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RESUMO 

 

O controle da leishmaniose visceral (LV) requer um diagnóstico e tratamento adequados, 

uma vez que o diagnóstico preciso é fundamental para um regime medicamentoso eficaz 

para os pacientes. Nesse contexto, as ferramentas biotecnológicas devem ser aprimoradas 

para o manejo clínico e a avaliação epidemiológica da doença. No entanto, existem 

limitações relacionadas com a sensibilidade e/ou especificidade dos antígenos usados 

atualmente, mostrando a necessidade de identificação de novas moléculas para serem 

testadas em um diagnóstico sorológico mais sensível e específico. Neste sentido, no 

presente estudo, uma abordagem imunoproteômica foi usada para identificar proteínas 

antigênicas das formas promastigotas e amastigotas da espécie Leishmania infantum, 

causadora de LV em nosso país, por meio de seu reconhecimento por anticorpos em soros 

de pacientes com a doença. Amostras de indivíduos saudáveis residentes em região 

endêmica da doença e de pacientes com Doença de Chagas foram utilizadas com a função 

de se obter proteínas mais específicas ao parasito Leishmania para serem avaliadas no 

diagnóstico da LV. Como resultados obtidos, um total de 29 e 21 proteínas foram 

identificadas nos extratos de formas promastigotas e amastigotas dos parasitos, 

respectivamente. Para a validação da capacidade diagnóstica, duas proteínas, 

endonuclease III e GTP-binding protein, foram selecionadas, clonadas, expressas e 

purificadas para serem testadas em experimentos de ELISA. Os resultados dos testes 

mostraram valores de sensibilidade e especificidade superiores a 99,0% para a 

identificação da LV. Os antígenos ainda exibiram um diferencial ao apresentarem baixa 

reatividade sorológica em pacientes curados e tratados, sugerindo a possibilidade de que 

as mesmas possam ser aplicadas como marcadores prognósticos da doença. Em 

conclusão, o estudo imunoproteômico se mostrou eficaz na seleção de proteínas 

antigênicas de L. infantum e duas delas, endonuclease III e GTP-binding protein, foram 

bem avaliadas para o diagnóstico da LV frente a um painel sorológico, além de 

demonstrarem um potencial para monitoramento de pacientes com LV após o tratamento. 

 

Palavras-chave: imunoproteômica; Leishmania infantum; leishmaniose visceral; 

diagnóstico; proteínas recombinantes. 

  



ABSTRACT 

 

The control of visceral leishmaniasis (VL) requires an adequate diagnosis and treatment, 

since an accurate diagnosis is essential for an effective medication regimen for patients. 

In this context, biotechnological tools must be improved for the clinical management and 

epidemiological assessment of the disease. However, there are limitations related to the 

sensitivity and / or specificity of the antigens currently used, showing the necessity to 

identify new molecules to be tested in a more sensitive and specific serological diagnosis. 

In this sense, in the present study, an immunoproteomics approach was used to identify 

antigenic proteins of the Leishmania infantum promastigote and amastigote forms, which 

causes VL in our country, through its recognition by antibodies in sera of patients with 

the disease. Samples from healthy individuals living in an endemic region of the disease 

and from patients with Chagas disease were used to obtain more specific proteins for the 

Leishmania parasite, aiming their future application in the VL diagnosis. As results 

obtained, a total of 29 and 21 proteins were identified in the extracts of parasitic 

promastigotes and amastigotes, respectively. For validation of the diagnostic capacity, 

two proteins, endonuclease III and GTP-binding protein, were selected, cloned, expressed 

and purified to be tested in ELISA experiments. The test results showed sensitivity and 

specificity values greater than 99.0% for the identification of VL. The antigens also 

exhibited a differential when presenting low serological reactivity in cured and treated 

patients, suggesting the possibility that they can be applied as prognostic markers of the 

disease. In conclusion, the immunoproteomic study proved to be effective in the selection 

of L. infantum antigenic proteins and two of them, endonuclease III and GTP-binding 

protein, were well evaluated for the diagnosis of VL against a serological panel, in 

addition, demonstrating a potential for monitoring patients with VL after treatment. 

 

Keywords: immunoproteomics; Leishmania infantum; visceral leishmaniasis; diagnosis; 

recombinant proteins. 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

As leishmanioses são doenças causadas por parasitos protozoários da Ordem 

Kinetoplastida, Família Trypanosomatidae e gênero Leishmania (Grimaldi & Tesh, 

1993), e apresentam ampla distribuição geográfica no mundo. São doenças 

negligenciadas com sintomas que podem variar desde uma lesão cutânea de cura 

espontânea até a forma visceral da doença, fatal se aguda e não tratada (WHO, 2010). 

Atualmente, mais de 20 espécies de Leishmania que infectam o homem são conhecidas, 

sendo transmitidas pela picada de flebotomíneos fêmeas infectados.  

A doença afeta principalmente pessoas mais pobres nos Continentes Africano e 

Asiático e na América Latina, sendo associada a situações de desnutrição, moradia 

precária, sistema imunológico debilitado e falta de recursos (WHO, 2020). Em 2018, a 

Organização Mundial de Saúde (OMS) estimou que 98 países ou territórios são 

endêmicos para leishmaniose. Isso inclui 68 países endêmicos para Leishmaniose 

Visceral (LV) e Leishmaniose Tegumentar (LT), nove países endêmicos apenas para LV 

e 21 países endêmicos para LT. 

A LV é fatal se deixada sem tratamento em mais de 95% dos casos (WHO, 2020). 

A doença afeta órgãos como baço, fígado, linfonodos, medula óssea, dentre outros, e é 

caracterizada por um amplo espectro clínico (Chappuis et al. 2007).  É caracterizada por 

crises irregulares de febre, perda de peso, hepatoesplenomegalia e anemia. Atualmente, a 

LV representa uma das principais doenças parasitárias com potencial em causar surtos e 

mortalidade no mundo (WHO, 2020). A doença é causada pelas espécies Leishmania 

donovani e L. infantum, sendo a última a espécie causadora dos casos no Brasil. Ao nível 

global, a forma antroponótica da doença, sem reservatório animal, é a mais comum. A 

LV geralmente afeta comunidades pobres em áreas rurais remotas, embora a urbanização 

seja relatada em alguns países, como o Brasil (Chappuis et al., 2007).  

Atualmente, não há uma vacina contra a doença humana, embora vários antígenos 

venham sendo testados e um grau variável de sucesso tenha sido obtido em modelos 

murinos e caninos (Giunchetti, et al., 2007; Nico et al., 2010; Martins et al., 2013; 

Vitoriano-Souza, et al., 2013; Lage, et al., 2015; Martins et al., 2015; Lage, et al., 2016; 

Dias et al., 2018). As medidas mais utilizadas para a prevenção e combate à LV 

antropozoonótica se baseiam no controle dos reservatórios e dos vetores, na proteção 

individual com uso de repelentes e telas de proteção nas casas e, principalmente, no 

diagnóstico correto e precoce com tratamento efetivo dos doentes (Grimaldi & Tesh, 
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1993; WHO, 2010). Devido a problemas relacionados ao controle e tratamento da doença, 

um diagnóstico preciso para a detecção da LV é de extrema importância.  

Neste sentido, o diagnóstico da LV é realizado com base em evidências clínicas e 

epidemiológicas, em conjunto com exames laboratoriais (Tesh, 1995). Dentre as 

estratégias empregadas, estão as avaliações parasitológicas, moleculares e imunológicas. 

Métodos imunológicos, como o teste de aglutinação direta, Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay (ELISA), imunofluorescência e Western blot, podem ser utilizados 

para a detecção de anticorpos específicos à doença, sem a necessidade de procedimentos 

invasivos. Tais técnicas, de forma geral, apresentam elevada sensibilidade, mas a 

especificidade varia de acordo com o antígeno utilizado. Por serem técnicas de detecção 

de anticorpos, apresenta m uma limitação comum, que é a não distinção entre infecção 

ativa e a passada ou curada, o que dificulta o diagnóstico preciso da doença. 

O teste de ELISA tem sido usado como método diagnóstico para um vasto número 

de doenças infecciosas, incluindo as leishmanioses (Sundar & Rai, 2002).  Dentre as suas 

vantagens, está o custo relativamente baixo e o elevado rendimento, possibilitando a 

análise de várias amostras em uma única placa. Para melhor eficiência, a técnica requer 

um antígeno altamente específico para capturar os anticorpos gerados pela doença. Os 

exames sorológicos realizados atualmente para o diagnóstico da LV humana (LVH) no 

Brasil são o teste rápido (IT LEISH®), que utiliza o antígeno recombinante K39 (rK39) 

e a reação de imunofluorescência indireta (RIFI). Estudos demonstram que o IT LEISH® 

apresenta sensibilidade variando de 92 a 100% e especificidade variando de 80 a 100% 

para detecção da LV aguda (Peruhype Magalhaes et al., 2012). Dentre os antígenos 

disponíveis e utilizados no cenário atual, principalmente em áreas endêmicas, ainda são 

descritos problemas relacionados com a sensibilidade e/ou especificidade dos mesmos, 

dificultando assim o uso como ferramenta diagnóstica mais adequada e precisa 

(Georgiadou et al., 2015; Lima et al., 2017).  Outro fato importante é que a maioria dos 

testes não conseguem discriminar pacientes com infecções agudas, crônicas e subclínicas 

de pacientes curados, não sendo adequados para o diagnóstico de recidivas e ou como 

teste de prognóstico (Sundar e Singh, 2018).  

Dessa forma, a busca por antígenos a serem aplicados em testes diagnósticos de 

simples produção, manuseio e baixo custo, apresentando elevada sensibilidade e 

especificidade, torna-se desejável no cenário atual. Estudos vêm sendo realizados no 

sentido de aumentar a sensibilidade e a especificidade do diagnóstico das leishmanioses 

(Coelho et al. 2012). 
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Baseado nas informações obtidas pelo sequenciamento dos genomas, uma 

abordagem experimental na área de Biotecnologia, denominada proteômica, foi criada e, 

posteriormente, aperfeiçoada. Através da ferramenta proteômica com a correlação de 

dados imunológicos (imunoproteômica), é possível identificar e descrever processos 

biológicos, mecanismos de interação e níveis de expressão proteica. Estudos 

desenvolvidos por nosso e outros grupos de pesquisa sobre imunoproteômica em 

Leishmania já exploraram aspectos relacionados com a biologia do parasito, bem como 

antígenos com potencial imunogênico e/ou para serem aplicados no diagnóstico da 

doença humana e canina, além da identificação de proteínas relacionadas à virulência dos 

parasitos (Coelho et al. 2012; Matrangolo et al. 2013; Brotherton et al. 2014; Magalhaes 

et al. 2014; Duarte et al., 2015).   

Nesse contexto, no presente estudo, propõe-se a utilização de uma ferramenta 

imunoproteômica, até então não explorada em pacientes com LVH em nosso país, 

baseada na avaliação do perfil de expressão proteica de extratos totais de formas 

promastigotas em fase estacionária de crescimento e formas amastigotas-like de 

Leishmania infantum. Amostras de soro de pacientes com LV foram utilizadas, com o 

objetivo de identificar proteínas antigênicas dos parasitos a serem aplicadas como 

candidatas ao diagnóstico sorológico da doença. Para refinar a seleção dos candidatos, 

amostras de soro de pacientes com Doença de Chagas e de indivíduos saudáveis 

residentes em área endêmica da doença foram utilizadas para excluir os pontos de maior 

reatividade cruzada e buscar antígenos mais sensíveis e específicos para o diagnóstico da 

LVH.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Epidemiologia das leishmanioses 

As leishmanioses são um complexo de doenças infecto-parasitárias endêmicas em 

98 países, afetando, principalmente, as regiões tropicais e subtropicais do mundo (WHO, 

2018). Em relação à LV, a maioria dos casos ocorre no Brasil, na África Oriental e na 

Índia e estima-se que 50.000 a 90.000 novos casos de LV ocorram em todo o mundo 

anualmente, sendo apenas 25% a 45% relatados à Organização Mundial de Saúde (Bi et 

al., 2018). Em 2018, mais de 95% dos novos casos notificados à OMS ocorreram em 10 

países: Brasil, China, Etiópia, Índia, Iraque, Quênia, Nepal, Somália, Sudão do Sul e 

Sudão. 

No que diz respeito a LT, cerca de 95% ocorrem nas Américas, na bacia do 

Mediterrâneo, no Oriente Médio e na Ásia Central e estima-se que ocorram de 600.000 a 

1 milhão de novos casos no mundo anualmente (WHO, 2020). Segundo os dados da 

Organização Mundial de Saúde, em 2018, mais de 85% dos novos casos da doença 

ocorreram em 10 principais países: Afeganistão, Argélia, Bolívia, Brasil, Colômbia, Irã, 

Iraque, Paquistão, República Árabe Síria e Tunísia. 

É estimado que 310 milhões de pessoas encontram-se expostas ao risco de contrair 

a infecção pelo parasito Leishmania. O Brasil é responsável por aproximadamente 95% 

dos casos de LV e 40% dos casos de LT no Continente Americano, fato que exalta a 

doença como um importante problema de Saúde Pública (Alvar et al., 2012). 

O aumento da incidência de casos de leishmaniose na Europa, África, América e 

Ásia vêm ocorrendo nas últimas décadas devido a uma série de fatores, tais como a 

expansão do habitat dos flebotomíneos devido ao aquecimento global e o aumento do 

número de casos de cães de áreas não endêmicas, além do aumento do desflorestamento 

devido à crescente urbanização (Baneth et al., 2008; Palatnik de Souza, 2012). 

 

2.2. Etiologia e ciclo biológico do parasito Leishmania spp. 

As leishmanioses são doenças causadas por parasitos protozoários pertencentes ao 

gênero Leishmania, Sub-Reino Protozoa, Filo Sarcomastigophora, Ordem Kinetoplastida 

e Família Trypanosomatidae. O vetor transmissor é um inseto da Ordem Diptera, Família 

Psychodidae, Sub-Família Phlebotominae, pertencente aos gêneros Phlebotomus em 

países do Velho Mundo e Lutzomyia nas Américas, sendo que apenas as fêmeas possuem 
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hábitos hematófagos sendo assim, capazes de transmitir o parasito aos hospedeiros 

mamíferos (Grimaldi & Tesh, 1993). 

Em seu ciclo biológico, o parasito Leishmania spp. pode apresentar-se sob duas 

formas morfológicas principais: amastigota e promastigota. As formas amastigotas são 

formas arredondadas, com flagelo rudimentar e cinetoplasto em forma de bastão, sendo 

parasitos intracelulares obrigatórios e se multiplicando no interior de vacúolos 

parasitóforos em células do sistema fagocítico-mononuclear dos hospedeiros mamíferos. 

As formas promastigotas são formas alongadas, afiladas, com um único flagelo que lhes 

conferem motilidade, cinetoplasto localizado entre a porção anterior e o núcleo e são 

encontradas no interior do trato gastrointestinal do vetor transmissor. (Sacks & Kamhawi, 

2001; Sacks & Sher, 2002). 

A transmissão do parasito do hospedeiro mamífero para o vetor ocorre a partir da 

realização do repasto sanguíneo pela fêmea em um hospedeiro infectado, podendo assim 

ingerir, juntamente com o sangue, formas amastigotas livres ou células fagocíticas 

infectadas. Ao alcançarem o intestino do vetor, essas células se rompem e liberam os 

parasitos, que rapidamente irão se transformar em formas promastigotas procíclicas e 

migrar para o trato digestório médio e anterior do vetor. Os parasitos passam por um 

processo de multiplicação e assumem a forma paramastigota, e posteriormente sofrem a 

diferenciação em formas promastigotas metacíclicas, migrando para a parte anterior do 

aparelho bucal do inseto. 

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

regurgitar formas promastigotas metacíclicas juntamente com a saliva, que por 

apresentarem elevada motilidade e capacidade migratória irão penetrar na derme do 

hospedeiro mamífero não infectado. Em seguida, as células do sistema fagocítico-

mononuclear do hospedeiro, sendo principalmente macrófagos, migram para o local 

podendo fagocitar o parasito que, no interior de fagolisossomos nessas células, irão se 

diferenciar em formas amastigotas, que por sua vez irão se replicar. A replicação dos 

parasitos pode resultar no rompimento das células, liberando assim as formas amastigotas 

no organismo do hospedeiro. Os parasitos liberados podem ser novamente fagocitados, 

levando à continuidade da infecção e ao desenvolvimento da doença no hospedeiro 

mamífero. Dessa forma, um novo vetor não infectado pode ingerir as formas do parasito 

durante o repasto, completando assim o ciclo biológico do parasito (Pessoa & Martins, 

1988; Medeiros et al., 2005). 
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Figura 1: Ciclo biológico do parasito Leishmania spp. 1. Introdução de formas promastigotas metacíclicas 
na derme do hospedeiro através da picada do vetor infectado. 2 e 3. Fagocitose dos parasitos por macrófagos 
do hospedeiro, onde ocorre a diferenciação em amastigotas e proliferação. 4. Rompimento da célula 
hospedeira com liberação das amastigotas, podendo ser fagocitadas por novas células gerando a 
disseminação dos parasitos. 5 e 6. Realização do repasto sanguíneo no hospedeiro infectado e infecção do 
inseto vetor fêmea pela ingestão de formas amastigotas ou de células parasitadas. 7. Diferenciação de 
formas amastigotas em promastigotas no trato digestório do vetor. 8. Multiplicação, diferenciação em 
formas promastigotas metacíclicas e migração para a probóscide do vetor. (Adaptado de Burza et al. 2018). 
 

2.3. Manifestações clínicas da LVH 

A LV é uma infecção disseminada causada principalmente pelas espécies L. 

donovani e L. infantum. Excepcionalmente, já foi observada a ocorrência de 

visceralização de infecções por espécies tipicamente associadas à LT. Tal fato foi relatado 

com as espécies Leishmania tropica no Oriente Médio e Leishmania amazonensis na 

América do Sul. 

 O parasito atinge o sistema reticuloendotelial, com infiltração do baço, fígado, 

medula óssea e gânglios linfáticos causando organomegalia e pancitopenia (Griensven & 

Diro, 2012). Após um período de incubação, que geralmente varia entre dois a seis meses, 

indivíduos sintomáticos apresentam sinais de uma infecção sistêmica e persistente, 

podendo  apresentar sintomas como febre, fadiga, fraqueza perda de peso e 

hepatoesplenomegalia que persiste por meses (Herwaldt, 1999; Murray et al., 2005; 
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Chappuis et al., 2007; Griensven & Diro, 2012). Outros sintomas geralmente presentes 

são anemia, trombocitopenia e neutropenia, refletindo a supressão da medula óssea e o 

sequestro esplênico. Linfadenopatia e a ocorrência de aumentos moderados nas enzimas 

hepáticas também podem ser documentados. Além disso, os pacientes com LV podem 

apresentar um alto risco de infecções adicionais (Griensven & Diro, 2012). Sem 

tratamento, a LV é quase universalmente fatal.  

Devido ao fato de a intensidade das manifestações clínicas da doença ser variável, 

muitos indivíduos podem permanecer assintomáticos por um longo tempo, o que dificulta 

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

forma aguda e sintomática da doença. Os sintomas são progressivos e as complicações 

decorrentes da evolução da infecção são responsáveis pela elevada letalidade da doença 

(Badaró et al., 1986; Gama et al., 2004). 

 

2.4. Diagnóstico das leishmanioses: aspectos gerais 

O diagnóstico das leishmanioses é realizado com base em evidências clínicas e 

epidemiológicas, em conjunto com exames laboratoriais (Tesh, 1995). A correta e 

precoce detecção de casos, seguida do tratamento adequado, é fundamental para a 

contenção da doença. Embora a LV seja geralmente diagnosticada clinicamente 

principalmente em áreas endêmicas, tratando-se de uma doença com amplo espectro 

clínico, na maioria das vezes os sinais e sintomas são inconclusivos e confundidos com 

outras doenças, tornando seu diagnóstico bastante complexo. (Srividya et al., 2012; 

Abbas et al., 2015).  

Dessa forma, a utilização de métodos laboratoriais confiáveis torna-se obrigatória 

para um diagnóstico preciso e posterior controle efetivo da doença. (Davies et al., 2003; 

Srivastava et al., 2011). Dentre as estratégias empregadas para o diagnóstico da LV estão 

diversas técnicas, como a demonstração do parasito em tecidos, culturas in vitro, técnicas 

sorológicas e moleculares (Sundar & Rai., 2002; Savoia et al., 2015, Sakkas et al., 2016).  

Um teste diagnóstico ideal deve ser capaz de realizar a distinção de pacientes com 

a infecção aguda, crônica e assintomática, daqueles já curados. Além disso, um teste 

diagnóstico satisfatório, deve apresentar uma elevada sensibilidade e especificidade, 

bem como uma fácil padronização, execução e custo acessível (Srivastava et al., 2011). 
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2.4.1. Diagnóstico laboratorial da LVH 

A detecção do agente causador de toda doença infecciosa é um passo determinante 

para o manejo clínico e/ou monitoramento da doença. As leishmanioses representam um 

desafio para o diagnóstico clínico e laboratorial e um motivo de preocupação constante 

da saúde pública mundial, pois o número de casos de falha terapêutica ao tratamento 

convencional tem aumentado (Alvar et al. 2006). Os métodos de diagnóstico direto, que 

demonstram a presença do parasito no indivíduo doente, são considerados ideais para o 

diagnóstico da doença, entretanto, a prática apresenta limitações, que podem ser 

compensadas por métodos indiretos baseados na resposta imunológica dos hospedeiros 

infectados (Kar, 1995). 

 

2.4.1.1. Diagnóstico Parasitológico  

O diagnóstico parasitológico se baseia na visualização direta do parasito por 

exame microscópico de aspirados de órgãos, como baço, medula óssea, fígado ou nódulos 

linfáticos, após fixação em lâmina e coloração de Giemsa ou Leishman, e/ou  isolamento 

do parasito em culturas in vitro (Sundar & Rai, 2002 ; Chappuis et al., 2007; Srivastava 

et al., 2011). No Brasil, recomenda-se principalmente a punção aspirativa da medula 

óssea para realização do exame direto e isolamento do parasito in vitro (MS, 2014). Este 

teste permanece sendo o padrão ouro no diagnóstico de LV atualmente devido à sua alta 

especificidade. No entanto, trata-se de um procedimento doloroso e invasivo, além de 

apresentar limitações como a ocorrência de sensibilidade variável de acordo com a 

amostra coletada, a intensidade da infecção e a exigência de conhecimento técnico para 

sua realização (Reis et al., 2006; Sakkas et al., 2016).  

A especificidade da técnica de microscopia é elevada, mas sua sensibilidade varia 

entre aspirados do baço (93% a 99%), medula óssea (52% a 85%) e linfonodo (52% –

58%) (Griensven & Diro, 2012). A realização de isolamento em cultura celular em meios 

enriquecidos, é capaz de melhorar a sensibilidade do teste, podendo atingir até 80%, a 

partir de aspirados do baço ou medula óssea. Entretanto, a técnica é restrita pois além de 

elevar o custo do teste, o crescimento em cultura pode ser demorado, prolongando 

bastante o resultado do mesmo (Sundar & Rai, 2002; Griensven & Diro, 2012; Sakkas et 

al., 2016).  

Novas técnicas permitiram o aumento da sensibilidade nos métodos de cultura do 

parasito. O desenvolvimento do método de cultura em microcapilar (MCM), por exemplo, 

apresentou sensibilidade de 100% utilizando aspirados de medula óssea e de 77,8 a 100% 
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utilizando sangue periférico (Allahverdiyev et al., 2005; Srividya et al., 2012). 

Descobertas promissoras foram também relatadas com um método de microcultura a 

partir da diluição de frações de amostras de sangue periférico, com o uso de leucócitos e 

células mononucleares (PBMCs), para o isolamento do parasito. A técnica apresentou 

melhoria na sensibilidade, variando de 84 a 91,5%, além de ser menos invasiva e 

apresentar um crescimento mais rápido em cultura (Hyde et al., 2007; Maurya et al.,2010; 

Elmahallawy et al., 2014).  

 

2.4.1.2. Diagnóstico Molecular 

Técnicas de diagnóstico molecular, como a Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR) e a PCR-Real Time ou PCR quantitativa (qPCR), também têm sido cada vez mais 

utilizados para o diagnóstico da LV. Tais testes têm se tornado cada vez mais relevantes 

devido aos notáveis valores de sensibilidade e especificidade, além da variedade de 

opções de amostras que podem ser testadas e, também devido às limitações que muitas 

vezes apresentam os métodos parasitológicos e sorológicos convencionais (Srividya  et 

al., 2012; Paiva-Cavalcanti et al., 2015). Os testes moleculares visam a detecção de ácidos 

nucleicos do parasito nos aspirados de órgãos como baço, fígado, medula óssea e 

linfonodos. Entretanto, muitas vezes, há a ocorrência de problemas relacionados às 

amostras coletadas, que podem não conter parasitos e prejudicar a sensibilidade do teste, 

bem como a necessidade de treinamento técnico especializado e a possibilidade de 

contaminação com agentes externos podendo ocasionar resultados falso-positivos. Além 

disso, trata-se de um teste que apresenta custo elevado e tem-se a necessidade de uma boa 

estrutura laboratorial (Sundar & Rai, 2002; Srivastava et al., 2011; Sakkas et al., 2016.).  

Estudos recentes demonstraram uma elevada sensibilidade (>95%) do teste de 

PCR em amostras de medula óssea, sangue periférico e amostras leucocitárias (de Ruiter 

et al., 2014). A PCR em sangue periférico tem sido recomendada como um teste de 

triagem principalmente em pacientes imunocomprometidos, uma vez que se trata de um 

teste não invasivo. (Antinori et al., 2007; Griensven & Diro, 2012).  

Um problema apresentado pela PCR convencional é a ocorrência de positividade 

em indivíduos saudáveis de regiões endêmicas. Além disso, sua maior desvantagem, bem 

como a de testes sorológicos, é a incapacidade de diferenciar a doença clinicamente ativa 

e infecções assintomáticas. Essas desvantagens podem ser superadas pela PCR 

quantitativa (Sudarshan et al., 2014). A PCR quantitativa em tempo real também é capaz 

de permitir a quantificação da carga parasitária na amostra avaliada, o que poderia auxiliar 
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na determinação da doença ativa e proporcionar sua utilização como um marcador 

prognóstico (Mary et al., 2006). Ambos os testes, qualitativos e quantitativos também 

podem ser empregados para avaliar a cura, visto que geralmente tornam-se negativos após 

o tratamento. (Boelaert et al., 2004). 

 

2.4.1.3. Diagnóstico Imunológico 

A LV é caracterizada por uma resposta imune humoral significativa, apresentando 

elevada produção de anticorpos. Dessa forma, métodos imunológicos empregando 

diferentes antígenos, têm sido utilizados em ensaios para a detecção de anticorpos 

específicos ao parasito, demonstrado um potencial no diagnóstico sorológico da LV. 

Dentre os ensaios para o diagnóstico imunológico da LV, destacam-se a reação de 

imunofluorescência indireta (RIFI), o Western blot, o teste de aglutinação direta (DAT, 

do inglês Direct Agglutination Test), o teste de anticorpo fluorescente indireto (IFAT, do 

inglês Indirect Fluorescent Antibody Test), o ensaio de hemaglutinação indireta (IHA, do 

inglês Indirect Hemagglutination Test), o ensaio imunoenzimático (ELISA, inglês 

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e os testes imunocromatográficos (Chappuis et 

al., 2007; Elmahallawy et al., 2014; Savoia et al., 2015). 

De maneira geral, as técnicas imunológicas apresentam uma elevada 

sensibilidade, entretanto sua especificidade apresenta variações de acordo com o antígeno 

empregado. Como se tratam de técnicas de detecção de anticorpos, uma limitação comum 

pode ser destacada, que é a não distinção entre a infecção ativa ou passada. Essa limitação 

dificulta o diagnóstico da doença, pois, em áreas endêmicas para LV, indivíduos 

saudáveis portadores de infecção assintomática ou mesmo aqueles já tratados para a 

doença, podem apresentar níveis detectáveis de anticorpos (Ryan et al., 2002; Silva et al.,  

2011; Gidwani et al., 2011). Embora o desempenho varie entre estudos, metodologia e 

antígenos utilizados, a maioria deles combina sensibilidade e especificidade razoáveis 

(entre 80% a 100%) (Sundar & Rai, 2002). Ainda que antígenos brutos tenham sido 

amplamente empregados, seu uso apresenta limitações. Dessa forma, nos últimos anos, 

diversas proteínas recombinantes têm sido avaliadas no diagnóstico sorológico da LV 

(Sakkas et al., 2016; Griensven & Diro, 2019). 

O exame imunológico mais utilizado no Brasil é a imunofluorescência indireta 

(MS, 2014).  O kit de RIFI disponibilizado para o SUS é o IFI Leishmaniose Humana – 

Bio-Manguinhos, produzido pela Fiocruz. Estudos demonstraram que este teste 

apresentou valores de sensibilidade e especificidade variando de 88 a 92% e 80 a 83,8%, 
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respectivamente (Pedras et al., 2008; Machado de Assis et al., 2012; Peruhype Magalhaes 

et al., 2012). Embora os reagentes utilizados na RIFI sejam acessíveis, trata-se de uma 

técnica que exige técnicos treinados e infraestrutura laboratorial, o que limita seu uso na 

maioria das áreas endêmicas (Griensven & Diro, 2012). A ocorrência de reatividade 

cruzada com outras doenças, principalmente Doença de Chagas, devido à proximidade 

filogenética entre os parasitos Leishmania e Trypanosoma, também é um fator limitante 

desta técnica (Elmahallawy et al., 2014; Sakkas et al., 2016). 

Outro teste amplamente utilizado no Brasil é o teste imunocromatográfico rápido 

(IT LEISH®), utilizando o antígeno recombinante K39 (rK39). Estudos demonstraram 

que o IT LEISH® possui sensibilidade variando de 92 a 100% e especificidade variando 

de 80 a 100% (Machado de Assis et al., 2008; Peruhype Magalhaes et al., 2012). Trata-

se de um grande avanço no diagnóstico da LV, sendo um teste de simples execução, 

exigindo um treinamento mínimo e que não requer laboratório ou equipamento 

especializado. Pode ser realizado em campo e em diferentes níveis dos serviços de saúde, 

com amostras de sangue total, soro ou plasma, além de fornecer o resultado entre 10 a 20 

minutos. Entretanto, o kit não possibilita a distinção entre casos ativos ou recidiva em 

pacientes tratados, portanto, sua interpretação deve sempre ser em conjunto com a 

definição do caso clínico (WHO, 2008). 

O teste de ELISA vem sendo uma ferramenta diagnóstica para diversas doenças 

infecciosas, incluindo as leishmanioses (Sundar et al., 2002).  Dentre as vantagens do 

método está o custo relativamente baixo e o elevado rendimento, possibilitando a análise 

de várias amostras em uma única placa. Entretanto, para melhor eficiência e 

confiabilidade, tem-se a necessidade de um antígeno altamente específico para capturar 

os anticorpos gerados pela doença. Um fator importante e limitante é que a técnica requer 

uma certa infraestrutura laboratorial (Elmahallawy et al., 2014). 

A utilização de antígenos não purificados, como o extrato solúvel bruto de 

Leishmania (SLA), pode ocasionar uma baixa especificidade devido a reações cruzadas 

no teste. Para minimizar esse problema, a identificação de proteínas do parasito e a sua 

aplicação na técnica de ELISA em sua forma recombinante tem demonstrado elevado 

potencial na detecção de anticorpos da doença (Maalej et al., 2003; Sakkas et al., 2016). 

Dentre estas proteínas, o antígeno recombinante K39 (rK39), descrito pela primeira vez 

em 1993 (Burns et al., 1993), tem sido amplamente utilizado nos testes diagnósticos 

atuais. Sendo assim, o desempenho da rK39 na detecção de anticorpos por ELISA, foi 

avaliado em diversos trabalhos, demonstrando valores de sensibilidade variando de 93,3 



27 
 

 

a 100% e especificidade de 82,5 a 100% (Badaro et al., 1996; Braz et al., 2002; Maalej 

et al., 2003; Machado de Assis et al., 2012; Pedras et al., 2008; Abass et al., 2015). 

Com base neste cenário e em resultados promissores de outras proteínas 

recombinantes, a busca por antígenos a serem aplicados em testes diagnósticos de simples 

produção, manuseio e baixo custo, visando elevar ainda mais a sensibilidade e 

especificidade dos testes, ainda é de grande importância atualmente. Além disso, ainda 

vemos a necessidade da melhoria nos parâmetros de eficiência dos testes principalmente 

em áreas endêmicas para LV, visando o aumento na distinção de indivíduos saudáveis, 

de portadores de infecção assintomática ou daqueles já tratados para a doença. 

 

2.5. Proteômica e imunoproteômica 

A proteômica envolve a aplicação de tecnologias para a identificação e 

quantificação do conteúdo global das proteínas presentes em uma célula, tecido ou 

organismo. Ela tem como objetivo avaliar proteínas expressas em um sistema biológico, 

seja por sua atividade, estrutura, estado pós-traducional ou outra modificação (Domon et 

al., 2006). A técnica complementa outras tecnologias como a genômica e a 

transcriptômica, visando expor a identidade de proteínas de um organismo ou conhecer a 

estrutura e funções de uma proteína específica. A tecnologia da proteômica pode ser 

aplicada em diferentes áreas da pesquisa, como na detecção de marcadores de 

diagnóstico, candidatos para a produção de vacinas, compreensão de mecanismos de 

patogenicidade, no estudo da alteração de padrões de expressão em resposta a diferentes 

sinais e na interpretação da função de vias proteicas em diferentes doenças (Aslam et al., 

2016). A análise proteômica é realizada inicialmente através da confecção de géis 

bidimensionais (2-DE). Para tal, é realizado o preparo das amostras proteicas, seguido da 

focalização isoelétrica das proteínas e, por fim, da segunda dimensão através da 

eletroforese em SDS-PAGE (Figura 2). 

A imunoproteômica é uma técnica baseada na combinação da tecnologia 

desenvolvida para o proteoma, com a correlação de dados imunológicos e a posterior 

finalização das análises in silico utilizando genomas publicados, como os de Leishmania 

spp. O uso da imunoproteômica, associando fluidos biológicos, tais como amostras de 

soro, pode permitir a identificação de antígenos envolvidos no desenvolvimento de 

doenças, conduzindo assim à identificação de alvos biológicos. (Fernandes et al., 2012). 

Estudos já exploraram a proteômica para análise da expressão proteica e sua relação com 

a biologia do parasito Leishmania spp., bem como para a avaliação de antígenos com 
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potencial imunogênico e/ou para serem aplicados no diagnóstico sorológico da doença 

humana e canina; além da identificação de proteínas relacionadas à virulência dos 

parasitos (Coelho et al. 2012; Matrangolo et al. 2013; Brotherton et al. 2014; Magalhaes 

et al. 2014; Duarte et al., 2015).   

Diversas proteínas foram identificadas por meio dessa ferramenta, dentre elas, 

proteínas já descritas na literatura, como alvos diagnósticos, e candidatos vacinais contra 

as leishmanioses visceral e/ou tegumentar. A análise proteômica de diferentes espécies 

de Leishmania já possibilitou a identificação de diversas proteínas dos estágios 

promastigota e amastigota desse parasito (Coelho et al., 2012; Duarte et al., 2015). 

Algumas destas proteínas, como LiHyp1, LiHyp6, HRF, LiHyD, proibitina e eukaryotic 

elongation factor-1 beta, dentre outras identificadas em L. infantum por anticorpos de cães 

com LV demonstraram ter um potencial vacinal em camundongos BALB/c, induzindo 

uma elevada produção das citocinas IFN-ɣ, IL-12 e GM-CSF, e uma produção reduzida 

de IL-4 e IL-10. Além disso, também apresentaram um alto potencial antigênico para o 

diagnóstico da leishmaniose, com elevadas taxas de sensibilidade e especificidade 

(Martins et al., 2013, 2015; Lage et al., 2015, 2016; Dias et al., 2018; Santos et al., 2019). 

Proteínas foram também identificadas pela técnica de imunoproteômica em 

extratos protéicos do parasito L. braziliensis utilizando soros de pacientes com LT 

(Duarte et al.,2015). Algumas destas proteínas demonstraram elevado potencial no 

sorodiagnóstico da doença, bem como uma alta capacidade imunogênica em 

camundongos BALB/c (Duarte et al.,2016; 2017; Santos et al., 2017). 

Dessa forma,  com o conhecimento adquirido em imunoproteômica e sabendo das 

limitações para o sorodiagnóstico da LVH, o presente trabalho propôs avaliar, por meio 

da combinação das técnicas de eletroforese bidimensional, immunoblotting e 

espectrometria de massas; e utilizando amostras de soros de pacientes com LV; proteínas 

antigênicas do parasito L. infantum, para serem empregadas no sorodiagnóstico da 

doença.  



29 
 

 

 

Figura 2: Eletroforese em gel 2-DE. O processo se inicia a partir da extração total de proteínas da amostra 
biológica (1). Após a etapa de focalização isoelétrica (IEF) (2), as proteínas chegam ao seu ponto isoelétrico 
onde não possuem carga elétrica restante. As proteínas são equilibradas em um tampão contendo dodecil 
sulfato de sódio (SDS), de modo que todas elas ficam carregadas negativamente. Após a focalização, as 
proteínas são submetidas a uma corrida em gel de SDS-PAGE, sendo então separadas de acordo com as 
suas massas moleculares (3). Após a detecção das proteínas nos géis, as imagens são analisadas para 
determinar quantitativamente os spots de interesse. Os spots são excisados e submetidos à digestão com 
tripsina (4), e os peptídeos resultantes são eluídos (5) e analisados por espectrometria de massas, para 
identificação e caracterização das proteínas (6) (Adaptado de: Rabilloud& Lelong 2011). 
 

2.6. Proteínas de trabalho 

Para a validação do experimento de imunoproteômica, duas proteínas 

identificadas neste estudo nas formas promastigotas de L. infantum foram clonadas, 

expressas, purificadas e avaliadas como candidatas a antígenos marcadores para o 

diagnóstico da LVH. A partir de análises de bioinformática, confirmou-se a presença de 

epitopos específicos para linfócitos B nas proteínas demonstrando dessa forma seu 

potencial antigênico. 
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A proteína endonuclease III (rENDO) (LINF_090005600) possui uma sequência 

de 259 aminoácidos (Figura 3), os quais conferem a ela um peso molecular de 

aproximadamente 29 kDa. A proteína se trata de uma glicosilase de reparo de DNA, 

conhecida por sua atividade de reparo no dano oxidativo de pirimidinas (Mishra et al., 

2018), além de também ter sido relatada como alvo terapêutico (Moreira et al., 2017). 

A proteína GTP-binding protein (rGTP) (LINF_250020400) possui uma 

sequência de 216 aminoácidos com peso molecular de 24 kDA (Figura 4). As proteínas 

ligantes de GTP são consideradas fatores de virulência em Leishmania e seu 

envolvimento na resistência a drogas contra espécies do parasito já foi descrito na 

literatura. Tais moléculas participam das vias de secreção e/ou resposta ambiental dos 

parasitos, bem como na comunicação com a célula hospedeira durante a infecção 

(Ishemgulova et al., 2017). 

Ambas as proteínas são conservadas em diferentes espécies de Leishmania, 

entretanto, apesar de também estarem presentes em outras espécies de 

Tripanossomatídeos, elas apresentam divergências na sequência e as regiões nas quais os 

epitopos são encontrados em Leishmania não apresentam ou apresentam baixa homologia 

com os demais organismos. 

 

 

Figura 3: Sequência de aminoácidos da proteína Endonuclease III (Fonte: Banco de dados Uniprot). 
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Figura 4: Sequência de aminoácidos da proteína GTP binding (Fonte: Banco de dados Uniprot). 
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3. OBJETIVOS 

 
3.1. Objetivo geral 

Utilizar a técnica de imunoproteômica para identificar proteínas antigênicas nas 

formas amastigotas e promastigotas de Leishmania infantum que possam ser aplicadas no 

diagnóstico da leishmaniose visceral humana. 

 

3.2. Objetivos específicos  

• Realizar experimentos de immunoblotting em extratos protéicos de formas promastigotas em 

fase estacionária de crescimento e amastigotas-like de L. infantum utilizando amostras de 

soros de pacientes com LV para a pesquisa de proteínas que sejam reconhecidas por 

anticorpos presentes em tais amostras. Usar amostras de pacientes com Doença de Chagas e 

indivíduos sadios para reduzir a seleção de proteínas com reatividade cruzada. 

 

• Identificar e caracterizar, por espectrometria de massas e sequenciamento, as proteínas que 

forem reconhecidas pelos anticorpos presentes nas amostras de soros dos pacientes com LV. 

 

• Avaliar o potencial de proteínas selecionadas para o sorodiagnóstico da leishmaniose visceral 

humana.  

 

• Avaliar a eficácia prognóstica das proteínas selecionadas utilizando, para tal, amostras de 

soros de pacientes com LV antes e seis meses após o tratamento. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1     Aprovação do projeto pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG  

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG 

(COEP/UFMG) com os números de processo CAAE–323431.14.9.0000.5149. e CAAE 

67820516.8.1001.5149. 

 

4.2   Parasitos  

A espécie L. infantum (MHOM/BR/1970/BH46) foi utilizada. 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, 200U/mL de 

penicilina e 100 μg/mL de estreptomicina, em pH 7,4. Os parasitos foram cultivados a 

24°C e repiques das culturas foram efetuados de cinco em cinco dias, período em que os 

parasitos se apresentavam em fase logarítmica de crescimento. Estoques de parasitos 

foram mantidos em nitrogênio líquido a -196ºC. 

 

4.3    Preparo do extrato antigênico de Leishmania infantum  

O extrato solúvel antigênico (SLA) de L. infantum, foi preparado como descrito 

previamente por Coelho et al. (2003). As culturas de formas promastigotas de L. infantum 

foram quantificadas e centrifugadas a 2.000 x g por 10 minutos (min). Posteriormente, o 

sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com PBS 1x estéril; sendo que uma nova 

centrifugação foi realizada a 2.000 x g por 10 min, a 4ºC. Esse passo foi realizado por três 

vezes. Após a última centrifugação, o pellet foi congelado a -80°C até o momento do 

preparo do SLA.  

 

4.4    Cultivo de formas amastigotas-like 

Para a obtenção das formas amastigotas-like, 1 x 109 formas promastigotas em 

fase estacionária de crescimento de L. infantum foram centrifugadas a 2.000 x g por 10 

min, e lavadas com PBS 1x estéril. Após a lavagem, o pellet formado foi ressuspendido 

em 5 mL de soro fetal bovino inativado e incubado por 48 horas em estufa de CO2 a 

37°C. Após o período, as culturas contendo as formas amastigotas-like foram 

centrifugadas a 2.000 x g por 10 min e, posteriormente, lavadas três vezes com PBS 1x 
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estéril. O pellet foi congelado a -80°C, até o momento do uso. A morfologia dos 

parasitos foi observada em microscópio óptico binocular. 

 

4.4.1 Preparo do extrato total de proteínas 

O extrato total de formas promastigotas estacionárias e amastigotas-like de L. 

infantum, assim como os géis bidimensionais, foram realizados utilizando os protocolos 

modificados de Lewis et al. (2000) e Coelho et al. (2012). Os parasitos (1010 células) 

foram lavados três vezes em solução de Tris-HCl 40 mM, pH 7.2, por meio de 

centrifugação a 5000 × g por 10 minutos a 4 °C.  Os pellets foram ressuspendidos em 

tampão de lise contendo 7M de ureia, 2M de tioureia, 4% de colamidopropil 

dimetilamônio-1-propanossulfonato (CHAPS), ditiotreitol 40 mM (DTT), 2% de tampão 

IPG (pH 4-7) , 40 mM de Tris e coquetel inibidor de protease (Protease Inhibitor Cocktail, 

GE Healthcare). As amostras foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente e 

agitadas com auxílio de um vortex ocasionalmente. A purificação foi realizada por 

precipitação de proteínas usando o kit 2D Clean UpKit (GE Healthcare) seguindo as 

instruções do fabricante. A concentração do extrato proteico total obtido foi realizada por 

meio do kit 2-D Quant-Kit (GE Healthcare), e alíquotas foram congeladas a -80°C até o 

momento do uso. 

 

4.4.2 Focalização isoelétrica 

Para a eletroforese de primeira dimensão, 150 μg de extrato total de proteínas foi 

adicionado a um volume final de 250 μL de solução de reidratação (GE Healthcare, 

Upsala, Sweden) com 1% de tampão de imobilização de gradiente de pH (IPG-buffer, pH 

4-7). Posteriormente, as amostras foram aplicadas nas strips (7 cm, pH 4-7; GE 

Healthcare) para hidratação passiva à temperatura ambiente. Após a hidratação do gel 

por, no mínimo, 12 horas e, no máximo, 20 horas; a focalização isoelétrica foi realizada 

utilizando o equipamento Ettan IPGphor 3 system, a 300 V por 200 V/h; 1.000 V por 300 

V/h; 5.000 V por 4.800V/h; e mantendo a 5.000 V por 3.000 V/h. Após a focalização, 

cada strip foi incubada por 15 min em uma solução contendo 50 mM de Tris-HCl, pH 

8,8; 6 M de ureia, 30% (v/v) glicerol, 2% (p/v) de SDS, 0.002% de azul de bromofenol, 

e 125mM de DTT visando a redução das proteínas; seguido de uma segunda incubação 

com a mesma solução utilizando 125 mM de iodacetamida no lugar do DTT, que promove 

a alquilação das proteínas.  
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4.4.3 Gel SDS-PAGE 12% 

As strips foram transferidas para um gel 12% de poliacrilamida e seladas com 

solução contendo agarose (25 mM Tris base, 192 mM glicina, 0.1% SDS, 0.5% agarose, 

0.002% bromophenol blue), tendo sido utilizado o padrão de peso molecular de proteínas 

(BenchMark™ Protein Ladder, Invitrogen). A eletroforese foi realizada utilizando 

tampão de corrida (25 mM de Tris-HCl, 192 mM de glicina e 0.1% de SDS, em pH 8), 

sob voltagem constante de 30 mA/gel. O sistema Mini-PROTEAN® Tetra Vertical 

Electrophoresis Cell - BioRad foi utilizado para a eletroforese. Os géis 2-DE foram 

corados com Comassie Brilhante G-250, conforme descrito (Neuhoff et al. 1988). 

 

4.4.4 Amostras de soros 

Para os experimentos de immunoblotting, amostras de pacientes com diagnóstico 

confirmado de LVH (n=15) e soros de indivíduos não infectados que residem em área 

endêmica da doença (n=15, Belo Horizonte) foram utilizados. O diagnóstico foi 

confirmado por meio de parâmetros clínicos, sorológicos e pelo diagnóstico 

parasitológico por PCR de aspirados do baço ou medula óssea. Além disso, nenhum dos 

pacientes havia sido tratado quando do momento da coleta das amostras. Os indivíduos 

não infectados, não apresentavam nenhum sinal clínico ou suspeita de leishmaniose, 

sendo então utilizados como controles. Soros de pacientes com doença de Chagas foram 

também utilizados como controle para reatividade cruzada (n=15). A infecção foi 

confirmada por hemocultura e pela associação com o kit de ELISA recombinante 

Chagatest® v.4.0kit, e pelo kit de inibição da hemoagluitinação Chagatest® (Wiener 

Lab., Rosario, Argentina). 

Para os experimentos de ELISA para validação de antígenos selecionados, foram 

obtidas amostras de soro de pacientes com LV (n=30, incluindo 16 homens e 14 mulheres 

com idades entre 29 e 63 anos), coletadas em região endêmica da doença (Belo 

Horizonte). Os pacientes foram diagnosticados por avaliação clínica, sorológica e 

demonstração da presença de kDNA de L. infantum em aspirados do baço ou medula 

óssea pela técnica de PCR. Soros de indivíduos sadios residentes em área endêmica de 

LV (n=30, incluindo 18 homens e 12 mulheres com idades entre 21 e 56 anos; Belo 

Horizonte) e não endêmica da doença (n=30, incluindo 15 homens e 15 mulheres com 

idades variando de 19 a 49 anos; Poços de Caldas) foram também utilizados. Tais 

indivíduos não apresentavam sinais clínicos da doença e mostraram resultados 

sorológicos negativos. Também foram obtidas amostras de soros de pacientes com doença 
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de Chagas (n=25, incluindo 15 homens e 10 mulheres com idades entre 29 e 60 anos), 

com infecção confirmada por hemocultura, Kit ELISA recombinante Chagatest® v.4.0 

recombinante ou pelo kit de inibição de hemaglutinação Chagatest® (Wiener Lab., 

Rosario, Argentina). 

Amostras de pacientes com Paracoccidioidomicose (n=10, incluindo seis homens 

e quatro mulheres com idades variando de 26 a 55 anos) foram também utilizadas no 

estudo. O diagnóstico foi realizado por exame clínico e cultura positiva de 

Paracoccidioides. Amostras de soros de pacientes com Hanseníase (n=20, incluindo 12 

homens e oito mulheres, com idades de 24 a 57 anos), com diagnóstico confirmado por 

avaliação clínica, teste rápido de ML Flow e histopatologia da lesão, bem como amostras 

de pacientes com Aspergilose (n=10, incluindo cinco homens e cinco mulheres, com 

idades entre 22 e 47 anos), Tuberculose (n=10, incluindo seis homens e quatro mulheres 

com idades variando de 38 a 67 anos) e Malária (n=10, incluindo sete homens e três 

mulheres com idades de 20 a 46 anos) também foram utilizadas. 

 

4.5   Immunoblotting e análise dos spots 

Para seleção dos spots de proteínas por immmunoblotting, o extrato total de formas 

promastigotas ou amastigotas-like de L. infantum foram separados por géis 2-DE e 

transferidos para membranas de nitrocelulose (Schleicher & Schull, Dassel, Germany), 

em tampão de transferência por 2 horas e a 400 mA. As membranas foram bloqueadas 

com 5% (p/v) de leite em pó desnatado, diluído em solução TBS-T (20 mM de Tris, 200 

mM de NaCl e 0,05% de Tween 20), por 2 horas e à temperatura ambiente. Após, as 

membranas foram lavadas cinco vezes (10 minutos cada lavagem) com uma solução de 

TBS-T e incubadas separadamente com os pools de soros de pacientes com LV, de 

indivíduos saudáveis de área endêmica de LV e de pacientes com doença de Chagas. As 

amostras foram diluídas em TBS-T a 2% (p/v) em leite em pó desnatado (1:400), e uma 

incubação foi processada por 2 h, à temperatura ambiente. Após, as membranas foram 

lavadas cinco vezes (10 minutos cada) com TBS-T e incubadas com conjugado anti-IgG 

humano ligado a peroxidase (Anti-Human IgG whole molecule-peroxidase antibody, 

Sigma Aldrich; 1:5.000, diluído em TBS-T) por 2 horas e à temperatura ambiente. Após, 

as membranas foram lavadas cinco vezes com TBS-T, e a revelação dos spots reativos foi 

realizada utilizando o reagente ECLTM Western Blotting Detection e o equipamento 

ImageQuant LAS4000 device (GE Healthcare). Para a análise dos géis, os mesmos foram 

escaneados utilizando o ImageScanner III (GE Healthcare) e os spots que foram 
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reconhecidos apenas pelos soros de pacientes com LV foram extraídos manualmente para 

a posterior identificação das proteínas. Os géis 2-DE e immunoblots foram realizados em 

triplicata.  

 

4.6   Extração de spots, digestão proteica e extração dos peptídeos 

Os spots selecionados foram excisados manualmente e os fragmentos foram 

descorados em solução de acetonitrila 50% e bicarbonato de amônio 25 mM, pH 8.0. Em 

seguida, foi realizada a desidratação do gel adicionando 200 μL de solução de acetonitrila 

100%. Após a desidratação, os fragmentos foram incubados com 50 μL de solução de 

protease (20 ng/mL de tripsina em 25 mM bicarbonato de amônio; Promega, USA), por 

30 min e em banho de gelo. O excesso da solução de proteases foi removido e trocado 

por solução de 25 mM de bicarbonato de amônio. A digestão foi realizada por 18 horas e 

a 37°C. A extração dos peptídeos foi realizada duas vezes por 15 minutos utilizando 30 

μL de uma solução composta por 50% de acetonitrila e 5% de ácido fórmico. O material 

foi concentrado em Speed-Vac (Savant, USA), para um volume de 10 μL. As amostras 

foram passadas em colunas de Zip-Tip (C18 resin; P10, Millipore Corporation, Bedford, 

MA), para a remoção dos sais. A eluição dos peptídeos da coluna ocorreu em acetonitrila 

50% e ácido trifluoroacético 0.1%. As amostras foram armazenadas em freezer -20oC, 

para posterior análise por espectrometria de massas.  

 

4.7   Espectrometria de Massas por MALDI-TOF/TOF 

Para determinar o espectro de MS dos spots selecionados, os peptídeos excisados 

dos géis foram colocados em AnchorChips de 600 μm (Bruker Daltonics). As amostras 

(1 μL) foram aplicadas em duplicata, na placa de MALDI e, em seguida, foi adicionada 

uma matriz de ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico 5 mg/mL, diluído em 3% TFA e 50% 

acetonitrila, que continha 2 mM de fosfato de amônio. Todas as amostras foram deixadas 

secar ao ar em temperatura ambiente e, 0,1% de TFA foi usado para lavagem. Todas as 

amostras foram analisadas sob modo de operação refletido/positivo, por meio de um 

espectrômetro de massa MALDI TOF / TOF Ultraflex III (Bruker, Daltonics, Alemanha). 

Os espectros de massas foram adquiridos após 200 disparos de laser consecutivos, a uma 

frequência de 100 Hz e a detecção das massas foi realizada na faixa de 1000 a 4000 m/z. 

As massas dos peptídeos foram medidas como massas monoisotópicas. Os picos de MS 

com as maiores intensidades foram selecionados para análise de fragmentação por 

MS/MS.   
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4.8   Identificação das proteínas e pesquisa em banco de dados 

Os espectros resultantes foram processados e visualizados usando software 

FlexAnalisis, versão 2.4 (Bruker Daltonics). As sequências de aminoácidos das proteínas 

e dos peptídeos foram comparadas com outras sequências disponíveis no banco de dados 

NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) com a seleção do organismo Leishmania 

(taxid:5658). Espectros de baixa qualidade não foram considerados para a pesquisa no 

banco de dados, sendo apenas utilizadas sequências confiáveis de peptídeos sequenciados 

para a correta identificação por alinhamento. As sequências dos peptídeos foram 

estendidas para o local mais próximo de clivagem tríptica e a coincidência entre as massas 

teórica e experimental, além da qualidade do alinhamento foram consideradas como 

critérios para identificação. De acordo com os resultados obtidos, os seguintes parâmetros 

para seleção das proteínas foram utilizados: “total score, query coverage e E value”. 

 

4.9   Predição de epitopos específicos de linfócitos B 

Epitopos lineares específicos para linfócitos B foram preditos em algumas 

proteínas de L. infantum identificadas nas formas promastigotas deste estudo, a fim de 

verificarmos a presença de peptídeos específicos e verificar a possibilidade de utilização 

das proteínas em experimentos de ELISA. Para tal, ferramentas de bioinformática e o 

software Bepipred 1.0, foram utilizados (Larsen et al., 2006). Duas proteínas foram 

selecionadas, clonadas, expressas e purificadas para a posterior validação do seu potencial 

antigênico no diagnóstico sorológico da LVH em experimentos de ELISA. 

 

4.10  Obtenção e análise das sequências das proteínas selecionadas 

As sequências de nucleotídeos e aminoácidos das proteínas Endonuclease III 

(LinF_090005600) e GTP-binding protein (LinF_250020400) foram obtidas no banco de 

dados do TriTrypDB (http://tritrypdb.org). Para analisar a conservação da proteína dentre 

o genoma de outros organismos foi realizado um alinhamento através da ferramenta de 

bioinformática BLAST. Partindo da sequência gênica codificadora das proteínas, dois 

pares de iniciadores foram desenhados para permitir a amplificação dos genes de 

interesse, por meio da técnica de PCR. Os primers Forward e Reverse (Eurofins 

mwg/operon), descritos abaixo, foram desenhados de acordo com a sequência da região 

ORF do DNA genômico para L. infantum. Sítios para as enzimas de restrição NheI e 

BamHI foram adicionados. 
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Endonuclease III  

F → (5’- TGCTGCTAGCATGAGTAAACACTCCTTT -3’) 

R → (5’- TCATGGATCCTCACTTTATGCGTCTCTT -3’) 
 

 

GTP-binding protein 

F → (5’- TGCTGCTAGCATGCAACAGGCACCCT -3’) 

R → (5’- TCATGGATCCTCACTCGTCATCGCCCAT -3’) 

 

4.11 Clonagem do gene das proteínas endonuclease III e GTP-binding protein 

4.11.1 Extração do DNA genômico dos parasitos 

A cepa MHOM/BR/1970/BH46 de L. infantum foi cultivada de acordo com 

protocolo descrito por Coelho et al. (2003). O DNA genômico foi extraído conforme com 

o kit Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega). Para verificar a qualidade e a 

quantidade do material obtido, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 1% peso 

por volume (p/v) em tampão TAE (constituído de Tris 40mM, ácido acético 20 mM e 

EDTA 1 mM). O gel foi submetido a uma corrente de 80 volts (V) e corado com brometo 

de etídio (10 µg/mL). A dosagem do DNA foi realizada no equipamento NanoDrop™ 

Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific™) e a amostra armazenada a -80°C. 

 

4.11.2 Amplificação das sequências gênicas por PCR 

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

oligonucleotídeos iniciadores complementares aos fragmentos. Sítios de restrição para as 

enzimas NheI e BamHI foram inseridos na sequência dos genes que codificam ambas as 

proteínas. A reação de amplificação do gene de interesse foi realizada utilizando o kit 

GoTaq DNA Polymerase, de acordo com as instruções do fabricante (Promega). A 

termociclagem foi padronizada em um termociclador (T100TM Thermal Cycler, BioRad), 

utilizando-se os seguintes parâmetros: 

Passo 1 – Desnaturação a 95°C por 5 min. 

Passo 2 – Desnaturação a 95°C por 45 seg; 

                 Anelamento a 55°C por 45 seg;          30 ciclos 

                 Extensão a 72°C por 120 seg. 
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Passo 3 – Extensão final a 72°C por 5 min. 

 

Após a reação, os produtos da PCR foram aplicados em gel de agarose 1% 

corado com brometo de etídio. O produto da PCR foi extraído go gel por meio do kit 

Invisorb® Fragment CleanUp (Invitek) e quantificado utilizando o aparelho 

NanoDrop™ Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific™). 

 

4.11.3 Ligação do gene em pGEM®-T Vector Systems 

Os produtos da amplificação dos genes das proteínas Endonuclease III (rENDO) 

e GTP-binding protein (rGTP) foram ligados individualmente ao vetor de clonagem 

pGEM®-T Vector Systems de acordo com as instruções do fabricante (Promega). A 

ligação do inserto ao vetor ocorreu a 4°C, durante 16 h. 

 

4.11.4 Preparo e transformação de bactérias Escherichia coli XL1blue 

Células competentes E. coli XL1blue foram preparadas através da técnica de 

cloreto de cálcio, segundo Sambrook et al. (1989). A transformação das bactérias 

XL1blue foi realizada através de choque térmico com os plasmídeos pGEM-rENDO e  

pGEM-rGTP e plaqueadas individualmente em meio Luria Bertani (LB) sólido 

(Triptona 10g/L, Extrato de levedura 5g/L e Cloreto de Sódio 5g/L acrescido de 15g/L 

de ágar) como sugerido pelo fabricante (Agilent Technologies). 

 

4.11.5  Extração do DNA plasmidial 

Após a incubação das placas por 16 h a 37ºC, clones positivos foram 

selecionados a fim de se realizar a extração dos seus DNAs plasmidiais. As colônias 

selecionadas foram replicadas em meio LB líquido com ampicilina (100 μg/mL) e seus 

DNAs plasmidiais extraídos através do kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA 

Purification System (Promega).  Os produtos do Miniprep foram quantificados no 

aparelho NanoDrop™ Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific™) e a digestão dos 

plasmídeos foi realizada com as endonucleases de restrição NheI e BamHI (Promega) 

de acordo com protocolo do fabricante (Promega). Os produtos foram confirmados em 

gel de agarose 1% corado com brometo de etídio e as respectivas bandas obtidas foram 

excisadas e purificadas com o kit Invisorb® Fragment CleanUp (Invitek). 
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4.11.6 Sequenciamento dos genes 

Após a clonagem em vetor pGEM-T®, amostras dos plasmídeos purificados foram 

separadas para a realização do sequenciamento automático de DNA de alta qualidade e 

para a confirmação da identidade dos insertos e dos vetores (pGEM-T). O 

sequenciamento foi realizado em MegaBACE 1000 DNA Sequencing System (GE 

Healthcare). 

 

4.11.7 Clonagem do gene em vetor de expressão 

Os insertos e o plasmídeo de expressão [ENDO - pET28a (+) (Addgene) e GTP - 

pET28a (+)] foram digeridos com as enzimas de restrição descritas no item 3.14.5 de 

acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante. A amostra foi confirmada em gel de 

agarose 1% e purificada com o kit Invisorb® Fragment CleanUp (Invitek). A ligação foi 

realizada com a enzima T4 ligase, como sugerido pelo fabricante (Promega). Para a 

transformação por choque térmico, bactérias BL21 (DE3; Agilent Technologies,USA) 

foram utilizadas, seguindo o protocolo sugerido pelos fabricantes e plaqueadas em meio 

de cultura LB sólido acrescido de antibióticos específicos. As colônias crescidas na placa 

foram selecionadas e replicadas em meio de cultura LB, com os devidos antibióticos e 

então foram submetidas à reação de PCR utilizando 2 pg de iniciadores específicos para 

a região T7 do vetor e a enzima GoTaq® DNA Polymerase (Promega) para confirmar a 

presença do amplicon no sítio de clonagem. Um gel de agarose 1% foi realizado para a 

confirmação da presença dos insertos. Alíquotas das bactérias transformadas e que 

continham os insertos foram estocadas em glicerol 15% e a -80°C. 

 

4.12 Expressão e purificação das proteínas recombinantes 

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

piloto utilizando 10 mL de cultura das bactérias transformadas. Após a densidade óptica 

(DO) das culturas alcançarem aproximadamente uma leitura de 0.4 a 0.6, em 

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

correspondente ao tempo não induzido. As culturas foram induzidas com 0,5 mM de 

IPTG (isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside, Promega), e alíquotas de 1 mL foram 

retiradas 1, 2, 3 e 4 horas após a indução para posterior confirmação da expressão em gel 
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SDS-PAGE. As proteínas foram expressas em maior concentração após um período de 3 

h de indução, em temperatura de 37°C.  

Para a purificação em larga escala, a expressão da proteína foi realizada em 2L de 

cultura. A lise das bactérias foi realizada em sonicador (Desruptor de Célula Ultrassônico 

- Modelo: DES500 - Unique) com 6 pulsos de 90MHz. As proteínas foram purificadas 

por cromatografia de afinidade em colunas de níquel e as amostras finais obtidas foram 

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

filtração (SuperdexTM  200- GE Healthcare) e em seguida, passadas em uma coluna de 

agarose-polimixina (Sigma), para remoção de qualquer endotoxina residual da bactéria. 

As amostras purificadas foram aplicadas em gel SDS-PAGE 12% para confirmação do 

peso molecular e dosadas pelo método colorimétrico do Ácido Bicinconínico (BCA) 

utilizando o kit BCA Protein Assay Reagent (Thermo Scientific, Waltham, EUA), de 

acordo com as recomendações do fabricante.  

 

4.13  Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 

As amostras obtidas nos ensaios de expressão e purificação foram submetidas à 

separação por eletroforese em géis desnaturantes (SDS-PAGE 12,5%) em sistema de 

eletroforese vertical, Mini-PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis Cell (BioRad). Os 

géis de separação foram preparados utilizando as soluções Bis-acrilamida 40%, diluída a 

12,5% v/v e 1,5 M de Tris-HCl pH 8.8, 0,4% de SDS. A polimerização dos géis ocorreu 

com a adição de 0,5% (v/v) de persulfato de amônio e 0,05% (v/v) de TEMED. Os géis 

de concentração foram preparados 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 (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 eletroforética. 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, os géis 

foram incubados com solução corante Coomassie Blue (Comassie Brilliant Blue R-250 

0,1% p/v, Comassie 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 lavagens sucessivas em solução 
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descorante (ácido acético 10%, metanol 30% e água destilada 60%), possibilitando a 

visualização das bandas proteicas no gel. 

 

4.14 Experimentos de ELISA 

Foram realizadas curvas de titulação para determinar as concentrações 

apropriadas dos antígenos e as diluições dos anticorpos primário e secundário a serem 

utilizadas nos testes. Para avaliar a capacidade diagnóstica dos dois antígenos 

selecionados nos experimentos de imunoproteômica placas de 96 poços (Nunc, 

Nunclon®) foram sensibilizadas por 16 horas a 4ºC com os antígenos rENDO, rGTP e 

SLA L.infantum (nas concentrações de 0,5 μg, 0,25 μg  e 1,0 μg por poço,  

respectivamente) diluídos em tampão de sensibilização (carbonato de sódio 0,1 M e 

bicarbonato de sódio 0,05 M, pH 9.6), volume final de 100 μL por poço. Após a 

sensibilização, as placas foram bloqueadas com 250 μL de solução de PBS 1x 0,05% 

Tween 20 (PBS-T), acrescido de 5% de albumina sérica bovina (BSA) por 1 hora e a 

37ºC. Após o bloqueio, as placas foram lavadas cinco vezes com solução de lavagem 

(PBS-T) e, em seguida, 100 μL da diluição dos soros humanos (diluídos previamente a 

1:400 em PBS-T acrescido de 0,25% de BSA) foram adicionados aos poços e a incubação 

ocorreu por 1 hora e a 37ºC. As placas foram lavadas cinco vezes com PBS-T e, em 

seguida, 100 μL do anticorpo anti-IgG humano peroxidase (Sigma-Aldrich, Saint Louis, 

USA), diluído 1:20.000 em PBS-T 0,25% de BSA, foram adicionados aos poços e a 

incubação ocorreu novamente por 1 hora e a 37ºC. Em seguida, as placas foram lavadas 

cinco vezes com a solução de lavagem e, posteriormente, 100 μL da solução reveladora 

composta por 10 mL de tampão citrato-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 2 μL de 

H2O2, foram adicionados aos poços. 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 DO foram lidos em um leitor de microplacas de ELISA 

(Molecular Devices, Spectra Max Plus, Canadá), usando 492 nanômetros como 

comprimento de onda.  

 

4.15  Acompanhamento sorológico após tratamento 

  Para avaliar a reatividade sorológica das proteínas rGTP e rENDO em 

experimentos de ELISA após o tratamento dos pacientes, amostras de soros de pacientes 

com LV tratados e não tratados foram coletadas (n=10, incluindo seis homens e quatro 
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mulheres, com idades entre 32 e 57 anos) antes e seis meses após o tratamento usando 

antimoniais pentavalentes (Glucantime, Sanofi Aventis Farmacêutica Ltda., Suzano, São 

Paulo, Brasil). Todos os pacientes foram submetidos ao mesmo regime terapêutico, 

utilizando o medicamento na dose de 20 mg Sb5+ por kg, durante 30 dias, e nenhum deles 

sofria de outras infecções ou apresentava doenças pré-existentes. Após o fim do 

tratamento, todos os pacientes se apresentaram livres de qualquer sintoma de doença. Os 

níveis de anticorpos IgG foram determinados antes e após o tratamento frente as proteínas 

recombinantes e ao SLA de L. infantum como controle. 

 

4.16  Análise estatística 

  Os resultados foram inseridos em planilhas do Microsoft Excel (versão 10.0) e 

analisados no GraphPad Prism ™ (versão 6.0 para Windows). Curvas ROC (Receiver 

Operating Characteristic) foram construídas para obtenção da sensibilidade, 

especificidade, área sobre a curva (AUC) e o likehood ratio (LR); bem como o ponto de 

corte do teste (cut-off). As análises estatísticas foram realizadas pela análise de variância 

unidirecional (ANOVA), seguida pelo pós-teste de Bonferroni para comparações 

múltiplas entre os grupos. As diferenças foram consideradas significantes quando P<0,05. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
Os resultados e discussão serão apresentados sob a forma de artigo científico 

publicado, 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). 

 

5.1. Apresentação do artigo 

 
LAGE, D.P.; LUDOLF, F.R.; SILVEIRA, P.C.; MACHADO, A.S.; RAMOS, F.F.; 

DIAS, D.S.; RIBEIRO, P.A.F.; COSTA, L.E.; VALE, D.L.; TAVARES, G.S.V.; 

MARTINS, V.T.; CHÁVEZ-FUMAGALLI, M.A.; CALIGIORNE, R.B.; CHAVES, 

A.T.; GONÇALVES, D.U.; ROCHA, M.O.C.; DUARTE, M.C.; COELHO, E.A.F. 

Screening diagnostic candidates from Leishmania infantum proteins for human 

visceral leishmaniasis using an immunoproteomics approach. v. 146, n. 11, p. 1467–

1476, 2019 DOI: 10.1017/S0031182019000714. 

 
 
 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31142384/
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS E CONCLUSÃO 

 
Considerando os resultados obtidos neste projeto, podemos concluir que a análise 

imunoproteômica realizada nos extratos proteicos de formas promastigotas estacionárias 

e amastigotas-like de Leishmania infantum permitiu a identificação de 29 e 21 proteínas 

em tais estágios dos parasitos, respectivamente. Dois antígenos foram selecionados e 

avaliados em experimentos de ELISA, onde demonstraram elevada sensibilidade e 

especificidade para o diagnóstico da LVH. Os antígenos exibiram ainda um diferencial 

ao apresentarem menor reatividade sorológica em pacientes curados e tratados com LV, 

criando a possibilidade da utilização dos mesmos sob a forma de prognóstico da doença. 
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7. PERSPECTIVAS 
 

• Avaliar os antígenos rENDO e rGTP em outras plataformas diagnósticas, tais como 

tiras imunocromatográficas e avaliar sua efetividade no sorodiagnóstico da LVH. 

 

• Avaliar outras proteínas identificadas no trabalho e preparar genes quiméricos 

responsáveis pela codificação de epitopos específicos de células B para utilização no 

diagnóstico da doença. 
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9. ANEXOS 
 
9.1 Comprovantes de aprovação do projeto pelo COEP da UFMG. 
 
Anexo 1: 
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Human Visceral Leishmaniasis” pelo periódico internacional Vaccines. 
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