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RESUMO 

 

Leishmanioses são doenças infecciosas negligenciadas que acarretam sérios 

problemas de saúde pública. Podem ser classificadas em duas categorias: 

leishmaniose tegumentar (LT) e leishmaniose visceral (LV); cada uma com 

manifestações clínicas específicas. Em áreas onde a LV é uma zoonose, cães 

domésticos desempenham importante papel de reservatório do parasito Leishmania, 

contribuindo para a transmissão entre o vetor flebotomíneo e mamíferos. O 

diagnóstico da LV ainda representa um desafio, seja pela dificuldade de diferenciação 

clínica ou pela variação na sensibilidade e especificidade dos testes. Nesse sentido, 

o presente estudo utilizou a bioinformática para selecionar epítopos lineares 

específicos de células B de quatro proteínas de Leishmania infantum, que foram 

previamente demonstradas como antigênicas para LV, com o objetivo de produzir uma 

nova proteína quimérica e avaliá-la no diagnóstico da LV canina (LVC). Sete epítopos 

de células B foram preditos e usados para construir a quimera chamada “B1”, que foi 

produzida e avaliada sob a forma recombinante por ELISA contra painel sorológico 

canino. Resultados mostraram que a quimera B1 apresentou ótimos valores de 

sensibilidade e especificidade para diagnóstico da LVC. Em adição, o estudo também 

selecionou epítopos específicos de células B de proteínas identificadas em L. infantum 

e L. braziliensis para geração de outra quimera chamada “B2”, no intuito de avaliá-la 

no diagnóstico da LV e LT humana. Experimentos de ELISA usando painel sorológico 

humano mostraram também elevados valores de sensibilidade e especificidade no 

diagnóstico de ambas as doenças. Em conclusão, os achados preliminares permitem 

sugerir que as quimeras B1 e B2 possuem potencial antigênico para o diagnóstico da 

leishmaniose canina e humana. Estudos adicionais são necessários para avaliar as 

quimeras frente a condições de campo e em outras plataformas diagnósticas de teste 

rápido. 

 

Palavras-chave: leishmaniose visceral, ELISA, diagnóstico, quimera recombinante, 

sensibilidade, especificidade. 

 

 

 



 
 

 
 

ABSTRACT 

 

Leishmaniases are neglected infectious diseases that causes serious public health 

problems. This disease complex can be classified into two main clinic categories: 

tegumentary leishmaniasis (TL) and visceral leishmaniasis (VL); each one with specific 

clinical manifestations. In areas where VL is a zoonosis, domestic dogs play an 

important role as reservoir for the Leishmania parasite, contributing to transmission 

between the phlebotomine vector and mammals. The diagnosis of VL remains a 

challenge, either due to the difficulty of clinical differentiation or to the variable 

sensitivity and specificity of the tests. In this context, the present study, we used 

bioinformatics to select specific linear B cell epitopes of four Leishmania infantum 

proteins, which were previously showed to be antigenic for VL, with the aim of 

producing a new chimeric protein and evaluating it for the diagnosis of canine VL 

(CVL). Seven B cell epitopes were predicted and used to construct the chimera called 

“B1”, which was produced and evaluated in a recombinant format by ELISA against a 

canine serological panel. Results showed that chimera B1 presented excellent 

sensitivity and specificity values for the diagnosis of CVL. In addition, the study also 

selected specific B cell epitopes from L. infantum and L. braziliensis proteins for the 

generation of another chimera called “B2”, with the aim of evaluating it for the diagnosis 

of human leishmaniasis. ELISA experiments using a human serological panel showed 

high sensitivity and specificity values for the diagnosis of both TL and VL. In conclusion, 

preliminary findings suggest that chimeras B1 and B2 have antigenic potential for the 

diagnosis of canine and human leishmaniasis. Additional studies are needed to 

evaluate the chimeras under field conditions and in other rapid test diagnostic 

platforms. 

Keywords: visceral leishmaniasis, ELISA, diagnosis, recombinant chimera, 

sensitivity, specificity. 
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1. INTRODUÇÃO 

As leishmanioses são doenças infecto-parasitárias causadas por parasitos 

protozoários do gênero Leishmania, que estão entre as principais doenças 

negligenciadas em países em desenvolvimento (PAHO, 2024). Com mais de 20 

espécies do parasito conhecidas por causar leishmanioses (Grimaldi e Tesh, 1993), 

elas são amplamente distribuídas em várias regiões do mundo, incluindo países das 

Américas do Sul e Central, África, Ásia e Europa (PAHO, 2024). As leishmanioses 

podem ser classificadas em dois grandes grupos clínicos: a leishmaniose tegumentar 

(LT), cuja forma clínica mais comum é a leishmaniose cutânea (LC); e a leishmaniose 

visceral (LV) (Da Silva, et al., 2017; Moosavian et al., 2019; Figueiredo et al., 2022). 

Estimativas da Organização Mundial da Saúde (OMS) indicam que mais de 1 

bilhão de pessoas vivem em áreas endêmicas, com 50.000 a 90.000 novos casos de 

LV sendo registrados anualmente, dos quais apenas 25% a 45% são relatados. Para 

a LT, os números variam de 60.000 a 1 milhão de novos casos anuais (WHO,2024). 

Nesse contexto, as leishmanioses são consideradas enfermidades emergentes, com 

sintomas que variam de lesões cutâneas únicas a manifestação visceral e fatal da 

doença (MSF, 2023; OMS, 2023).  

Em relação ao parasito causador, este possui ciclo de vida dimórfico, ou seja, 

se apresenta sob duas formas morfológicas distintas: amastigota e promastigota 

(Sacks e Kamhawi, 2001; Sacks e Sher, 2002). Além disso, são heteroxênicos, 

oscilam os estágios de vida entre hospedeiros mamíferos e invertebrados (Quinnell e 

Courtenay, 2009; Roque e Jansen, 2014). Ressalta-se que o principal reservatório 

urbano do parasito é o cão, e por existir uma relação direta entre a incidência de 

leishmaniose nesses animais e no homem, o controle da doença necessita de um 

diagnóstico precoce e eficaz, para que medidas cabíveis possam ser executadas. 

Geralmente, o diagnóstico é realizado pela combinação entre a avaliação dos sinais 

clínicos com exames laboratoriais, tais como testes sorológicos, parasitológicos 

convencionais e moleculares (Larois, et al., 2021).  

Diante dos desafios apresentados pelas formas clínicas das doenças, o 

diagnóstico precoce e eficaz é fundamental (OMS, 2024). Com relação ao diagnóstico 

da LV canina (LVC) no Brasil, o Ministério da Saúde protocolou, por meio da da Nota 

Conjunta de 01/2011, o uso do teste imunocromatográfico Dual Path Platform (DPP) 
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como uma ferramenta de triagem inicial. Para a confirmação do dignóstico, o ensaio 

imunoenzimático (ELISA) é utilizado (Souza-Filho et al., 2016).  

No caso das formas de leishmaniose humana, o diagnóstico segue abordagens 

diferentes. Para LT, deve ser realizado o diagnóstico parasitológico (Brasil, 2023), 

uma vez que no sorodiagnóstico pacientes geralmente apresentam baixos níveis de 

anticorpos antileishmanial, principalmente aqueles que desenvolvem a LC. Como 

consequência, baixa sensibilidade é encontrada quando testes imunológicos são 

aplicados nestes casos (Romero et al., 2005; Fagundes-Silva et al., 2012). Por outro 

lado, para o diagnóstico da LV, o Sistema Único de Saúde (SUS) disponibiliza 

principalmente duas técnicas: o diagnóstico parasitológico e o imunológico, utilizando 

testes como a reação de imunofluorescência indireta (RIFI) e imunocromatografia. 

Essas metodologias são amplamente utilizadas em unidades de saúde pública para 

detectar a forma visceral da doença. De outra forma, os testes moleculares, como a 

reação em cadeia da polimerase (PCR), embora mais sensíveis, não são amplamente 

disponíveis no SUS, sendo limitados a laboratórios de referência e centros 

especializados (Fiocruz, 2022; Brasil, 2023). 

A técnica de ELISA, por sua vez, é a mais comumente aplicada dentre os 

exames laboratoriais, embora a sensibilidade e especificidade dependam do antígeno 

utilizado. Uma vantagem é o fato da técnica ser de fácil execução e possibilitar a 

avaliação de diversas amostras ao mesmo tempo (Elmahallawy et al., 2014). Existe 

um teste no Brasil baseado em extrato antigênico solúvel de Leishmania (SLA) de 

Leishmania major, o kit EIE-CVL® (EIE-Leishmaniose-Visceral-Canina) produzido 

pela Bio-Manguinhos/FIOCRUZ (Lira, 2005); contudo, a sensibilidade e especificidade 

do antígeno usado na técnica ainda precisa ser aprimorada, sugerindo que o emprego 

de antígenos mais refinados possa ofereçer boas perspectivas para o 

desenvolvimento do teste (Faria e Andrade, 2012). 

A utilização de ferramentas biotecnológicas, como a imunoproteômica, tem 

auxiliado na identificação de proteínas com potencial para serem usadas na 

prevenção e/ou diagnóstico das doenças. Posto isso, esta técnica foi empregada por 

nosso grupo de pesquisa a fim de detectar proteínas do parasito L. infantum através 

do seu reconhecimento por anticorpos presentes em amostras de soros de cães com 

LVC sintomática e assintomática (Coelho et al., 2012), bem como de pacientes com 

LT (Duarte et al., 2015). 
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Diversas proteínas antigênicas foram identificadas e algumas foram testadas 

individualmente para o diagnóstico da leishmaniose. Entre essas proteínas, quatro 

foram selecionadas por terem tido melhores resultados individuais para compor uma 

das quimeras desse estudo, chamada de “B1”. As proteínas escolhidas foram: 

proteína hipotética LiHyD (XP_001468360.1) (Lage et al., 2016), proteína “fator 

liberador de histamina dependente de IgE”, denominada HRF (XP_001465979.1) 

(Coelho et al., 2016), proteína hipotética LiHyp1 (XP_001468941.1) (Martins et al., 

2013) e a proteína β-tubulina (XP_001468164.1) (Duarte et al., 2015). As sequências 

dessas proteínas foram analisadas e seus epitopos utilizados para a construção da 

quimera B1, então avaliada no sorodiagnóstico da LVC. 

Por outro lado, a quimera B2, usada no diagnóstico da LT e LV contra um painel 

sorológico humano, foi construída a partir das seguintes proteínas: proteína hipotética 

(XP_001568689.1); enolase (XP_001563419.1); triparedoxina peroxidase 

(XP_001563558.1) (Duarte et al., 2015) e proibitina (XP_001568126.1) (Rodrigues et 

al., 2019). As proteínas enolase e triparedoxina oxidase foram selecionadas em L. 

braziliensis por uma abordagem imunoproteômica realizada por Duarte e 

colaboradores (2015), enquanto a proteína proibitina foi provinda de um estudo de 

imunoproteômica realizada por Coelho et al., 2012. 

Vale ressaltar que, com vista em uma melhora na eficácia dos testes 

diagnósticos, as construções de proteínas quiméricas apresentam vantagens em 

relação ao uso das proteínas individuais, já que essas moléculas são formadas por 

multiepítopos pré-selecionados de células B, específicos de diferentes proteínas do 

parasito, nos quais se eliminam epitopos com reatividade cruzada ou pouco 

específicos (Boarino et al., 2005). Assim, almeja-se que uma proteína quimérica seja 

capaz de melhorar a sensibilidade e especificidade de um teste, uma vez que pode 

eliminar a presença de epítopos indesejados (Santos et al., 2020). 
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https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/prohibitin
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Leishmanioses no seu contexto epidemiológico 

As leishmanioses constituem um grave problema de saúde pública no 

continente Americano, caracterizadas por sua magnitude, ampla distribuição 

geográfica e morbimortalidade, além de estarem entre as dez doenças infecciosas 

mais negligenciadas e que afetam, principalmente, a população mais carente e com 

menos acesso aos serviços de saúde (Alvar et al., 2006; Alvar et al., 2012; WHO, 

2024). Globalmente, estima-se que mais de 12 milhões de pessoas estejam 

infectadas. Atualmente, 99 países são endêmicos para a doença, sendo 89 para 

leishmaniose cutânea, 80 para leishmaniose visceral e 71 endêmicos para ambas as 

formas clínicas, LT e LV (WHO, 2024). 

As leishmanioses são causadas por diferentes espécies de Leishmania nas 

regiões das Américas, fator que influencia nas manifestações clínicas, na gravidade 

da doença, na exatidão do diagnóstico (Romero et al., 2010; Fernandez et al., 2014) 

bem como na resposta ao tratamento (Gonzalez et al., 2009; Reveiz et al., 2013). No 

Continente Americano, a forma mais comum da doença é a LC, que está associada 

à 15 espécies do parasito como agentes causadores, correspondendo à 

aproximadamente 90% dos casos de leishmaniose. Essa forma é endêmica em 18 

países e possui uma média de aproximadamente 54.000 novos casos por ano 

(OPAS, 2020; OPAS 2022). 

Outras formas clínicas de LT, como a disseminada (principalmente causada por 

L. braziliensis) e a cutânea difusa (principalmente causada por L. amazonensis e L. 

mexicana), apresentam maiores desafios no tratamento e frequentemente resultam 

em recidivas (OPAS, 2020). A distribuição é predominante na Região Andina, que 

representa 43% dos casos, seguido pelo Brasil com 37%, América Central com 18% 

e o restante distribuído no Cone Sul, Caribe não latino e México. Entre os países 

endêmicos, aproximadamente 76% dos casos ocorrem no Brasil, Colômbia, 

Nicarágua e Peru (OPAS, 2019; OPAS 2022). A forma mucosa, mais comumente 

causada por L. braziliensis, L. panamensis e L. guyanensis, representa cerca de 4% 

dos casos de LT nas Américas e é uma forma clínica grave passível de levar a 

incapacidades impactantes se não diagnosticada e tratada de forma prévia (OPAS, 

2020; OPAS 2022). 
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Por outro lado, a leishmaniose visceral é a forma mais grave da doença, e 

pode levar à morte até 95% dos indivíduos não tratados (MSF, 2023). É endêmica 

em 13 países das Américas, com uma média de 3.500 casos por ano, dos quais 96% 

dos casos foram notificados no Brasil. Adicionalmente, a proporção de casos 

coinfectados por HIV-LV tem aumentado a cada ano, chegando a 11% em 2019 e 

ocupando posição de maior taxa desde 2012 (OPAS, 2020; OPAS 2022). 

Em suma, a LC apresenta distribuição mundial, com 205.986 novos casos 

relatados à OMS em 2022. Países como Afeganistão, Argélia, Brasil, Colômbia, Irã, 

Iraque, Peru e República Árabe Síria notificaram mais de 5.000 casos de LC, juntando 

no total 175.733 dos casos, o que corresponde a cerca de 85% dos casos globais 

(Figura 1). Por outro lado, nesse mesmo ano, foram notificados 12.842 novos casos 

de LV, com Brasil, Quênia, Sudão do Sul e Sudão relatando mais de 1.000 casos 

individualmente, equivalendo à aproximadamente 68% dos casos globais (Figura 2) 

(WHO, 2023). 

 

Figura 1: Número de casos de LC reportados em 2022. Adaptado de WHO, 2023. 
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Figura 2: Número de casos de LV reportados em 2022. Adaptado de WHO, 2023. 

Quanto à LV zoonótica, os cães são os principais reservatórios urbanos do 

parasito L. infantum, agente etiológico da LVC, desempenhando um papel essencial 

no ciclo de transmissão para outros seres vivos (Sevá et al., 2016; Rocha et al., 

2018). É importante destacar que existem milhões de cães infectados na América do 

Sul e, especialmente no Brasil e na Venezuela, a taxa de infecção é 

significativamente maior (Silva et al., 2021). 

Diante desse cenário, a LVC requer atenção especial das autoridades 

competentes, principalmente por apresentar maior prevalência em relação à doença 

humana e por haver uma correlação direta entre o número de cães infectados e o 

aumento da incidência da doença em humanos, sugerindo um maior risco para 

disseminação (Costa et al., 2018; Ribeiro et al., 2018). Além dos fatores citados, 

deve-se considerar a existência de muitos animais assintomáticos vivendo em áreas 

endêmicas da doença, o que pode potencializar a transmissão vetorial para novos 

hospedeiros (Marzochi et al., 1985; Duprey, et al., 2006). 

A propagação da doença também se deve à migração de cães infetados para 

zonas não endêmicas, bem como à migração de cães saudáveis para zonas 

endêmicas da doença, facilitando a continuação do ciclo do parasito (Arias et al., 
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1996). Além disso, outros fatores facilitadores, incluem mudanças climáticas que 

podem favorecer a ocorrência do vetor transmissor da doença em determinados 

períodos (Mendes et al., 2016; Adegboye et al., 2019). Vale ressaltar, que no Brasil, 

a vacina desenvolvida para a LVC é a Leish-Tec®, composta pela proteína 

recombinante A2 (Fernandes et al., 2008).É a única vacina licenciada com intuito de 

imunizar cães contra a doença; entretanto, a comercialização da mesma foi suspensa 

em 2023 pelo Ministério da Agricultura e Pecuária (MAPA) devido à intercorrências no 

produto (MAPA, 2023), fortalecendo a necessidade de novos estudos visando a 

melhoria da eficácia e a descoberta de novos candidatos vacinais para proteção 

contra a LVC (Matias et al., 2020).   

2.2 Etiologia do parasito Leishmania 

As leishmanioses são doenças vetoriais causadas por parasitos protozoários, 

pertencentes ao Sub-reino Protozoa, Filo Sarcomastigophora, Ordem Kinetoplastida, 

Família Trypanosomatidae e ao gênero Leishmania. O vetor transmissor é um inseto 

da Ordem Diptera, Família Psychodidae, Sub-Família Phlebotominae, pertencente 

aos gêneros Phlebotomus, em países do velho mundo e Lutzomyia nas Américas. 

Ressalta-se que os hábitos hematófagos são exclusivos das fêmeas do vetor, já que 

os machos são fitófagos, e por isso apenas as fêmeas são capazes de disseminar a 

doença (Grimaldi e Tesh, 1993). 

Com relação aos parasitos Leishmania spp., estes são ditos heteroxênicos, ou 

seja, oscilam os estágios de vida entre hospedeiros mamíferos e invertebrados. 

Destacam-se, entre os mamíferos, uma ampla variedade de espécies hospedeiras, 

tais como cães domésticos, gatos, coelhos e, também, animais silvestres, como 

raposas e marsupiais (Quinnell e Courtenay, 2009; Roque e Jansen, 2014). Ainda 

nesse contexto, esses protozoários apresentam comportamento dimórfico, isto é, as 

fases do ciclo de vida do parasito determinam suas estruturas morfológicas, sendo a 

forma móvel, extracelular e flagelada, denominada promastigota, e a forma 

intracelular, denominada amastigota (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). 

As formas promastigotas são aquelas encontradas no trato gastrointestinal do 

inseto vetor, que se caracterizam pelo formato losangular adelgaçado, medindo de 10 

a 15 µm, e por possuírem um flagelo longo e único na sua extremidade, que é 

responsável pela motilidade do parasito. Ademais, possuem estrutura mitocondrial 
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característica, o cinetoplasto, localizado entre a porção anterior e o núcleo (Sacks e 

Kamhawi, 2001; Sacks e Sher, 2002; Aguiar e Rodrigues, 2017). 

Por outro lado, as amastigotas são arredondadas, medindo de 3 a 6µm de 

diâmetro e possuem flagelo interiorizado. O cinetoplasto possui formato de bastão e 

detém uma quantidade significativa de DNA extracelular. Além disso, a multiplicação 

ocorre nos vacúolos parasitóforos, no interior do sistema fagocítico mononuclear dos 

mamíferos (Sacks e Kamhawi, 2001; Sacks e Sher, 2002; Aguiar e Rodrigues, 2017). 

2.3 Ciclo biológico do parasito Leishmania 

Um elemento importante na epidemiologia das leishmanioses é o inseto vetor, 

pois as fêmeas dos flebotomíneos requerem sangue para a ovulação e 

desenvolvimento dos ovos. Desse modo, ao realizarem o repasto sanguíneo, os 

parasitos podem ser transmitidos do inseto infectado para os hospedeiros 

mamíferos, podendo esses parasitos estarem como amastigotas livres no sangue ou 

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

Essas células, ao chegarem no intestino do inseto, rompem-se e liberam os parasitos 

que posteriormente convertem-se nas formas promastigotas procíclicas e então, 

deslocam-se até o trato digestório médio e anterior do flebotomínio, onde sofrem um 

processo de multiplicação e diferenciação em promastigotas metacíclicas. Essa 

nova forma infectiva do parasito passa a colonizar glândulas salivares do vetor, 

permitindo que este infecte outros hospedeiros mamíferos (Pessoa e Martins, 1988; 

Medeiros et al., 2005). 

Ao realizar um novo repasto sanguíneo, o flebotomíneo infectado, inocula junto 

à saliva, formas promastigotas metacíclicas na derme do hospedeiro mamífero. Em 

seguida, algumas células como os neutrófilos, monócitos e macrófagos, migram para 

o local da infecção, passando a fagocitar as formas promastigotas, que uma vez 

dentro dos fagolisossomos se diferenciam em amastigotas e estas, por sua vez, 

iniciam um processo de sussesivas divisões binárias (Handler et al., 2015; Rios et al., 

2022). Uma vez que os macrófagos estão densamente parasitados, sofrem 

rompimento e liberam as amastigotas que podem parasitar outros macrófagos e dar 

seguimento à doença no hospedeiro, ou ser novamente ingerido por vetores 

flebotomíneos, concluindo o ciclo biológico do parasito Leishmania (Figura 3) (Sheikh 

et al., 2020).  



24 

 
 

 

 
 

Figura 3: Ciclo de vida do parasito Leishmania spp. 1. Inoculação de formas 

promastigotas metacíclicas na derme do hospedeiro mamífero através do repasto 

sanguíneo pela fêmea do flebotomíneo. 2 e 3. Fagocitose dos parasitos por 

macrófagos, onde ocorre a diferenciação em amastigotas. 4. Multiplicação e lise da 

célula hospedeira com consequente liberação das formas amastigotas. 5 e 6. Infecção 

do inseto vetor fêmea durante o repasto sanguíneo em um hospedeiro infectado 

através da ingestão de formas amastigotas ou células parasitadas. 7. Formas 

amastigotas se diferenciam em promastigotas no trato digestório médio do inseto 

vetor. 8. Replicação e diferenciação em promastigotas metacíclicas, migração para a 

probóscide do inseto (Adaptado de Sheikh et al., 2020). 

2.4 Manifestações clínicas das leishmanioses 

A apresentação clínica da leishmaniose é diversa e a patogênese pode ser 

definida por características relacionadas ao hospedeiro, tais como fatores genéticos 

e imunológicos, juntamente aliados à fatores do parasito, como a virulência da 

espécie infectante e composição salivar dos vetores (Kane e Mosser, 2001; Sharifi et 

al.,2017). Como resultado dessa interação, pode ocorrer o desenvolvimento da 

doença nas formas assintomáticas até as diferentes formas clínicas. Desse modo, 

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

duas grandes categorias: a leishmaniose tegumentar, que engloba as formas 
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cutânea (LC), cutânea disseminada (LCDs), cutânea difusa (LCD) e mucosa (LM); e 

a leishmaniose visceral (Kevric et al., 2015; Scorza et al., 2017; Burza et al., 2018). 

Salienta-se que a forma mais difundida da doença é a leishmaniose 

tegumentar, listada pela Organização Mundial da Saúde como uma das seis doenças 

infecciosas mais importantes devido à elevada distribuição geográfica e à capacidade 

em gerar deformidades (SES, 2023). Das formas citadas, a LC é a mais comumente 

encontrada entre os pacientes com LT. Trata-se de uma doença com uma ampla gama 

de sintomas, que vão desde lesões de cura espontânea até lesões abertas, podendo 

comprometer a pele e gerar desfigurações. Durante o processo de cura clínica, as 

úlceras deixam cicatrizes permanentes, o que acarreta um impacto psicológico, com 

consequente despertar de doenças como depressão e ansiedade, ocasionando uma 

perda da qualidade de vida dos indivíduos acometidos (da Silva, et al., 2017; 

Moosavian et al., 2019; PAHO, 2024).  

A LCDs, por sua vez, se caracteriza pela presença de lesões múltiplas não 

ulcerativas disseminadas pelo corpo, acometendo face, tronco e membros. As lesões 

podem se apresentar de forma simultânea e frequentemente com uma distribuição 

simétrica. Sua infecção é comumente associada aos pacientes imunossuprimidos 

(Turetz et al., 2002; Ribeiro, et al., 2013). Já a LCD é uma forma mais rara e grave da 

doença. É caracterizada pelo aparecimento de várias lesões satélites que podem se 

agrupar para formar placas que cobrem grandes áreas da pele. Essas lesões 

geralmente são nodulares ou papulosas, contêm abundante forma amastigota do 

parasito e raramente ulceram (Scorza et al.,2017; Aldama et al., 2020). O fato da lesão 

se espalhar pelo corpo pode estar relacionado à ineficácia ou ausência de resposta 

celular do sistema imune do hospedeiro (Desjeux, 2004). 

Com relação à LM, clinicamente se expressa por lesões destrutivas localizadas 

nas membranas mucosas do trato respiratório superior e a forma clássica dessa 

doença é secundária a uma lesão cutânea. Frequentemente, pacientes com LM 

relatam histórico de LC com curso crônico que se resolveu sem tratamento ou com 

tratamento inadequado. Em alguns casos, a lesão da mucosa ocorre por extensão de 

uma lesão de pele adjacente, e há também aqueles em que a lesão se inicia em uma 

semimucosa exposta, como o lábio. O início dos sintomas é insidioso e com pouca 

sintomatologia. Em geral, a lesão é indolor e inicia-se no septo nasal anterior 

cartilaginoso, próximo ao intróito nasal, sendo de fácil visualização. A mucosa nasal é 
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a mais afetada, mas podem estar presentes lesões de orofaringe, palato, lábios, 

língua, laringe e, excepcionalmente, traqueia e vias respiratórias superiores (Brasil, 

2017). 

Por outro lado, a LV é a forma mais grave da doença e é frequentemente 

causada pelas espécies Leishmania donovani e L. infantum (Torres-Guerrero et al., 

2017). É caracterizada por sintomas como febre e hepatoesplenomegalia, além de 

estar associada à deficiência nutricional e consequente perda de peso. Alguns 

pacientes, por motivos ainda desconhecidos, mas que se acredita estarem 

relacionados ao parasito e às respostas imunes efetivas, podem desenvolver a forma 

mais grave da doença, que pode ser fatal se não for tratada (Fievez, 2019). 

As manifestações clínicas variam em intensidade e os indivíduos podem 

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

diagnóstico clínico, embora aproximadamente 20% dos pacientes infectados 

desenvolvam a forma aguda da doença. Os sintomas são progressivos e as 

complicações decorrentes do desenvolvimento da doença são responsáveis pelas 

elevadas taxas de letalidade (Badaró et al., 1986; Gama et al., 2004). 

Em se tratando da forma zoonótica da doença, nos casos da leishmaniose 

visceral canina, a doença se desenvolve de forma lenta, tendo início insidioso. As 

manifestações clínicas estão relacionadas ao tipo de resposta imune do animal, 

variando desde uma infecção sem sintomas até a forma sistêmica grave (BRASIL, 

2007). Os animais podem apresentar alterações dermatológicas, linfadenopatia, 

hepatoesplenomegalia, perda de peso, uveíte, onicogrifose, alopecia e 

ceratoconjuntivite (Ettinger e Feldman, 2004). Vale ressaltar que devido ao número 

elevado de casos de LVC no Brasil, os cães se tornaram os principais reservatórios 

urbanos do protozoário, necessitando de uma atenção especial das autoridades 

competentes e centros de zoonoses (Gramiccia e Gradoni, 2005; Dantas-Torres, 

2007).  

2.5 Medidas de controle e prevenção das leishmanioses 

A disseminação da leishmaniose é sustentada por sistemas sociais e biológicos 

complexos, que envolvem hospedeiros mamíferos e insetos vetores. Geralmente, o 

controle efetivo da transmissão dessas doenças não pode ser alcançado apenas por 

intervenções simples, requerendo uma combinação de abordagens estratégicas que 
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envolvam o controle de vetores e a gestão dos animais hospedeiros (WHO, 2019). 

Nesse sentido, a principal finalidade das medidas de prevenção e controle das 

leishmanioses visa interromper o ciclo biológico do parasito. No entanto, devido à 

ampla diversidade de espécies envolvidas, à natureza zoonótica da doença e à 

manutenção do seu ciclo silvestre, são enfrentadas dificuldades para que estas 

medidas sejam implementadas de forma eficiente (Tesh, 1995).  

Em seres humanos, as estratégias de controle das leishmanioses são 

fundamentadas na detecção de casos através de um diagnóstico preciso e tratamento 

efetivo dos pacientes, combinados com medidas de prevenção à reinfecção, tais como 

utilização de repelentes pessoais contra insetos e instalação de telas protetoras nas 

residências. Embora essas medidas possam reduzir a transmissão da doença, seu 

impacto significativo ainda é limitado (Grimaldi e Tesh, 1993; Costa, 2018; WHO, 

2019). Por outro lado, para LVC, como os cães são importantes reservatórios 

domésticos do parasito, contribuem significativamente para a transmissão entre vetor 

e seres humanos. Logo, no controle dessa doença é fundamental que as autoridades 

de saúde pública realizem o rastreamento dos cães, por meio da detecção de sinais 

clínicos e testes sorológicos (WHO, 2010; WHO, 2019). Nesse cenário, tanto os 

animais sintomáticos quanto os assintomáticos devem ser considerados para ações 

de controle, incluindo a possibilidade de eutanásia, a fim de limitar a propagação do 

parasito. Contudo, tal medida tem enfrentado desafios, uma vez que alguns 

proprietários se recusam a submeter seus animais de estimação aos testes ou permitir 

a eutanásia dos animais doentes. Ademais, é importante levar em conta que nas áreas 

endêmicas ocorre uma rápida reposição dos animais. Além disso, é fundamental estar 

atento à seleção de tratamentos disponíveis para os animais, visto que, em muitos 

casos, se mostram ineficazes na redução do número de casos em um determinado 

ambiente (WHO, 2010; WHO, 2019). 

Dessa forma, essas deficiências e obstáculos têm contribuído para a 

dificuldade no controle efetivo da LVC, demandando esforços adicionais no 

desenvolvimento de estratégias mais abrangentes e engajamento da comunidade 

para o controle e prevenção da doença (WHO, 2010; WHO, 2019). Umas das 

estratégias que surtem impacto positivo para o controle da LVC é a utilização de 

inseticidas tópicos ou impregnados em coleiras, bem como a vacinação profilática 

(Costa, 2018). 
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Por sua vez, o controle do vetor, realizado por meio da administração de 

inseticidas, uso de repelentes e telas de proteção (Brasil, 2014), é de suma 

importância para interromper a transmissão da doença. Esse controle pode ser 

realizado através da aplicação de inseticidas no ambiente doméstico; entretanto, a 

eficácia é influenciada por diversos fatores, como a classe de inseticida utilizada, a 

sensibilidade do vetor, o tipo de superfície onde é aplicado, além da dosagem e do 

método de aplicação empregado. A fim de assegurar a efetividade dessa estratégia, 

é imprescindível seguir procedimentos operacionais padronizados, estabelecer um 

bom gerenciamento, implementar uma logística adequada e garantir supervisão 

contínua. Desse modo, ao adotar abordagens padronizadas e realizar uma gestão 

eficiente, é possível aumentar significativamente as chances de sucesso no controle 

do vetor e, consequentemente, interromper a transmissão da doença de forma mais 

eficaz (WHO, 2010; WHO, 2019). 

Outro ponto é a implementação de medidas de saneamento adequado e ações 

de educação social que também são fundamentais para o controle eficaz das 

leishmanioses, complementando o controle dos vetores e dos hospedeiros. Em áreas 

endêmicas, onde a doença é uma preocupação de saúde pública significativa, a 

eliminação de criadouros de flebotomíneos por meio de sistemas de saneamento 

básico, como o manejo de resíduos e o controle da água parada, pode reduzir 

consideravelmente a proliferação desses vetores. Ademais, campanhas de 

conscientização sobre a importância da higiene, do uso de repelentes e da instalação 

de telas protetoras nas residências, são eficazes para limitar a exposição ao vetor. A 

educação social desempenha um papel crucial na mudança de comportamentos e na 

promoção de atitudes que favorecem o controle da doença. As estratégias de 

mobilização comunitária e o envolvimento local tem mostrado impacto positivo, 

garantindo que as medidas de controle sejam mais amplamente aceitas e seguidas, 

especialmente em comunidades vulneráveis (Araújo et al., 2022; WHO, 2022; Gontijo 

et al., 2023). 

2.6 Tratamento das leishmanioses 

2.6.1 Tratamento da leishmaniose humana 

O tratamento das leishmanioses depende da espécie do parasito bem como da 

imunidade do paciente, sendo que a resposta clínica pode variar com a abordagem 
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terapêutica aplicada, seja pela toxicidade dos fármacos ou pela resistência gerada 

aos mesmos (Garniere Croft, 2002). Atualmente, os principais medicamentos usados 

no tratamento das leishmanioses são os antimoniais pentavalentes, a anfotericina B e 

sua formulação lipossomal, a miltefosina, a paromomicina e a pentamidina. Contudo 

tais compostos podem apresentar limitações devido a maioria deles poder causar 

toxicidade, além da necessidade de administração parenteral, fatores que acabam por 

dificultar a adesão do paciente ao tratamento. Além disso, também deve ser 

considerado o surgimento de cepas resistentes aos fármacos em questão (Tiwari et 

al., 2018; Santiago et al., 2023).  

No Brasil, o tratamento é ofertado pelo SUS de forma gratuita e deve ser feito 

sob orientação médica atrelado à repouso e boa alimentação. A terapia 

medicamentosa é realizada com drogas específicas, sendo que tanto para LV quanto 

para LT, a substância de primeira escolha é o antimoniato de N-metil glucamina 

(Glucantime®). Além disso, é protocolado pela OMS que a dose do Glucantime® deve 

ser calculada em mg/Sb+5/Kg/dia. Em caso de lesões cutâneas, o tratamento é de 15 

mg/Sb+5/Kg/dia por um período de 20 dias e para a forma cutânea difusa da doença 

passa para 20 mg/Sb+5/Kg/dia por 20 dias. Já para lesões em mucosas, recomenda-

se a dose de 20 mg/Sb+5/Kg/dia por um período de 30 dias. Ademais, existem outras 

opções terapêuticas que também estão disponíveis nos serviços de saúde, entre elas 

o isotionato de pentamicina e anfotericina B (Secretaria da Saúde do Estado da Bahia, 

2023). 

Por fim, para todas as formas de leishmanioses, o objetivo da terapia é garantir 

a adesão do paciente bem como a redução do desconforto da doença, amenizando 

os sintomas, além de minimizar a ocorrência de efeitos adversos através de uma 

administração segura dos medicamentos (Brasil, 2018; Santiago et al., 2023). No 

entanto, estudos salientam a insatisfação em torno dos fármacos atualmente 

disponíveis, considerando principalmente questões como eficácia, custo, viabilidade 

de administração e segurança (Mcgwire e Satoskar, 2014; Hendrickx, 2019; Santiago 

et al.,2023).  

2.6.2 Tratamento da LVC 

Durante muito tempo, uma das medidas adotadas no Brasil para o controle da 

LVC era a eutanásia de animais soropositivos (Dantas-Torres et al., 2018; Marcondes 
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e Michael, 2019), porém, foi autorizado no país, em 2016 pelo MAPA, a terapia 

medicamentosa para cães com leishmanioses, tendo como medicamento de escolha 

o Milteforan®, que já era anteriormente comercializado para esse fim na Europa. O 

Milteforan® é o único fármaco sancionado para uso veterinário no Brasil no combate 

à doença. Seu princípio ativo é a miltefosina e sua administração é por via oral. Para 

o tratamento ser implementado, alguns requisitos foram estabelecidos: o animal ser 

domiciliado, e o tutor precisa arcar com a terapia em sua totalidade (MAPA, 2016; 

Krolow et al., 2023). Além da miltefosina, o tratamento envolve outras opções 

terapêuticas como os antimoniais pentavalentes, anfotericina B, pentamidina e 

alopurinol (Brasil, 2022). Esses tratamentos são regulados pelo Ministério da Saúde e 

devem ser escolhidos com base na gravidade da doença e nas condições de cada 

animal (Brasil, 2022). Ressalta-se que a escolha do tratamento é muitas vezes feita 

de acordo com o protocolo estabelecido pelas autoridades de saúde veterinária do 

país, e deve ser monitorada cuidadosamente, dado que o tratamento tem riscos e 

efeitos colaterais. 

Nesse contexto, o alopurinol é o medicamento mais comumente utilizado para 

o tratamento da LVC e sua ação ocorre por meio da inibição da síntese de DNA e 

RNA do parasito, de maneira que impede a multiplicação do mesmo e, 

consequentemente, reduz a carga parasitária (Santos et al., 2021). Por outro lado, a 

miltefosina age diretamente no parasito causando sua destruição. No geral, ela é a 

escolha em países onde há resistência parasitária aos outros medicamentos (Chagas 

et al., 2017; Pacheco et al., 2021). 

Fármacos como os antimoniais pentavalentes, pentamidina e anfotericina B 

também destroem o parasito agindo diretamente nele, entretanto podem apresentar 

efeitos colaterais consideráveis para a saúde do animal (Costa et al., 2021; Castro et 

al., 2021; Maia et al., 2018). Deste modo, a avaliação da eficácia do tratamento na 

LVC se dá através da redução da carga parasitária e pela melhora dos sinais clínicos 

dos animais. Todavia, já foi demonstrado que a cura estéril não é garantida, podendo 

o animal ser tratado e continuar hospedando o parasito em seu organismo. Assim 

sendo, deve-se levar em consideração a ocorrência de recidivas e por isso é de suma 

importância o monitoramento regular destes cães (Dias et al., 2017). 

2.7 Diagnóstico das leishmanioses: panoramas 



31 

 
 

É conhecido que o diagnóstico das leishmanioses é baseado na combinação 

de evidências clínicas e epidemiológicas, juntamente com exames laboratoriais (Tesh, 

1995). A detecção correta e precoce dos casos, seguida de tratamento adequado, é 

fundamental para controlar a disseminação da doença. No entanto, a leishmaniose 

visceral, diagnosticada principalmente em áreas endêmicas, apresenta uma ampla 

variedade de manifestações clínicas, tornando os sinais e sintomas frequentemente 

inconclusivos e/ou confundidos com outras enfermidades, como malária, tuberculose, 

entre outras (Brasil, 2017), o que representa um grande desafio (Srividya et al., 2012; 

Abbas et al., 2015). 

No caso da LT, o diagnóstico clínico-epidemiológico deve ser complementado 

por pesquisa direta dos parasitos ou outros testes laboratoriais. Além disso, 

considerando o número de doenças que podem ter diagnóstico diferencial com LT, 

tais como hanseníase e outras doenças crônicas que causam lesões cutâneas (Brasil, 

2017), quando os métodos não fornecem um diagnóstico conclusivo, o paciente deve 

ser examinado por outros testes (Brasil, 2017).  

Dessa forma, o diagnóstico laboratorial das leishmanioses é dividido em três 

diferentes categorias de métodos: testes parasitológicos, moleculares e imunológicos 

(Brasil, 2017). Essas metodologias diferem principalmente em termos de sensibilidade 

e especificidade, bem como em sua aplicação prática em condições de campo e na 

disponibilidade de reagentes, equipamentos e mão de obra especializada (Martins e 

Lima, 2013). 

O diagnóstico precoce seguido por um tratamento completo são fatores cruciais 

para reduzir a disseminação das leishmanioses (Singh e Sundar, 2015). No entanto, 

a toxicidade do tratamento, junto com seu alto custo, ressalta a importância de um 

teste diagnóstico confirmatório com alta especificidade e sensibilidade, uma vez que 

o controle dos casos individuais e a implementação de medidas de controle são 

prejudicados por ferramentas diagnósticas inadequadas (Diro et al., 2017). 

2.8 Diagnóstico da leishmaniose humana 

2.8.1 Diagnóstico parasitológico 

O diagnóstico parasitológico considerado o padrão-ouro é baseado na análise 

microscópica dos parasitos em lâminas e/ou culturas in vitro. Essa abordagem envolve 

a visualização dos parasitos em aspirados de órgãos ou tecidos e, embora tenha 
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elevada especificidade, a sensibilidade é inconstante devido à distribuição não 

homogênea dos parasitos nas amostras coletadas. Ademais, vale ressaltar que essa 

técnica apresenta alguns inconvenientes, como riscos, potencial desconforto e 

invasividade (Sakkas et al., 2016; Borja et al., 2018). Para a leishmaniose tegumentar 

(LT), são utilizados fragmentos de lesões de pele e mucosas, enquanto que para a 

leishmaniose visceral (LV), são coletados aspirados de baço, linfonodos e/ou medula 

óssea (Elmahallawy et al.,2014). No entanto, é importante destacar que a 

sensibilidade dos testes pode variar, uma vez que depende das amostras analisadas 

(Srividya, 2012). Dessa forma, mesmo que o exame parasitológico seja amplamente 

utilizado, é importante considerar suas limitações e explorar alternativas menos 

invasivas e dolorosas para o diagnóstico das leishmanioses. 

2.8.2 Diagnóstico molecular 

Ensaios moleculares, como a reação em cadeia da polimerase (PCR) e a PCR 

Real-Time, são usados para detectar material genético dos parasitos em amostras, e 

demonstram elevada especificidade na detecção da doença. Tais testes oferecem a 

vantagem de amplificar o genoma do parasito a partir de uma quantidade mínima de 

DNA presente nessas amostras biológicas (Akhoundi et al., 2017; Hossain et al., 

2017).  Contudo, intercorrências podem ser observadas, pois dependendo da amostra 

analisada, a sensibilidade da técnica pode variar devido a presença heterogênea de 

parasitos em diferentes órgãos ou frações teciduais. Além disso, sua execução 

necessita de profissionais com treinamento especializado e de um cuidado rigoroso 

para evitar contaminação por agentes externos. Adicionalmente, este método possui 

custo elevado e demanda uma infraestrutura laboratorial (de Paiva-Cavalcanti et al., 

2015; Sakkas et al., 2016). 

Ademais, a PCR convencional apresenta um problema de positividade em 

indivíduos saudáveis de regiões endêmicas. Além disso, tanto a PCR convencional 

quanto os testes sorológicos têm a limitação de não diferenciarem a doença 

clinicamente ativa de infecções assintomáticas. No entanto, essas desvantagens 

podem ser superadas pela PCR quantitativa em tempo real (Sudarshan et al., 2014). 

A PCR quantitativa em tempo real além de detectar, também permite a quantificação 

da carga parasitária na amostra, o que pode auxiliar na determinação da atividade da 

doença e servir como um marcador prognóstico (Mary et al., 2006). Ambos os testes, 
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qualitativos e quantitativos, também podem ser utilizados para avaliar a cura, uma vez 

que geralmente se tornam negativos após o tratamento (Boelaert et al., 2004). 

Por fim, apesar das técnicas moleculares terem aumentado a sensibilidade 

dos testes parasitários, estas apresentam custos elevados, além da necessidade 

adicional de profissionais altamente qualificados e equipamentos sofisticados para 

a realização dos testes (Ghasemian et al., 2014; Ruiter et al., 2014). Nesse contexto, 

o diagnóstico da leishmaniose ainda permanece difícil (Paiva-Cavalcanti et al., 2015). 

2.8.3 Diagnóstico imunológico 

Devido aos baixos títulos de anticorpos circulantes, ensaios imunológicos são 

pouco usados em áreas com prevalência de LC. Ademais, os níveis desses anticorpos 

também podem variar significativamente entre as diferentes formas de LT. Por esse 

motivo, os testes de detecção de anticorpos não são úteis no diagnóstico dessas 

formas de leishmaniose. Mas, apesar dos anticorpos anti-leishmania serem 

dificilmente detectáveis na LC, em certa medida podem ser detectados na LM e na 

LCD, porém com desempenho limitado e variável (WHO, 2010; Kaye et al., 2020). 

Além de que, em regiões com doenças de reação cruzada, como a doença de Chagas, 

a especificidade poder ser variável (Reithinger e Dujardin 2007; Thakur et al., 2020). 

Por outro lado, na LV, é observada a hiperimunoglobulinemia, o que 

impulsionou o desenvolvimento de técnicas imunológicas para detecção de anticorpos 

(Boelaert et al. 2004; Thakur et al., 2020). O método pioneiro no diagnóstico 

laboratorial foi o teste de intradermorreação de Montenegro (IDRM), o qual é baseado 

em uma reação de hipersensibilidade tardia mediada por células T de memória com 

especificidade para antígenos do parasito. Todavia, existem algumas limitações 

associadas ao método, por exemplo, indivíduos saudáveis que vivem em áreas 

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

podem apresentar resultados falsos positivos para leishmaniose. Além disso, 

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

são imunossuprimidos podem apresentar resultados falsos negativos, indicando uma 

variação na sensibilidade do teste (Weigle et al., 1991; de Paiva-Cavalcanti et al., 

2015). 

Outro fator é que apesar de aplicado como suporte para o diagnóstico da 

leishmaniose cutânea e também para o diagnóstico das formas mucosas, onde a 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7223249/#CR111
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7223249/#CR27
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reação é mais intensa, tal técnica não é eficaz para o diagnóstico da leishmaniose 

visceral (LV), pois durante a fase ativa da doença o teste é sempre não reativo, sendo 

que a maioria dos pacientes, só se torna reativo após o término do tratamento (cerca 

de 3 a 6 meses após o fim do tratamento). Desse modo, a IDRM não é capaz de 

distinguir entre infecções atuais e infecções anteriores, portanto, em áreas com 

transmissão endêmica, ela fornece orientação, mas não um diagnóstico definitivo 

(WHO, 2019). Por esses motivos e principalmente devido às variações na 

sensibilidade e especificidade, essa técnica caiu em desuso (Espir et al., 2016). 

Vários outros métodos sorológicos, como o ensaio imunoenzimático (ELISA), 

ensaio de imunofluorescência indireta (IFAT), teste de aglutinação direta (DAT), 

Western-blot e o teste imunocromatográfico (ICT) são alternativas para o diagnóstico 

laboratorial (Peixoto et al., 2015; Oliveira et al., 2016; WHO, 2019, Roatt et al., 2020). 

Esses metódos se baseiam na detecção de anticorpos específicos aos parasitos em 

amostras de soro dos pacientes; entretanto, existe a possibilidade de apresentarem 

variações com relação à sensibilidade e/ou especificidade (de Paiva-Cavalcanti et al., 

2015).  

Dessa forma, a sensibilidade dos testes sorológicos pode variar conforme a 

metodologia empregada (BRASIL, 2015). Da mesma forma, a especificidade dos 

testes sorológicos também está diretamente relacionada ao antígeno utilizado. Cada 

antígeno pode ter sua própria especificidade, podendo variar de acordo com a amostra 

e o método adotado. Por isso, é importante considerar esses fatores ao interpretar os 

resultados dos testes sorológicos para leishmaniose (Elmahallawy et al., 2014). 

O sorodiagnóstico tem sido amplamente utilizado como uma ferramenta valiosa 

no auxílio ao diagnóstico da LV. É importante ressaltar que esse método ainda 

enfrenta desafios na distinção precisa entre infecções ativas, passadas ou curadas. 

Essas limitações podem dificultar o diagnóstico preciso da doença, especialmente em 

áreas endêmicas, onde indivíduos saudáveis podem apresentar a infecção na forma 

assintomática ou mesmo após terem recebido tratamento para a doença, mantendo 

níveis detectáveis de anticorpos (Kaye et al., 2020). Também deve-se considerar que 

em casos de indivíduos imunossuprimidos, testes de detecção de anticorpos 

apresentam limitações na sensibilidade (Lindoso et al., 2018). 

Dentre os ensaios imunológicos, a técnica de ELISA é amplamente utilizada 

para o sorodiagnóstico da LV, embora sua sensibilidade e especificidade dependam 
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dos antígenos específicos empregados. Um benefício dessa técnica é a sua 

simplicidade de execução, além da possibilidade de adaptação para o uso de 

diferentes moléculas antigênicas. No entanto, é importante ressaltar que sua 

implementação requer uma equipe qualificada e equipamentos sofisticados, o que 

pode torná-la inviável em algumas áreas endêmicas (Elmahallawy et al., 2014). 

Neste contexto, a maioria das pesquisas realizadas sobre o diagnóstico das 

leishmanioses utiliza o extrato proteico solúvel de Leishmania (SLA) na preparação 

dos testes devido à sua alta sensibilidade. Entretanto, um dos principais desafios é a 

baixa especificidade do teste, uma vez que pode haver reações cruzadas com outras 

doenças, resultando em falsos positivos (Souza et al., 2013; De Paiva-Cavalcanti et 

al., 2015). 

Dentre as diversas ferramentas disponíveis de diagnóstico para a LV humana 

(LVH), destaca-se o teste imunocromatográfico baseado no antígeno rk39. Essa 

proteína tem a capacidade de identificar anticorpos específicos contra o complexo 

donovani. Trata-se de um teste rápido, que pode ser realizado em condições de 

campo e de fácil execução (Sundar et al., 2007; Maia et al., 2012). No entanto, o teste 

de fita possui algumas limitações, pois pode fornecer resultados positivos em 

pacientes com outras doenças, resultando em falsos positivos (Mandal et al., 2008). 

Uma alternativa promissora para melhorar a especificidade do teste é a 

utilização de moléculas semipurificadas ou purificadas dos parasitos, bem como 

proteínas recombinantes e peptídeos sintéticos. Tal abordagem permite uma melhor 

diferenciação entre leishmaniose e outras doenças que podem causar reatividade 

sorológica cruzada. Assim sendo, com o uso desses componentes específicos do 

parasito, resultados mais precisos podem ser obtidos e a ocorrência de falsos 

positivos é reduzida, melhorando a confiabilidade dos testes sorológicos usados 

para o diagnóstico da doença (Celeste et al., 2014). 

2.8.4 Diagnóstico da leishmaniose visceral canina 

O sucesso do diagnóstico clínico da LVC é desafiador, uma vez que existe uma 

gama de sintomas dessa enfermidade que se assemelham a outras doenças. Além 

disso, alguns animais podem permanecer assintomáticos por períodos prolongados e, 

ainda assim, serem capazes de transmitir o parasito através do vetor (Gomes et al., 

2008). No geral, o diagnóstico da LVC é feito com base na detecção de parasitos em 
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amostras de baço, linfonodos ou medula óssea (Santos et al., 2018). Entretanto, esses 

métodos parasitológicos diretos podem culminar em falsos negativos devido a 

variação do número de parasitos nas amostras clínicas ou à dificuldade na 

identificação morfológica dos mesmos. Somado a isso, deve-se considerar o fato da 

técnica ser altamente invasiva (Gomes et al., 2008; Pessoa-e-Silva et al., 2019). 

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

sorodiagnóstico da LVC, contudo, esses métodos podem apresentar vantagens e 

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

anticorpos específicos ao parasito, porém, existe uma probabilidade de retratarem 

adversidades com respeito à sensibilidade e à especificidade, pois podem ocorrer 

problemas em decorrência de reatividade cruzada com Trypanosoma cruzi, Babesia 

canis e Ehrlichia canis, bem como a ocorrência de falso-negativos (Gomes et al., 2008; 

de Paiva-Cavalcanti et al., 2015). 

A técnica de ELISA usando o SLA é comumente empregada para identificar 

cães com LV, no entanto, o uso do antígeno bruto pode levar à resultados 

inconsistentes, com baixa sensibilidade em cães assintomáticos e, especificidade 

comprometida, já que a reatividade com anticorpos de animais apresentando doenças 

cruzadas podem levar a resultados falso-positivos (Porrozzi et al., 2007; Miro et al., 

2008). Das ferramentas atualmente disponíveis para o diagnóstico da LVC no Brasil, 

existe um teste baseado em extrato antigênico de Leishmania (SLA), o kit EIE-CVL® 

(EIE-Leishmaniose-Visceral-Canina) produzido por Bio-Manguinhos/FIOCRUZ (Lira, 

2005). Entretanto, a sensibilidade e especificidade dos antígenos usados na técnica 

ainda precisam ser aprimoradas, sugerindo que o emprego de antígenos mais 

refinados possa oferecer boas perspectivas para o desenvolvimento em campo (Faria 

e Andrade, 2012). 

A tecnologia de DNA recombinante tem sido amplamente utilizada na busca 

por novos alvos para testes sorológicos da LVC. Essa tecnologia permite o 

desenvolvimento de proteínas originais ou combinadas em genes quiméricos (Gomes 

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

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

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

sensível e específico para a doença (Kubar e Fragaki, 2005). 
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Nesse contexto, as proteínas recombinantes mostraram-se eficazes na 

superação das restrições encontradas nos ensaios sorológicos para o diagnóstico da 

LV, que surgiam devido ao uso de extratos brutos de antígenos. Essas proteínas, em 

versões recombinantes, foram avaliadas em protótipos para identificar a reatividade 

dos anticorpos de cães infectados, fornecendo um diagnóstico sorológico mais preciso 

da doença ( Souza et al. , 2012 ; Fraga et al., 2014 ; Oliveira et al., 2015 ;Coelho et 

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

Estudos mostraram a eficácia do uso de proteínas isoladas que podem ser 

potenciais antígenos em testes diagnósticos mais sensíveis e específicos para LVC. 

Um exemplo é a proteína recombinante rLc36, expressa em L. infantum, que foi capaz 

de diferenciar casos assintomáticos da doença, demonstrando resultados satisfatórios 

e sugerindo ser um alvo promissor no sorodiagnóstico da LVC (Nogueira et al., 2018). 

Outro estudo apresentou a proteína recombinante prohibitina, que foi identificada em 

L. infantum e reconhecida por anticorpos nos soros de animais sintomáticos e 

assintomáticos para LV. Os resultados apontaram elevados valores de sensibilidade 

e especificidade, principalmente, quando comparada ao SLA, sugerindo sua aplicação 

como um possível marcador diagnóstico da doença (Dias et al., 2018). Também foram 

identificadas proteínas como, LiHyp1 (Martins et al., 2015), rLiHyD (Lage et al., 2016) 

e MAPK3 (Menezes-Souza, et al., 2015), que apresentaram boa eficácia diagnóstica 

para a LVC e LVH. Em um trabalho desenvolvido por Salles et al. (2019), foi 

demostrada a utilização da proteína SMP-3, bem como de um epítopo específico de 

células B dessa proteína, como marcadores diagnósticos da LV canina e humana. 

Além destas, algumas pesquisas apontaram o desempenho do uso de antígenos 

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

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

bons valores de especificidade e sensibilidade (Boarino et al., 2005). 

No Brasil, foi protocolado pelo Ministério da Saúde através de uma Nota 

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

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

ELISA como método confirmatório (Souza-Filho et al., 2016). O DPP é um teste rápido 

que utiliza antígenos recombinantes rK26 e rK39, os quais conferem elevada 

sensibilidade e especificidade na detecção de cães sintomáticos para leishmaniose. 

No entanto, a sensibilidade do teste é reduzida quando aplicado a cães 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401721001722#bib0225
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401721001722#bib0125
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401721001722#bib0175
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401721001722#bib0070
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401721001722#bib0070
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401721001722#bib0105
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assintomáticos, resultando em variações na eficácia (Grimaldi et al., 2012; Chaabouni 

et al., 2018).  

Outro fator que pode influenciar a eficácia dos testes diagnósticos para LVC é 

a vacinação dos animais, que pode levar a soroconversão e a resultados falso 

positivos nos testes utilizados (Chaabouni et al., 2018). Desta forma, é importante que 

os antígenos aplicados nos testes sejam capazes de distinguir entre os que animais 

que estão realmente infectados daqueles que se encontram saudáveis e vacinados 

(Kubar e Fragaki, 2005). Em países endêmicos, como o Brasil, o diagnóstico preciso 

da LV é fundamental, pois o Ministério da Saúde recomenda a eutanásia dos cães 

que reagem positivamente ao teste. Dessa forma, testes com baixa eficácia tendem a 

levar sérias questões éticas de eutanásia desnecessária. Somado a isto, resultados 

falso-negativos de animais assintomáticos também representam um problema, desde 

que permite a presença de animais reservatórios na comunidade e uma potencial 

chance de disseminação da doença (Werneck, 2014). 

 Sendo assim, a busca por novos testes que ofereçam elevada sensibilidade e 

especificidade para detecção correta de animais sintomáticos e assintomáticos para 

LV ainda se faz necessária (Regina-Silva et al., 2014). Vale ressaltar que estudos 

realizados em torno da questão da eutanásia dos animais doentes, demonstraram que 

essa medida não obteve sucesso em países no qual foi implementada, justificados em 

parte pela alta prevalência e incidência de infecções nesses locais, pela  dificuldade 

em diagnosticar esses animais doentes devido à ausência de testes diagnósticos 

confiáveis, bem como pela rapidez com que os cães submetidos ao procedimento 

foram substituídos por outros animais susceptíveis (Gharbi et al., 2015; Gomez e 

Picado, 2017; Dantas-Torres et al., 2018). 

Todavia, alguns estudos ainda sugerem que devido ao caráter zoonótico do 

parasito, ao fato do cão atuar como o principal reservatório urbano da doença e, 

principalmente quando o animal está muito debilitado, apresentando lesões externas 

(Beugnet et al., 2018) ou em contatos com indivíduos imunossuprimidos, deve-se 

considerar a pratica da eutanásia (Beugnet e Chomel, 2013). 

2.9 Proteínas usadas no projeto 

Para a validação deste estudo duas proteínas distintas, Quimera B1 e Quimera 

B2, foram avaliadas. A quimera B1 foi obtida a partir de proteínas identificadas em 
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uma abordagem imunoproteômica utilizando extratos de proteínas de promastigotas 

e amastigotas de L. infantum, juntamente com soros de cães com LV, tanto 

sintomáticos quanto assintomáticos. Os anticorpos presentes nos soros dos animais 

identificaram proteínas do parasito que poderiam ser promissoras para melhorar o 

diagnóstico da LVC (Coelho et al., 2012). 

Nesse contexto, algumas proteínas foram testadas individualmente em suas 

formas recombinantes para avaliação de sua função biológica. A LiHyD 

(XP_001468360.1), uma proteína hipotética específica de Leishmania, foi analisada 

como um marcador diagnóstico para LVC, e resultados bem-sucedidos foram obtidos 

(Lage et al., 2016). Outra proteína também identificada, o fator liberador de histamina 

dependente de IgE (HRF; XP_001465979.1), exibiu valores elevados de sensibilidade 

e especificidade para o diagnóstico da LVC (Coelho et al., 2016). Uma proteína 

hipotética específica das formas amastigotas de Leishmania , denominada LiHyP1 

(XP_001468941.1), que apresenta homologia com a família de genes da super-

oxigenase, também foi bem avaliada para o diagnóstico da LVC ( Martins et al., 2013 ). 

A proteína β-tubulina (XP_001468164.1), também reconhecida no referido 

estudo de imunoproteômica, foi avaliada em sua versão recombinante para o 

diagnóstico da leishmaniose, demonstrando bons resultados (Duarte et al., 2015). As 

sequências de aminoácidos das quatro proteínas analisadas para construção da 

quimera B1 são mostradas abaixo: 

 

-Proteína hipotética - LiHyP1 (XP_001468941.1) 

MSIVSRFIGGAKHLLKGGSMKYLAAGEPYCPFGEAFGLTILPEYILEDDASNLRKGYV

DVYTRASDRIILNDGRFQLPPLPPASFMPLLERLEQDNVVPKNWLNNQTANLYEPG

DFIRAHIDNLFVYDDIFAICSLGSNCLLRFVHVQNGEELDVMVPDRSVYIMSGPARYV

YFHMVLPVEAQRFSLVFRRSIMESDGGFRPVKTPFKEIMPYRATQILNALYSKQVGG

VRVSVDDDFLESANIGAFDTSRWVKRLHPLRDWSLLRQLDEDEARVEELREKRFID

VDFSWRYRELRSYYKAMEESLVSPHVAHVTPQA 

 

-Fator liberador de histamina dependente de IgE - HRF (XP_001465979.1) 

MKIFKDVLTGSEVVCDNDCPFDVEGDIMYVVNGRYIDVGGEDYGISANVDEDAAEG

ATGEVAEGKERVVDVVYNNRYTETSYDKASYMAHIRSYMKQLLEKIENEEERKVFQ

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401721001722#bib0155
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401721001722#bib0070
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/multigene-family
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401721001722#bib0170
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401721001722#bib0115
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TNAAAFVKKVLKDIDEYQFFIPEGNDEDPDNGMIVLCRWDGETPRFYFWKDGLKGE

RV 

-Beta-tubulina (XP_001468164.1) 

MREIVSCQAGQCGNQIGSKFWEVIADEHGVDPTGSYQGDSDLQLERINVYFDESA

GGRYVPRAVLMDLEPGTMDSVRAGPYGQLFRPDNFIFGQSGAGNNWAKGHYTEG

AELIDSVLDVCRKEAESCDCLQGFQLSHSLGGGTGSGMGTLLISKLREEYPDRIMM

TFSVIPSPRVSDTVVEPYNTTLSVHQLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFG

DLNHLVAAVMSGVTCCLRFPGQLNSDLRKLAVNLVPFPRLHFFMMGFAPLTSRGS

QQYRGLSVAELTQQMFDAKNMMQAADPRHGRYLTASALFRGRMSTKEVDEQMLN

VQNKNSSYFIEWIPNNIKSSICDIPPKGLKMSVTFIGNNTCIQEMFRRVGEQFTGMFR

RKAFLHWYTGEGMDEMEFTEAESNMNDLVSEYQQYQDATVEEEGEYDEEEEAY 

-Proteína hipotética - LiHyD (XP_001468360.1) 

MQMQGNMYPRQMEWAVHQQQPQSMQGNRQAVASRAYHLEPISTMQLRQQRGS

MPGMMIGQQPGGGMMDGLSTYGPRPMIRDVQDGHMGPQQADAARAAGYGTQG

MYGSHLMSYGAAGMGGVNNLQNGNAALFAAGSAGQASEGNSINFNGIFNSAVNP

QVQSSVAVQDDGKPLPFPPGNLLAQYPPEYQQQLIFYYRLLRLQYPELYQQYVDYY

VMYYEPLYHPAPSSLSKDDLNGGQQRKKEPLLQQTQRAHMQRQQPAMPQPGYQP

PPPMEHALPSEVMCRTTSNLSGGLKRQSSLRRQNSMRRNEVNQLKNEGSLKRLPS

MRQQ 

Por fim, a proteína quimérica B1, composta pelos sete epítopos específicos 

originados a partir das proteínas de origem LiHyD (Lage et al., 2016); HRF (Coelho et 

al., 2016); LiHyP1 (Martins et al., 2013) e β-tubulina (Duarte et al., 2015), foi avaliada 

no sorodiagnóstico da LVC: 

VPRAVLMDLEPGTMGGYEPGDFIRAHIDNLGGCPFDVEGDIMYVVNGRYIDVGGED

YGISAGGIGQQPGGGMMDGLSGGLPVEAQRFSLVFRRGGDVQDGHMGPQQADA

GGAKNMMQAADPRHGR 

 

Por outro lado, a proteína quimérica B2 é composta por sete epítopos 

específicos selecionados a partir de proteínas que foram testadas anteriormente, 

sendo estas: proteína hipotética (XP_001568689.1); enolase (XP_001563419.1); e 

triparedoxina peroxidase (XP_001563558.1), que foram avaliadas individualmente por 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401721001722#bib0115
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/peroxidase
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ELISA para o diagnóstico de LT e demonstraram resultados promissores (Duarte et 

al., 2015). Em outro estudo, a proibitina (XP_001568126.1) também foi avaliada para 

o diagnóstico de LV e LT e os resultados mostraram altos valores de sensibilidade e 

especificidade para o diagnóstico sorológico (Rodrigues et al., 2019).  

Dessa forma, nesse estudo, foram previstos epítopos específicos de células B 

nas sequências de aminoácidos dessas quatro proteínas que foram utilizadas para 

construir o gene que codifica a proteína quimérica B2. A proteína recombinante B2 foi 

expressa, purificada e avaliada em ELISA para o diagnóstico de LT e LV 

humana. Além disso, os próprios epítopos de células B usados para construir a 

quimera B2 foram sintetizados e testados nos ensaios sorológicos, assim como o SLA, 

que foi usado como controle. A sequência de aminoácidos da quimera B2 é mostrada 

abaixo: 

 

IQFSDSIKRFNELDCEGGGFSGDSSESYSLSDNSSKVDDRIKLGGLVSIEDPFAEDN

FDEFGGAFRISDPPQYSRVVPAGGIAKTLRDHGNGRYYLDSDSLYVNGG 

KGDATMKPERQASIEGGEIGSASKYGYSGWA 

 

Em suma, as quimeras foram avaliadas quanto à sua eficácia no diagnóstico 

das leishmaniosis. Elas foram construidas com base em epítopos específicos de 

proteínas previamente identificadas, buscando melhorar a sensibilidade e a 

especificidade dos testes diagnósticos. Por meio das proteínas quimeras 

recombinantes; o estudo visou contribuir para o desenvolvimento de métodos 

diagnósticos mais precisos, essenciais para o controle e tratamento dessas doenças 

em regiões endêmicas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/prohibitin
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/peptide-sequence
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/recombinant-protein
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

Desenvolver e avaliar duas proteínas quiméricas recombinantes baseadas em 

epítopos específicos de linfócitos B de proteínas presentes nas espécies Leishmania 

infantum e Leishmania braziliensis para avaliar o potencial diagnóstico das 

leishmanioses tegumentar e visceral no homem e no cão. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 Identificar, por bioinformática, epítopos específicos de linfócitos B para a 

construção dos genes quiméricos. Clonar, expressar e purificar as proteínas 

polipeptídicas; 

 

 Avaliar a reatividade por ELISA de soros de cães com LV sintomática e 

assintomática e amostras de outras classes de soros, como de animais 

saudáveis vacinados e de animais infectados com Trypanossoma cruzi, 

Babesia canis e Ehrlichia canis, usando a proteína quimérica B1 comparada ao 

SLA do parasito L. infantum e ao kit comercial para o diagnóstico da LVC; 

 

 Avaliar a reatividade por ELISA de um painel sorológico humano, frente à 

proteína quimera B2, peptídeos sintéticos e SLA do parasito L. infantum e L. 

braziliensis; 

 

 Avaliar a sensibilidade e especificidade da proteína B1 no diagnóstico da LVC, 

bem como da quimera B2 no diagnóstico da LT e LV humana; 

 

 Avaliar o papel prognóstico da quimera B2 usando amostras de soro coletadas 

de pacientes com LV e LT, antes e após o tratamento. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Aprovação do projeto pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal (CEUA) e 

Humana da UFMG 

Os projetos foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal (CEUA) 

da UFMG com número de protocolo 144/2020 e pelo Comitê de Ética em Seres 

Humanos da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG; Belo Horizonte, Minas 

Gerais, Brasil), registrado sob o protocolo número CAAE-32343114.9.0000.5149. 

Ressalta-se que, neste segundo projeto, todos os pacientes receberam uma cópia 

individual da política do estudo e assinaram um termo de consentimento livre e 

esclarecido, antes da coleta de sangue. Assim sendo, os procedimentos descritos 

neste estudo estão de acordo com os padrões éticos do comitê de pesquisa 

institucional e/ou nacional e com a declaração de Helsinki de 1964 e suas emendas 

posteriores ou padrões éticos comparáveis. 

4.2 Amostras de soros 

4.2.1 Soros de cães 

Para a avaliação da antigenicidade da proteína quimérica B1, 190 amostras de 

soros de cães (Canis familiaris), machos (n=111) e fêmeas (n=79) de diferentes raças 

e idades, provenientes de área endêmica para LV (Belo Horizonte, Minas Gerais, 

Brasil), foram utilizadas. As amostras foram oriundas de um banco de soros localizado 

no Laboratório do Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde: Infectologia e 

Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da UFMG, onde estão armazenadas a -

80°C. Para a confirmação da infecção por L. infantum nos animais sintomáticos e 

assintomáticos, foi realizada a técnica de PCR convencional nas amostras de 

aspirados de medula óssea desses animais, conforme descrito em outro estudo (Reis 

et al., 2013). Além da confirmação da infecção por meio da técnica de PCR, os cães 

sintomáticos (n=25) apresentavam três ou mais dos seguintes sinais clínicos: 

alopecia; onicogrifose; hepatomegalia; conjuntivite; adenopatia; dermatite esfoliativa 

no nariz, cauda e ponta das orelhas; perda de peso; esplenomegalia e azotemia renal. 

Enquanto os animais assintomáticos (n=25), não apresentavam sinais da doença. 

Soros de cães saudáveis que vivem em áreas endêmicas (n=30; Belo 

Horizonte) ou não endêmicas (n=25; Poços de Caldas, Minas Gerais, Brasil) para LVC 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401721001722?via%3Dihub#bib0190
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401721001722?via%3Dihub#bib0190
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também foram utilizados. Esses animais não apresentavam sinais clínicos de LVC, 

além de exibirem resultados parasitológicos (PCR) e sorológicos negativos (kit EIE-

CVL®, BioManguinhos, Rio de Janeiro, Brasil). Adicionalmente, também foram 

utilizados soros de cães saudáveis imunizados com a vacina comercial Leish-Tec® 

(n=25), bem como de animais infectados experimentalmente com Ehrlichia 

canis (n=25), Babesia canis (n=15) ou Trypanosoma cruzi (n=20). Todos os animais 

foram mantidos isolados em canil para evitar o contato com vetores transmissores da 

doença. 

4.2.2 Soros humanos 

Amostras de soros de pacientes com LC (n = 25; incluindo 17 homens e 8 

mulheres, com idades entre os 31 e 59 anos); LM (n = 25; incluindo 19 homens e 6 

mulheres, com idades variando de 26 a 61 anos) e LV (n = 25; incluindo 14 homens e 

11 mulheres, com idades variando de 30 a 66 anos), todos residentes em área 

endêmica da doença (Belo Horizonte, MG), foram usadas. Destaca-se que nenhum 

dos pacientes foi tratado antes da coleta da amostra. O diagnóstico de LC e LM foi 

realizado pelo exame clínico e detecção do kDNA de L. braziliensis em biópsias de 

pele (LC) e/ou fragmentos de mucosa (LM) por meio da técnica de PCR. Por outro 

lado, a LV foi diagnosticada por exame clínico e detecção de kDNA de L. 

infantum em baço e/ou aspirados de medula óssea por PCR de acordo com o descrito 

por Cota et al., 2013. Para tal, o DNA foi extraído das amostras usando o Mini Kit 

QIAamp® DNA Blood (Qiagen®, MD, EUA). O material foi purificado, analisado 

por espectrofotometria e diluído em água ultrapura estéril. Os primers 5'-

GGGKAGGGGCGTTCTSCGAA-3' (Forward) e 5'-SSSWCTAWTTACACCAACCCC-

3' (Reverse) foram usados para amplificar uma região de kDNA conservada 

do parasito, contendo 150 pares de bases nas amostras coletadas de pacientes com 

LC, LM e LV. Adicionalmente, o DNA extraído de cepas de referência para LT 

(MHOM/BR/2002/LPC-RPV) e LV (MHOM/BR/1974/PP75) foi utilizado como controle 

positivo, enquanto água ultrapura estéril foi utilizada como controle negativo. Os 

seguintes reagentes foram usados nas reações: 2 mM MgCl 2, 200 μM dNTP, 0,6 μM 

de cada iniciador (Sigma-Aldrich, EUA), 1 UI Taq DNA polimerase e tampão 

específico (Invitrogen, EUA) e 20 ng DNA.  

4.2.3 Outras amostras humanas 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/ehrlichia-canis
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/ehrlichia-canis
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/babesia-canis
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/trypanosoma-cruzi
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cutaneous-leishmaniasis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/visceral-leishmaniasis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/spleen
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/bone-marrow
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Amostras de soro coletadas de indivíduos saudáveis e de pacientes com outras 

doenças (n=145) também foram usadas nos ensaios sorológicos. Os soros foram 

coletados de indivíduos saudáveis residentes em áreas endêmicas de leishmaniose 

(n = 35, incluindo 19 homens e 16 mulheres, com idades variando de 25 a 53 anos; 

Belo Horizonte), que não apresentavam sinais clínicos da doença. Também foram 

utilizadas amostras de pacientes com doença de Chagas (n = 25, incluindo 14 homens 

e 11 mulheres, com idades variando de 28 a 60 anos), diagnosticados por hemocultura 

e kit ELISA recombinante Chagatest® v.4.0 (Wiener lab., Rosário, Argentina); bem 

como de pacientes com hanseníase (n = 25, sendo 12 homens e 8 mulheres, com 

idade variando de 35 a 55 anos), diagnosticados pelo teste rápido ML Flow 

positivo; aspergilose (n = 10, incluindo 8 homens e 7 mulheres, com idade variando 

de 34 a 60 anos), diagnosticada pela detecção de hifas fúngicas no exame 

histopatológico; paracoccidioidomicose (n = 10, 6 homens e 4 mulheres com idades 

variando de 31 a 57 anos), diagnosticada por exame clínico e cultura Paracoccidioides 

positiva ; e histoplasmose (n = 10; incluindo 6 homens e 9 mulheres, com idades 

variando de 30 a 56 anos), diagnosticados pelo isolamento do fungo em cultura de 

lavado broncoalveolar e/ou sangue total. Além disso, soros de pacientes infectados 

por HIV (n = 20, incluindo 12 homens e 8 mulheres, com idades variando de 24 a 51 

anos), que foram diagnosticados por exame clínico e contagem de células T CD4+ e 

determinação da carga viral, também foram empregados nos experimentos. 

 

4.3 Coleta de amostras antes e após o tratamento 

Para análise da reatividade humoral contra os antígenos antes e após a 

terapêutica, coletou-se soro de pacientes com LM (n = 15) e LV (n = 10) antes e seis 

meses após o tratamento, que foi realizado com antimoniais pentavalentes (Sanofi 

Aventis Farmacêutica Ltda., Suzano, São Paulo, Brasil) na dose de 20 mg Sb +5 por 

kg durante 30 dias. Ressalta-se que não havia nenhum paciente sofrendo de outra 

infecção ou que possuía qualquer doença pré-existente. Desse modo, após o término 

do tratamento, os pacientes estavam livres de quaisquer sinais de leishmaniose, 

sendo diagnosticados como clinicamente curados. 

4.4 Parasitos e preparo do extrato solúvel de Leishmania 
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 Os extratos antigênicos solúveis de Leishmania (SLA) foram produzidos de 

acordo com o descrito por Coelho et al., 2003. As cepas de L. infantum 

(MHOM/BR/1970/BH46) e de L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2904) foram mantidas 

em meio de cultura Schneider’s completo, constituído pelo meio (Sigma, St. Louis, 

MO, EUA) acrescido com 20% de soro fetal bovino (SFB) inativado (20%; FBS, Sigma-

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

estreptomicina, em pH 7,4; e incubada a 24°C. Decorridos seis dias de cultivo e sendo 

constatada a viabilidade e a ausência de agentes contaminantes, as formas 

promastigotas em fase estacionária de crescimento foram quantificadas em câmara 

de Newbauer, sendo ajustadas para uma concentração de 2x108 promastigotas por 

mL. Para o preparo do SLA, os parasitos foram centrifugados por 15 min, a 2.000 x g 

e a 4°C (modelo Z300K - Hermle Labortechnik GmbH). O pellet foi lavado em 5 mL de 

solução salina tamponada com fosfato estéril (PBS 1x) e centrifugado a 2.000 x g por 

10 min a 4°C. O processo de lavagem foi realizado por 3 vezes. Após a última 

centrifugação, o sobrenadante foi descartado, o pellet foi ressuspendido em 5 mL de 

PBS 1x e submetido a um processo de choque térmico em nitrogênio líquido e banho 

maria a 37°C, por 5 ciclos alternados. Em seguida, o lisado foi sonicado em cinco 

ciclos de 30 seg, com intervalos de 30 seg e amplitude de 38 MHz. O produto da lise 

foi centrifugado a 10.000 x g durante 15 min e a fração antigênica solúvel, que 

corresponde ao SLA, foi coletada. A concentração de proteínas foi estimada 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. As amostras foram armazenadas a -80°C, até o momento do uso. 

4.5 Mapeamento de epítopos específicos de células B para construção das 

quimeras 

4.5.1 Quimera B1 

Os epítopos específicos de células B das proteínas LiHyp1 (XP_001468941.1), 

HRF (XP_001465979.1), β-tubulina (XP_001468164.1) e LiHyD (XP_001468360.1) 

foram preditos usando os programas SwissProt (web.expasy.org/docs /swiss-prot) e 

IEDB (www.iedb.org), nos quais a sequência de aminoácidos na estrutura primária da 

proteína mais provável de ser acessível, foi identificada aplicando os seguintes 

parâmetros: Window Size of 12 e Threshold of 1.0. Os aminoácidos considerados 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/swiss-prot
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/amino-acid-sequences
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positivos foram marcados na estrutura da proteína, e o programa ABCpred 

(www.imtech.res.in/raghava/abcpred/) foi utilizado para predizer os epítopos lineares, 

quando foram aplicados os seguintes parâmetros: Window Size de 16 e Threshold de 

0,85. Neste caso, as sequências que apresentaram valores acima de 0,85 foram 

consideradas positivas, e os aminoácidos foram marcados na estrutura da 

proteína. Aqueles considerados positivos em ambas as análises foram usados para 

construir o epítopo de célula B de cada proteína. Nesse contexto, sete epítopos foram 

identificados e posteriormente ligados por meio de resíduos de glicina para evitar a 

sobreposição espacial dos peptídeos. A estrutura secundária da quimera B1 foi 

predita usando o programa JPRED (Drozdetskiy et al., 2015), enquanto que as 

características físico-químicas foram avaliadas pelo programa Protparam (Gasteiger 

et al., 2005). 

4.5.2 Quimera B2 

As sequências de aminoácidos de proteínas expressas nas espécies de L. 

braziliensis: proibitina (XP_001568126.1);hipotética(XP_001568689.1), enolase (XP_

001563419.1) e triparedoxina peroxidase (XP_001563558.1), foram avaliadas para 

prever epítopos de células B, usando 

os servidores SwissProt (web.expasy.org/docs/swiss-prot) e IEDB ( www.iedb.org ), 

nos quais a sequência de aminoácidos na estrutura primária da proteína mais 

provável de ser acessível, foi identificada aplicando os seguintes parâmetros: Window 

Size of 12 e Threshold of 1.0. Os aminoácidos considerados positivos foram marcados 

na estrutura da proteína, e o programa ABCpred 

(www.imtech.res.in/raghava/abcpred/) foi utilizado para predizer os epítopos lineares, 

quando foram aplicados os seguintes parâmetros: Window Size de 16 e Threshold de 

0,85. Neste caso, as sequências que apresentaram valores acima de 0,85 foram 

consideradas positivas, e os aminoácidos foram marcados na estrutura da 

proteína. Aqueles considerados positivos em ambas as análises foram usados para 

definir o epítopo de célula B de cada proteína. Nesse contexto, sete epítopos foram 

identificados e posteriormente ligados por meio de resíduos de glicina para evitar a 

sobreposição espacial dos peptídeos e fornecer flexibilidade à proteína. A estrutura 

secundária da quimera B2 foi predita usando o servidor JPRED (Drozdetskiy et al., 

2015). O servidor ProtParam (Gasteiger et al., 2005) foi utilizado para avaliar as 

http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/linear-epitope
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/protein-secondary-structure
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/chimaera
http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/linear-epitope
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/protein-secondary-structure
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/protein-secondary-structure
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/chimaera
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características físico-químicas da proteína quimérica, enquanto o servidor PepCalc 

( www.pepcalc.com ) foi utilizado para avaliar a solubilidade da proteína.  Os sete 

peptídeos selecionados também foram sintetizados pela técnica F-moc (Machado-de-

Avila, 2011). Em resumo, os peptídeos foram separados da resina de amina utilizando 

ácido trifluoracético e removedores adequados. Em seguida, foram diluídos em água 

milli-Q e submetidos à um processo de purificação utilizando cromatografia líquida de 

alta eficiência em uma coluna de fase reversa C18, com uma vazão de 1,0 mL/min. 

Para verificar a pureza dos peptídeos, foi realizado o ensaio MALDI-TOF-TOF. 

4.6 Expressão e purificação das quimeras B1 e B2 

O gene que codifica as proteínas polipeptídicas B1 e B2 foram sintetizados 

comercialmente no vetor pET28a-TEV (Genscript®, EUA) e bactérias Escherichia coli 

Artic Express (DE3, Agilent) foram transformadas com os respectivos plasmídeos. As 

bactérias foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB), em shaker (Cientec 

Equipamentos Científicos Ltda. 2005), sob agitação, a 200rpm, juntamente com 20 

μg/mL de gentamicina e canamicina 40 μg/mL (Sigma-Aldrich, EUA), até a densidade 

ótica (DO) da cultura alcançar aproximadamente uma leitura de 0,6, em comprimento 

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

ao tempo não induzido. Seguidamente, as culturas foram induzidas com 1.0 mM de 

isopropil β-D-tiogalactopiranosídeo (IPTG; Promega, Montreal, Canadá), por 24 h a 

12°C e após a indução, alíquotas de 1 mL foram retiradas para confirmação da 

expressão em gel SDS-PAGE. Posteriormente, as células foram colhidas por 

centrifugação a 3.000 x g por 10 min a 4°C. A lise dos pellets foi realizada em solução, 

contendo 0,25 mg/mL de lisozima, 20mM de Tris, 0,5M de NaCl, 5 mM de imidazol, 

8M de uréia e 1 mM β-mercaptoetanol (adquiridos de Sigma-Aldrich, EUA).  Então, os 

lisados foram sonicados em banho de gelo (7 pulsos de 30 seg a 36MHz, com 

intervalos de 30 seg), seguidos por seis ciclos de congelamento em nitrogênio líquido 

a -196°C e descongelamento em banho-maria a 37°C. As amostras foram 

centrifugadas a 14.000 x g por 40 min e depois armazenada a 4°C. As proteínas 

quiméricas foram expressas com cauda de seis resíduos de histidina e purificadas 

através de cromatografia de afinidade em coluna de níquel nitrilotriacético (Ni-NTA) 

(GE Healthcare Life Sciences, EUA). Para isso, o sobrenadante foi carregado em uma 

coluna Ni-NTA, que foi pré-equilibrada com solução contendo 20 mM de Tris, 0,5M de 
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NaCl, 5 mM de imidazol, 8M de uréia e 1 mM β-mercaptoetanol (adquiridos de Sigma-

Aldrich, EUA) e, em seguida, conectado a um sistema AKTA. A quimera foi eluída 

usando o mesmo tampão mais imidazol 400 mM. As frações eluídas foram 

concentradas em filtro centrífugo Amicon® ultra-15, com limite de peso molecular 

nominal de 10.000 (NMWL, Millipore, Alemanha), e posteriormente purificado em uma 

coluna de filtração em gel Superdex™ 200 (GE Healthcare, EUA). Sais e imidazol 

foram removidos por diálise usando PBS. As quimeras foram passadas por uma 

coluna de polimixina-agarose (Sigma-Aldrich, EUA) para remover qualquer conteúdo 

residual de endotoxina (Quantitative Chromogenic Kit Limulus Amebocyte Assay 

QCL-1000, BioWhittaker, MD, EUA). As proteínas purificadas B1 e B2 foram aplicadas 

em gel SDS-PAGE a 12%, no qual utilizou-se um padrão PageRuler (Invitrogen™, Life 

Technologies, EUA) para confirmação do peso molecular das proteínas B1 e B2 e, 

então, a amostra foi aliquotada e estocada a -80C, até o momento do uso. 

4.7 Eletroforese em gel de poliacrilamina SDS-PAGE 

As amostras obtidas nos ensaios de expressão e purificação foram submetidas 

à separação por eletroforese em géis desnaturantes (SDS-PAGE 12%) 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 

NNN’N’N-tetrametiletilenodiamina (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 36 μL 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 o 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 



50 

 
 

acético 10% v/v e água destilada) e, em seguida, descorados por lavagens sucessivas 

em solução descorante (ácido acético 10%, metanol 30% e água destilada 60%), 

possibilitando a visualização das bandas proteicas no gel. 

4.8 Ensaios de Western-blotting usando a quimera B1 

Experimentos de Western-blotting foram realizados como descrito por Towbin 

et al. (1979), com modificações. Para tal, após o preparo do gel SDS-PAGE, no qual 

foram aplicados 10 g da proteína, foi realizada a transferência para membranas de 

nitrocelulose (NC, poro de 0,2 μm, Millipore) em tampão de transferência (0,192 M 

glicina, 0,025 M tris e metanol 20%), a 100 V por 1 h e 30 min. As membranas foram 

bloqueadas com PBS-T 1x (PBS 1x, pH 7,4 e Tween 20 a 0,05% v/v), e albumina 

bovina a 5%, por 1 h a 37°C, e posteriormente, lavadas com PBS-T 1x. As membranas 

foram incubadas individualmente frente a um pool de soros de cães com LV ou não 

infectados (ambos diluídos 1:100 em solução PBS-T 1x). Em seguida, as membranas 

foram lavadas e incubadas com anticorpo secundário específico (anti-IgG total de cão) 

conjugado à enzima peroxidase (Sigma-Aldrich), diluído em PBS-T 1x (1:20.000) e 

incubados 1h a 37°C. Após realização de duas lavagens com PBS-T 1x, seguida por 

duas lavagens de PBS 1x, o substrato (cloronaftol 6,25 mg, metanol 4%, 

diaminobenzidina 12,5 mg, 20 L de peróxido de hidrogênio (H2O2) 20 vols. e PBS 

1x para um volume final de 25 mL) foi acrescentado para a revelação da reação. A 

reação foi interrompida com água destilada e as membranas foram secas em papel 

de filtro. Como um controle de proteína, um anticorpo monoclonal anti-

HisTag (catálogo MA1-21315; Thermo Fisher Scientific, EUA) também foi adicionado. 

4.9 ELISA  

4.9.1 ELISA para o diagnóstico da LVC 

Para avaliar a antigenicidade da proteína B1 e do SLA de L. infantum, curvas 

de titulação foram realizadas para determinar a melhor concentração da quimera 

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

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

(JetBiofil®, China) foram sensibilizadas com 0.5 e 1.0 μg/poço de proteína quimérica 

ou SLA de L. infantum, respectivamente. Os antígenos foram diluídos em 100 μL de 

tampão (carbonato de sódio 0,1M e bicarbonato de sódio 0,05 M, pH 9,6) e incubadas 
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durante 16 h a 4ºC. O bloqueio da placa foi realizado usando 250 µl de PBS 1x mais 

Tween 20 a 0,05% (PBS-T) combinado com 5% de albumina de soro bovino durante 

1 h e a 37ºC. Após 5 lavagens, as placas foram incubadas com 100 μL dos soros 

individuais (em duplicata) a uma diluição de 1:100 de soro canino em tampão de 

incubação (TI – solução de lavagem acrescida de 0,05% de albumina bovina). As 

amostras permaneceram em incubação durante 1 h e a 37ºC e então as placas foram 

lavadas novamente por 5 vezes.  Os anticorpos anti-IgG (Anticorpo Anti-IgG. St. Louis: 

Sigma-Aldrich), conjugados à peroxidase, foram utilizados em uma diluição de 

1:5.000, diluídos em TI e aplicados 100 μL por poço, permanecendo em incubação à 

37ºC por 1 h. As placas foram lavadas por 5 vezes e incubadas com 100 μL da solução 

reveladora (10 mL de tampão citrato-fosfato (Na2HPO4 24 mM e ácido cítrico 17,5 mM 

para 1 L de água destilada, pH 5,0); 2 mg de orto-fenilenodiamina (OPD) (St. Louis: 

Sigma-Aldrich) e 2 μL de H2O2 durante 30 min e protegido da luz. A reação de 

revelação foi interrompida adicionando-se 25 μL de solução de ácido sulfúrico (H2SO4) 

a 3 M e a leitura foi realizada em espectrofotômetro (Molecular Devices, Spectra Max 

Plus, Canadá), no comprimento de onda de 492 nm. Pools positivos e negativos foram 

utilizados como controles. 

4.9.2 ELISA para o diagnóstico da LT e LV humana 

Para avaliar a antigenicidade da proteína B2, dos peptídeos sintéticos bem 

como do SLA de L. infantum e SLA de L. braziliensis, curvas de titulação foram 

previamente realizadas para determinar a melhor concentração destes, e também a 

melhor diluição dos conjugados a serem utilizados nos testes sorológicos. Para isso, 

foram testadas diferentes concentrações de antígenos (0,10 μg–20,0 μg), bem como 

concentrações de amostras de soro (1:100 a 1:1000) e anticorpo secundário anti-IgG 

humano conjugado com peroxidase (1:2500 a 1: 40.000). Nesse contexto, placas de 

microtitulação para ELISA de 96 poços (JetBiofil®, China) foram sensibilizadas com 

0.25 μg/poço de proteína quimera B2; 0,5 μg/poço de cada peptídeo sintético; e 1,0 

μg/poço de SLA. Os antígenos foram diluídos em 100 μL de tampão (carbonato de 

sódio 0,1M e bicarbonato de sódio 0,05 M, pH 9,6) e incubadas durante 16 h a 4ºC. O 

bloqueio da placa foi realizado usando 250 µl de PBS 1x mais Tween 20 a 0,05% 

(PBS-T) combinado com 5% de albumina de soro bovino (BSA) durante 1 h e a 37ºC. 

Após 5 lavagens com PBS-T, as placas foram incubadas com 100 μL dos soros 
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individuais (em duplicata) a uma diluição de 1:100 de soro para peptídeos sintéticos e 

SLA, e 1:200 para quimera B2, em tampão de incubação (TI – solução de lavagem 

acrescida de 0,05% de albumina bovina). As amostras permaneceram em incubação 

durante 1 h e a 37ºC e então as placas foram lavadas novamente por 5 vezes.  Os 

anticorpos anti-IgG peroxidase humana (Anticorpo Anti-IgG humano-peroxidase 

produzido por Sigma: A6029. St. Louis: Sigma Aldrich), foram utilizados em uma 

diluição de 1:10.000 para peptídeos sintéticos e SLA, e 1:20.000 para quimera B2, 

diluídos em TI e aplicados 100 μL por poço, permanecendo em incubação à 37ºC por 

1 h. As placas foram lavadas por 5 vezes e incubadas com 100 μL da solução 

reveladora (10 mL de tampão citrato-fosfato (Na2HPO4 24 mM e ácido cítrico 17,5 mM 

para 1 L de água destilada, pH 5,0); 2 mg de orto-fenilenodiamina (OPD) (St. Louis: 

Sigma-Aldrich) e 2 μL de H2O2 durante 30 min e protegido da luz. A reação de 

revelação foi interrompida adicionando-se 25 μL de solução de ácido sulfúrico (H2SO4) 

a 2 M e a leitura foi realizada em espectrofotômetro (Molecular Devices, Spectra Max 

Plus, Canadá), no comprimento de onda de 492 nm. As amostras de soro foram 

avaliadas no mesmo dia a fim de reduzir a variação experimental. 

4.10 Kit comercial para LVC 

A eficácia comparativa da quimera B1 foi avaliada com o kit EIE-CVL®, (kit EIE-

CVL®, BioManguinhos, Rio de Janeiro, Brasil) que é preparado com extrato antigênico 

bruto do parasito e foi utilizado neste estudo de acordo com as normas do fabricante. 

Foram avaliadas amostras de soro de cães com LV sintomáticos (n=25) e 

assintomáticos (n=25). 

4.11 Análises estatísticas 

As análises estatísticas foram realizadas no software Graph Pad Prism (versão 

6.0 para Windows). O ponto de corte dos experimentos para cada antígeno testado 

foi estabelecido usando Curvas Receiver Operator characteristic (ROC) que foram 

construídas e usadas para avaliar a acurácia dos antígenos. Tabelas de contingência 

e o teste de Fisher foram utilizados para comparar os resultados obtidos para cada 

antígeno, os quais foram estimados pela avaliação de seus percentuais de 

sensibilidade diagnóstica (DSe%), porcentagem de especificidade diagnóstica 

(DSp%), valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN), área sob a 
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curva (AUC) e razão de verossimilhança (LR). Intervalos de confiança (IC) foram 

calculados usando um nível de confiança de 95% (IC 95%). As diferenças foram 

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

Conforme regem as normas gerais do Programa de Pós-Graduação em 

Ciências da Saúde: Infectologia e Medicina Tropical da UFMG, segundo a Resolução 

nº 02/2013, de 18 de setembro de 2013, os resultados e discussão deste relatório 

serão apresentados sob a forma de dois artigos científicos já publicados nas revistas 

Veterinary Parasitology e Microbial Pathogenesis. 

5.1 Apresentação do artigo “Serodiagnosis of canine leishmaniasis using a 

novel recombinant chimeric protein constructed with distinct B-cell epitopes 

from antigenic Leishmania infantum proteins” publicado na revista Veterinary 

Parasitology.” Neste trabalho, a proteína quimera B1 foi avaliada em ELISA para o 

diagnóstico da LV canina. 

5.2 Apresentação do artigo “Evalluation from a B-cell epitope-based chimeric 

protein for the serodiagnosis of tegumentary and visceral leishmaniasis” 

publicado na revista Microbial Pathogenesis.” Neste trabalho, a proteína quimera 

B2 foi avaliada em ELISA para o diagnóstico da LV e LT humana. 
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6. CONSIDERAÇÕES GERAIS E CONCLUSÃO 

Com base nos dois estudos publicados, observou-se que a proteína quimérica 

B1, composta por epítopos de células B selecionados das proteínas LiHyD, LiHyP1, 

HRF e β-tubulina, demonstrou valores de sensibilidade e especificidade de 100% 

contra um painel sorológico canino, superando o desempenho do SLA e do kit 

comercial usado no sorodiagnóstico da LVC. Isso a torna uma candidata promissora 

para avaliação em futuros estudos e para ser aplicada em outras plataformas para o 

diagnóstico de campo da LVC. 

A proteína quimérica B2, composta por epítopos de células B selecionados das 

proteínas hipotética, enolase, triparedoxina e proibitina, mostrou também elevado 

potencial como um antígeno para o diagnóstico da LT e LV humana, apresentando 

elevados valores de sensibilidade e especificidade. Além disso, níveis reduzidos de 

anticorpos anti-B2 após o tratamento dos pacientes sugerem um possível valor 

prognóstico de eficácia terapêutica contra a doença. Os peptídeos sintéticos também 

foram avaliados nos ensaios e os resultados demonstraram variações nos valores de 

OD entre os diferentes grupos sorológicos, embora nenhum tenha exibido reatividade 

similar aos das proteínas quiméricas. 

Tais resultados destacam a importância dessas proteínas como candidatas 

promissoras para o diagnóstico das leishmanioses, tanto em cães quanto em 

humanos, e sugerem sua relevância para futuras pesquisas e aplicações clínicas. 
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7. PERSPECTIVAS 

 Avaliar os antígenos B1 e B2 contra um maior número de soros e em estudo 

de coorte em áreas endêmicas; 

 

 Testar os antígenos em outras plataformas diagnósticas, como em testes 

imunocromatográficos rápidos, a fim de possibilitar seu uso em campo. 
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