para leish-

maniose visceral e coinfecção com o vírus da imunodeficiência humana”, publicado na re-

vista internacional Parasitology Research. Ano de publicação 2021 – Fator de impacto de 

2.383. DOI: 10.1007/s00436-021-07342-1.  

 Baseado nas limitações enfrentadas no diagnóstico de leishmaniose, onde os testes imu-

nológicos amplamente utilizados apresentam baixa sensibilidade e especificidade em pacientes 

infectados e coinfectados por LV/HIV, além de demonstrarem elevada reatividade cruzada com 

outras doenças endêmicas, como doença de chagas, malária e tuberculose. Este primeiro estudo, 

apontou como hipótese, que uma combinação de antígenos distintos poderia reduzir a hetero-

geneidade na detecção das respostas imunes individuais dos pacientes e levar a uma melhor 

sensibilidade e especificidade para o diagnóstico de LV e coinfecção LV/HIV.   

  Frente a este cenário, tal estudo teve como objetivo principal realizar a predição de epí-

topos específicos de células B encontrados a partir de quatro proteínas de L. infantum, denomi-

nadas LiHyT, LiHyD, LiHyV e LiHyP, que demonstraram anteriormente potencial antigênico 

em soros de LV canina e/ou humana (COELHO et al., 2012; LAGE et al., 2016b; MARTINS 

et al., 2015; PORTELA et al., 2018).  A partir destes epítopos construir uma proteína quimérica 

recombinante, a fim de examinar seu potencial diagnóstico frente a LV e coinfecção 

LV/HIV. Além, de avaliar a atividade prognóstica dos antígenos neste estudo desenvolvidos, 

investigando-os em amostras de soro de pacientes com LV coletadas antes e após seis meses 

do tratamento para leishmaniose. 
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6.2 Conclusão do artigo 1 

 

 A proteína quimera recombinante denominada de ChimLeish, assim como os oito pep-

tídeos preditos que deram origem a nova proteína, apresentaram uma elevada capacidade diag-

nóstica frente a amostras de soro de pacientes com LV e LV/HIV. Demonstrando, valores ele-

vados de sensibilidade entre (76,8% a 100%), especificidade entre (67,1% a 100%) e AUC 

acima de 0,93, diferenciando-se ainda de amostras de indivíduos saudáveis residentes em áreas 

endêmicas e pacientes infectados com outras doenças de possível reação cruzada como Doenças 

de Chagas, malária, tuberculose e HIV. Os antígenos desenvolvidos demonstraram ainda uma 

importante atividade prognóstica, frente a soros de pacientes antes e após seis meses de trata-

mento de LV, onde foi possível detectar e diferenciar pacientes com a infecção ativa de paci-

entes com cura clínica. Os peptídeos individuais demonstraram bons resultados destacando-se 

os peptídeos 1, 3 e 6 com maior sensibilidade e especificidade quando comparado aos demais, 

enquanto a quimera destacou-se como melhor antígeno quanto aos índices de diagnósticos e 

prognósticos, também quando comparada a outros antígenos e testes comerciais atualmente 

aplicados.  
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6.3 Artigo 2 – Breve introdução e objetivos  

 

 O segundo artigo a se apresentado foi intitulado “Sorodiagnóstico sensível e específico 

de leishmaniose tegumentar usando uma nova proteína quimérica baseada em epítopos 

específicos de células B de proteínas antigênicas de Leishmania”, publicado na revista inter-

nacional Microbial Pathogenesis. Ano de publicação 2021 – Fator de impacto de 3.848. DOI: 

10.1016/j.micpath.2021.105341. 

  Com base nos resultados obtidos no artigo científico publicado e apresentado anterior-

mente, levantamos uma segunda hipótese em analisar os antígenos desenvolvidos quanto ao seu 

potencial diagnóstico e prognóstico para a doença de LT. O segundo artigo científico publicado, 

baseou-se nas limitações enfrentadas pelas LT na realização de testes diagnósticos eficazes. 

Atualmente as LT são diagnosticadas com base em manifestações clínicas associadas a dados 

epidemiológicos e laboratoriais. Os exames parasitológicos são os mais indicados, e baseiam-

se no exame direto de amastigotas em esfregaços da lesão. No entanto, devido à escassez de 

parasitos nas amostras coletadas, principalmente em pacientes com lesões antigas, a sensibili-

dade é variável e entre 20% e 40% dos pacientes apresentam resultados falso-negativos (COE-

LHO et al., 2016; RIBEIRO et al., 2018; SALLES et al., 2019; SILVA et al., 2018). Uma outra 

limitação enfrentada, é quando pacientes tratados mantêm a sorologia positiva por meses e/ou 

anos após o tratamento e cura clínica, sendo difícil diferenciá-los daqueles com doença ativa, 

assim como ocorre em pacientes de LV. 

Nesse contexto, torna-se urgente a identificação de alvos diagnósticos mais sensíveis e 

específicos para LT, objetivando este estudo a avaliar peptídeos preditos de células B, a partir 

de quatro proteínas denominadas LiHyT, LiHyD, LiHyV e LiHyP, anteriormente encontrados 

em parasitos de L. infantum, onde já demonstraram potencial antigênico em soros de LV canina 

e/ou humana (COELHO et al., 2012; LAGE et al., 2016b; MARTINS et al., 2015; PORTELA 

et al., 2018). Além de avaliar a proteína quimérica originada pelos epítopos preditos, sendo 

ambos os antígenos testados frente a amostras de soros de pacientes infectados com LT e amos-

tras de soros de pacientes antes e após seis meses de tratamento da doença, a fim de avaliar o 

potencial prognóstico na LT.  
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6.4 Conclusão do artigo 2 

  

 Neste artigo científico, foi possível concluir que a proteína quimera ChimLeish desta-

cou-se quanto ao seu potencial diagnóstico e prognóstico em plataformas sorológicas de LT. A 

nova proteína apresentou elevados índices de especificidade e sensibilidade, quando comparada 

também a outros antígenos como a SLA de L. braziliensis. Conseguiu ainda, diferenciar amos-

tras de indivíduos infectados com LT de amostras de pacientes infectados por outras doenças 

de possível reação cruzada como doença de chagas, hanseníase, histoplasmose, aspergilose e 

HIV.  
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS E CONCLUSÃO 

 

Com base nos resultados obtidos, podemos considerar que os peptídeos de células B 

preditos por bioinformática, assim como a proteína quimérica proveniente, demonstraram-se 

eficazes frente a uma plataforma sorológica de amostras de pacientes infectados com LV, 

LV/HIV e LT. Os antígenos demonstraram uma elevada sensibilidade e especificidade no di-

agnóstico de LV, coinfecção por LV/HIV e LT, destacando-se principalmente a proteína qui-

mera denominada de ChimLeish apresentando 100% de especificidade e sensibilidade. Os pep-

tídeos individuais também demonstraram potencial diagnóstico com eficácia elevada, desta-

cando-se os peptídeos 1, 3 e 6 frente a LV e LV/HIV e o peptídeo 5 frente a LT. Os peptídeos 

individuais, destacaram-se principalmente frente a uma plataforma de amostras de LV e coin-

fecção LV/HIV, indicando novas possibilidades a serem estudadas na aplicação de futuros tes-

tes diagnósticos. A proteína quimérica demonstrou ainda ser um importante marcador prognós-

tico, permitindo diferenciar pacientes com a infecção ativa por diferentes Leishmanioses, da-

queles tratados e curados clinicamente.  

 Nossos resultados aqui apresentados, indicam importantes novos marcadores com po-

tencial diagnóstico e prognóstico frente às leishmanioses, visando suprir os principais pontos 

de limitação que norteiam essas doenças. É importante ressaltar, a necessidade de mais estudos 

com plataformas que apresentem um maior número de amostras para ambas as doenças e crité-

rios aqui avaliados, e maior atenção quanto a detecção da avaliação prognóstica, no qual neces-

sita de um acompanhamento por um período maior nos pacientes em tratamento.  

Independente das limitações encontradas, conclui-se dentre os principais resultados ob-

tidos, que a utilização de ferramentas de bioinformática aplicadas a métodos de predição de 

novos antígenos, demonstram uma capacidade inovadora no desenvolvimento de novos e im-

portantes produtos biológicos, frente a doenças infecciosas de preocupação a Saúde Pública, 

como é o caso das leishmanioses. Por fim, os métodos aplicados nesta tese permitiram obter 

um importante conjunto de antígenos originando a proteína quimérica ChimLeish, onde de-

monstraram um bom desempenho como marcadores diagnósticos e prognósticos, que possam 

ser futuramente aperfeiçoados e aplicados em testes de imunodiagnóstico, assim como imple-

mentados em futuras tiras imunocromatográficas. 
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8 PERSPECTIVAS 

 

• Incorporar a quimera recombinante em fitas imunocromatográficas para verificação da 

possibilidade de se desenvolver um teste rápido. 

 

• Testar os protótipos desenvolvidos em condições de campo com maior volume amostral 

dos grupos aqui avaliados.  
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11 APENDICES 

 

11.1 PATENTES DEPOSITADAS DURANTE O DOUTORADO 
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11.2 DEMAIS ARTIGOS PUBLICADOS DURANTE O DOUTORADO 
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11.3 DADOS SUPLEMENTARES 

 

11.3.1 Alinhamento e avaliação de similaridade entre as sequencias das proteínas  

 

 
 
Figura 8 – Alinhamento e avaliação de similaridade entre as sequencias das proteínas. (A) LiHyT 

(XP_001465138.1) e (B) LiHyD (XP_001468360.1). Em (A) os números se referem a 1 - L. donovani 

(XP_003860346.1), 2 - L. donovani (AYU78285.1), 3 - L. major strain Friedlin (XP_001682758.1), 4 - L. mexi-

cana (XP_003875068.1), 5 - L. guyanensis (CCM15154.1), 6 - L. braziliensis (XP_001564693.1) , 7 - L. pana-

mensis (XP_010698627.1), enquanto 8 - T. grayi (XP_009312053.1) , 9 - T. cruzi CLBrener (XP_816071.1), 10 - 

T. cruzi CLBrener (XP_811098.1), 11 - T. conorhini (XP_029225770.1) e 12 - T. theileri (XP_028883154.1). Em 

(B) 13 - L. donovani (XP_003864139.1), 14 - L. mexicana (XP_003878557.1), 15 - L. major (XP_001686061.1), 
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16 - L. braziliensis (XP_001568093.1), 17 - L. guyanensis (CCM18756.1), 18 - L. panamensis (XP_010702401.1). 

Aminoácidos destacados em vermelho, representam ser acessíveis segundo dados fornecidos pelo IEDB, enquanto 

regiões sublinhadas representam ser epítopos com alta probabilidade de resposta B segundo dados fornecidos pelo 

ABCpred. As sequencias foram alinhadas pelo progrma Clustal Ômega.  

 

 
 
Figura 9 – Alinhamento e avaliação de similaridade entre as sequencias das proteínas (C) LiHyV 

(XP_001462854.1) e (D) LiHypNOVA1 (XP_001468385.2).  

Em (C) 19 - L. donovani (AYU75793.1), 20 - L. donovani (XP_003858079.1), 21 - L. major (XP_888528.1), 22- 

L. braziliensis (SYZ62586.1), 23 - L. panamensis (XP_010703666.1), 24 - L. braziliensis (XP_001561707.1), 25 

- L. braziliensis (SYZ62584.1). Em (D) 26 - L. donovani (XP_003864163.1), 27 - L. major (XP_001686087.1), 

28 - L. mexicana (XP_003878581.1), 29 - L. braziliensis (XP_001568117.1), 30 - L. guyanensis (CCM18782.1) e 

31-L. panamensis (XP_010702426.1). Aminoácidos destacados em vermelho, representam ser acessíveis segundo 

dados fornecidos pelo IEDB, enquanto regiões sublinhadas representam ser epítopos com alta probabilidade de 

resposta B segundo dados fornecidos pelo ABCpred.  As sequencias foram alinhadas pelo progrma Clustal Ômega.  
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11.3.2 Sequência linear da proteína quimera  

 

 
Figura 10 - Sequência linear da proteína quimera. Está representado a sequência de aminoácidos e ordem dos 

peptídeos de cada proteína, conforme alocados na nova proteína quimera.  

 

11.3.3 Confirmação dos epítopos com provável resposta celular do tipo B 

 
Figura 11 – Confirmação dos epítopos com provável resposta celular do tipo B. Está sendo demonstrado a confir-

mação pelo ABCpred de que os peptídeos se mantiveram como epítopos de células B, com score a partir de 0.85 

mesmo quando alocados em diferentes posições das de origem, na então nova proteína.  
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11.3.4 Características físico e químico da proteína quimera 

 
Figura 12 – Características físico e químicas da proteína quimera. Em (A) demonstra os parâmetros físicos e quí-

micos da proteína quimera, incluindo cálculos massa molecular, ponto isoelétrico, meia-vida estimada e índice 

alifático fornecidos pela ferramenta ProtParam. Em (B) representa a solubilidade da proteína quimérica, fornecida 

pelo servidor PepCalc.  

 

11.3.5 Gel SDS-PAGE da proteína quimérica.  

 

 
 

Figura 13 - Gel SDS-PAGE da proteína quimérica. Um gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12%, com as amostras 

da proteína quimérica foi obtido dos ensaios de expressão e purificação, sendo submetidas a eletroforese de sepa-

ração. É possível observar que a proteína quimérica (19,2 kDa) foi purificada, passando por duas lavagens e cinco 

eluições. 
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11.3.6 Soros humanos utilizados no estudo 

Soros humanos (n) amostral 

LV 45 

LV/HIV 25 

LC 25 

LM 30 

Indivíduos saudáveis área endêmica 45 

Doenças de Chagas 40 

Tuberculose 10 

Malária 10 

Hanseníase 20 

Aspergilose 15 

HIV 20 

Pacientes LV (antes e após 6 meses de tratamento) 6 

Pacientes LT (antes e após 6 meses de tratamento) 15 

Figura 14 - Soros humanos utilizados no estudo. Representa o (n) amostral que foi utilizado como plataforma de 

soros para os ensaios de ELISA frente a todos os antígenos desenvolvidos.  

 


