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RESUMO 

A leishmaniose visceral (LV) é uma doença infecciosa grave causada por protozoários do 

gênero Leishmania. Nas Américas, o cão é o principal reservatório da doença, 

principalmente nas áreas urbanas, onde encontra-se em grande expansão. A LV é fatal se 

não for tratada adequadamente e/ou diagnosticada precocemente, porém, a eficácia dos 

métodos diagnósticos e vacinas disponíveis permanece parcial, sendo necessário o 

desenvolvimento de novas estratégias. Vários estudos demonstraram o potencial da 

proteína A2, específica do estágio amastigota de Leishmania, como antígeno vacinal e 

diagnóstico. No presente trabalho, inicialmente, testamos este antígeno, administrado na 

forma de vacina de DNA e observamos proteção em camundongos contra a infecção por 

L. (L.) chagasi e L. (L.) amazonensis. A seguir, descrevemos a proteção, em estudos de 

fase II, com cães beagles vacinados com a proteína A2 associada ao adjuvante saponina 

(constituindo a vacina Leish-tec) contra a infecção por L. (L.) chagasi. Com relação ao 

diagnóstico utilizando este antígeno, observamos que peptídeos provenientes de análises 

in silico da proteína A2, associados a peptídeos de outras proteínas como NH, LACK e 

K39 apresentaram elevada sensibilidade e especificidade em testes com soros humanos e 

caninos.  No entanto, a busca por antígenos vacinais e diagnóstico na LV é incessante, e 

o atual estágio de desenvolvimento tecnológico com a possibilidade de utilizar 

abordagem proteômica para identificação de centenas de antígenos imunogênicos 

simultaneamente é atraente. Dessa forma, optamos por uma abordagem proteômica 

associada a análises in silico para identificar novos antígenos de L. (L.) chagasi. Nossa 

análise proteômica foi a primeira a utilizar amastigotas purificadas de baço de hamster e, 

além disso, é o primeiro estudo a mapear a antigenicidade da infecção por L. (L.) chagasi 

utilizando soros de cães de fase aguda e crônica. Todas as proteínas selecionadas por 

western blot-2DE (WB-2DE) foram mapeadas para epítopos de células B pelo software 

BepiPred e submetidas `a imuno-ensaios em membranas de celulose resultando na 

seleção de 25 peptídeos com elevado potencial para o diagnóstico sorológico da LV. 

Paralelamente, foi utilizada a técnica de DIGE para comparar a expressão diferencial de 

proteínas entre as formas amastigota e promastigota de L. (L.) chagasi e 40 proteínas 

foram identificadas, sendo 25 aumentadas em promastigotas, 5 aumentadas em 

amastigotas e 10 com expressão similar em ambas as formas. Além disso, todas as 
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proteínas identificadas no trabalho, tanto por DIGE como por WB-2DE,  foram 

mapeadas para epítopos de células T utilizando o software NetCTL que permitiu a 

seleção de potenciais candidatos para o desenvolvimento de vacinas. Por fim, para 

complementar a análise de predição para células B, as mesmas proteínas imunogênicas 

identificadas por WB-2DE forma mapeadas utilizando outros dois programas de predição 

de epítopos (ABCPred e BCPred) e após análise adicional de imuno-ensaios mais 23 

peptídeos foram identificados como potenciais antígenos diagnóstico na LVC. Esses 

novos peptídeos, juntamente com os 25 previamente identificados, foram submetidos a 

ensaios imuno-enzimáticos que resultaram em 10 antígenos com elevada sensibilidade e 

especificidade, inclusive maior do que a encontrada pelo kit EIE-LVC, que é o 

recomendado pelo Ministério da Saúde, que também falhou em detectar cães 

assintomáticos. Portanto, uma análise em grande escala de L. (L.) chagasi  através do 

proteoma foi realizada para identificar epítopos de células B e T com potencial para 

utilização no desenvolvimento de testes diagnósticos e vacinas.  

Palavras-chave: L. (L.) chagasi, proteoma, diagnóstico, vacina. 
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ABSTRACT 

Visceral leishmaniasis (VL) is a severe infectious disease caused by a protozoan of the 

genus Leishmania. In the Americas, the dog is the main reservoir of disease, mainly in 

urban areas where the disease is increasing. VL is fatal if it is not adequately treated 

and/or if it is not diagnosed early, however the efficacy of diagnostic methods and 

vaccines available remain partial, therefore it is necessary to develop new strategies. 

Several studies have demonstrated the potential of A2 protein,  an amastigote stage-

specific protein family in Leishmania,  as vaccine and diagnosis. In our studies, using 

this antigen administered as DNA vaccine, we observed protection in mice against 

infection by L. (L.) chagasi and  L. (L.) amazonensis. A2 antigen also induces protection 

in phase II studies with beagle dogs vaccinated with A2 protein associated with the 

saponin adjuvant (constituting the vaccine Leish-tec) against infection by L. (L.) 

chagasi. The partial protection induced by A2 antigen in vaccine studies led us to search 

for new proteins for further vaccine tests and future associations with the A2 antigen. 

Regarding the diagnosis, we found that the peptides derived from in silico analysis of the 

A2 protein, associated  with peptides from other proteins such as NH, LACK and K39 

showed high sensitivity and specificity in tests with human and canine sera. However, 

the search for vaccine  and diagnosis antigens of VL is incessant, and the current stage of 

technological development with the possibility of using proteomic approach to identify 

hundreds of immunogenic antigens simultaneously is attractive. Thus, we chose a 

proteomic approach combined with in silico analyzes to identify new antigens of L. (L.) 

chagasi. Our proteomic analysis were the first to use amastigotes purified from hamster 

spleen and, furthermore, is the first study to map the antigenicity of infection by L. (L.) 

chagasi using sera from dogs of acute and chronic phase. All the selected protein by 

western blot-2DE (WB-2DE) were mapped to B cell epitopes by the BepiPred software 

and subjected to immunoassay through cellulose membranes resulting in the selection of 

25 peptide with high potential for serological diagnosis of VL. In parallel, we used the 

technique of DIGE to compare the differential expression of proteins between the 

amastigote and promastigote forms of L. (L.) chagasi and 40 proteins were identified, 25 

increased in promastigotes, 5 increased in amastigotes and 10 with similar expression in 

both forms. Moreover, all the proteins identified in the work by both DIGE as by WB-
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2DE have been mapped to T cell epitopes using the software NetCTL allowing the 

selection of potential candidates for vaccine development. Finally, to complete the 

analysis prediction for B cells, the same immunogenic proteins identified by WB-2DE 

were mapped using others two programs to predict epitopes (ABCPred and BCPred) and 

after additional analysis of immunoassays, more 23 peptides were identified as potential 

diagnostic antigens in the LVC. These new peptides, together with 25 previously 

identified, were subjected to immuno-enzymatic assays that resulted in 10 antigens with 

high sensitivity and specificity, even greater than that found by the  EIE-LVC kit, which 

is recommended by the Ministry of Health, which also failed to detect asymptomatic 

dogs. Therefore, a large-scale analysis of L. (L.) chagasi through proteome was 

performed to identify B and T cell epitopes potentially useful in developing diagnostic 

tests and vaccines. 

 

Key-words: L. (L.) chagasi, proteome, diagnostic, vaccine. 
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1. INTRODUÇAO    

 

A leishmaniose visceral (LV) nas Américas é uma zoonose causada pelo 

protozoário L. (L.) infantum [= L. (L.) chagasi] que representa grande importância dentre 

as doenças negligenciadas (Ashford 2000; Desjeux, 2004). Ela encontra-se em grande 

expansão nas áreas urbanas e oferece muito prejuízo a saúde publica. O cão é o principal 

reservatório da doença e, portanto tem um importante papel na disseminação do parasita 

e conseqüente ampliação dos focos endêmicos (Ashford 2000; Chappuis et al., 2007 e 

Rouf et al., 2009). No Brasil, testes sorológicos como RIFI e ELISA são empregados na 

rotina de inquéritos epidemiológicos e controle da leishmaniose visceral canina, 

entretanto, estes testes são questionáveis em relação a sensibilidade e especificidade, o 

que, conseqüentemente, subestima a taxa real da infecção e garante a manutenção de 

animais infectados (Sundar et al., 2002; Porrozzi et al., 2007; Rouf et al., 2009). 

Adicionalmente, uma da metas da Organização Mundial de Saúde é o desenvolvimento 

de uma vacina protetora para os cães, fator que teria grande impacto no ciclo de 

transmissão do parasita (WHO, 2003), uma vez que as vacinas presentes no mercado, até 

o presente momento, oferecem uma proteção parcial dos animais (Fernandes et al., 2008; 

Palatnik-de-Sousa et al., 2009). Neste contexto, um novo desafio se estabelece com 

relação a identificação de novos antígenos para serem testados em métodos diagnósticos 

e vacinas. 

Nos últimos anos, o nosso grupo de pesquisa se empenhou em identificar, 

caracterizar e avaliar antígenos e protocolos de imunização para o desenvolvimento de 

vacinas e testes diagnóstico para leishmaniose.  

Um grande número de antígenos isolados do parasita têm sido avaliados em seu 

potencial para desencadear uma resposta protetora contra a infecção com Leishmania. 

Inicialmente, em nosso grupo de pesquisa, obtivemos êxito com o antígeno A2 que é 

uma proteína específica do estágio amastigota de várias espécies de Leishmania e foi o 

primeiro fator de virulência amastigota-específico identificado em L. donovani  (Zhang 

& Matlashewski 1997). Iniciamos os testes com camundongos utilizando a proteína 

recombinante A2 (rA2) associada à rIL-12 como adjuvante, o que conferiu proteção em 
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camundongos BALB/c desafiados com L. (L.) amazonensis. Foi observado redução 

significativa das lesões na pata e da carga parasitária nos animais imunizados e 

desafiados com A2, associados `a elevada produção de IFN-γ e de anticorpos IgG2a 

específicos à proteína e ao parasita (Coelho et al., 2003). Imunização com o antígeno A2 

na forma de DNA também induziu proteção contra a infecção com as formas 

promastigotas de L. (L.) chagasi e L. (L.)  amazonensis em camundongos BALB/c, onde 

foi observado o desenvolvimento de uma resposta protetora TH1 (Zanin et al., 2007).  

Em função dos resultados promissores obtidos com o antígeno A2 em 

camundongos, estendemos a nossa análise no modelo canino, uma vez que eles 

representam o principal reservatório da doença e o principal foco para busca de vacinas 

(Fernandes et al., 2008). Neste trabalho, foram avaliadas as respostas imune celular, 

humoral, parasitológica e clínica de cães imunizados com a proteína recombinante A2, 

associado ao adjuvante saponina, compondo a vacina Leish-tec®. Animais imunizados 

com Leish-tec® apresentaram aumento significativo da produção de IFN-γ após as 

imunizações, que se manteve elevado sete meses após o desafio, sob estímulo de rA2 e 

LcPA (extrato solúvel do parasita). Após o desafio, houve aumento significativo de IL-

10 no grupo de animais não vacinados e infectados, quando comparado ao grupo de cães 

vacinados e infectados. No grupo de cães não vacinados e infectados, apenas 28.5% dos 

cães permaneceram assintomáticos, sendo que os sintomas clínicos encontrados nos 

demais foram perda de peso intensa, diarréia profusa e sanguinolenta, caquexia, 

hepatoesplenomegalia, onicogrifose, lesões de pele e secreção ocular purulenta. Estes 

sintomas apareceram mais precocemente nos cães do grupo controle. A imunização com 

antígeno rA2 permitiu a diferenciação sorológica entre animais vacinados e animais 

infectados, um requisito importante para uma vacina para leishmaniose visceral canina 

(Fernandes et al., 2008).  

Paralelamente aos testes vacinais com A2, também foram avaliados o potencial 

de alguns peptídeos em métodos diagnósticos sorológico (ELISA) utilizando, além de 

peptídeos de A2, antígenos de algumas proteínas bem caracterizadas em Leishmania 

como NH, LACK e K39 e suas associações. O peptídeos, provenientes de análises in 

silico das referidas proteínas apresentaram sensibilidade e especificidade elevados 

(próximo de 100%) quando testados com soros de cães com títulos baixos, médios e 
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altos, além dos soros humanos, sendo, portanto, promissores para o desenvolvimento de 

métodos diagnósticos sorológicos e futuramente cromatográficos (Costa et al., 2012).  

No entanto, em função da heterogeneidade de moléculas MHC das populações 

dos hospedeiros e da facilidade do parasita Leishmania em evadir a resposta imunológica 

consideramos a necessidade de identificação de novos antígenos para compor e/ou 

complementar as vacinas e aplicação em testes diagnósticos. Portanto optamos pela 

aplicação da análise proteômica que é resultado da integração de uma grande variedade 

de técnicas que permite identificar, quantificar e caracterizar proteínas, assim como 

relacionar essa informação com a Bioinformática.  

Os recentes progressos na proteômica, como a introdução da espectrometria de 

massa para análise das macromoléculas associado a técnicas analíticas como a 

eletroforese bidimensional possibilitaram o estudo desses processos fisiológicos 

intricados e dinâmicos (Kumari et al., 2008; Petrak et al., 2008). Esta abordagem nos 

permitiu identificar proteínas diferencialmente expressas, além de proteínas 

imunogênicas nas formas amastigotas e promastigotas de L. (L.) chagasi. 

Adicionalmente, associamos as proteínas identificadas com análises in silico e imuno-

ensaios que nos permitiram selecionar epítopos reconhecidos por células B e T para 

posteriores testes em vacinas e diagnóstico (Costa et al., 2011). Testes diagnósticos em 

ELISA com 10 peptídeos derivados das proteínas imunogênicas identificadas por 2DE-

Western-blot revelaram alta acurácia na análise cuja sensibilidade e especificidade foram 

elevadas como 88.7% e 95%, respectivamente (Faria et al., 2011). 

1.1. Agente Etiológico     

Os protozoários do gênero Leishmania (Ross, 1903) pertencem a Família 

Trypanosomatidae, Ordem Kinetoplastida, Filo Sarcomastigophora e Sub-Reino 

Protozoa.  Estes parasitas são digenéticos e apresentam duas formas morfologicamente 

distintas, as formas amastigotas, que são formas arredondadas com 3-5 µm,  aflageladas 

e encontradas no hospedeiro vertebrado e as formas promastigotas que são alongadas 

com 5-15 µm, flageladas e encontradas principalmente no inseto vetor (Lainson & Shaw 

1987; Grimaldi & Tesh, 1993; Ashford, 2000).  
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O modelo taxonômico mais abrangente e aceito foi o sugerido por Lainson & 

Shaw (1987), utilizando como parâmetro o desenvolvimento do parasito no intestino do  

inseto vetor. As espécies pertencentes ao subgênero Leishmania, desenvolvem-se na 

porção média e anterior do intestino (seção Suprapylaria) e possuem outras 

características como facilidade de crescimento em meio de cultura NNN tradicional. Já 

as espécies do subgênero Viannia, desenvolvem-se no intestino posterior, na região do 

piloro (seção Peripylaria) e apresentam lento crescimento em meio de cultivo e 

desenvolvimento lento (Lainson & Shaw 1987; Grimaldi & Tesh, 1993). 

Atualmente, são descritas trinta espécies de Leishmania. No Velho Mundo, são 

registradas dez espécies, todas pertencentes ao subgênero Leishmania e dentre elas, sete 

espécies são conhecidas como capazes de infectar o homem. No Novo Mundo, são 

registradas vinte espécies, sendo que onze pertencem ao subgênero Leishmania e nove 

espécies pertencem ao subgênero Viannia (Grimaldi & Tesh, 1993; Cupolillo et al., 

2000). Dentre as espécies pertencentes ao subgênero Leishmania, cinco infectam o 

homem e são as espécies L. mexicana, L. amazonensis, L. venezuelensis, L. chagasi (= L. 

infantum) L. major “like” (= L. major) e dentre as espécies pertencentes ao subgênero 

Viannia, oito infectam o homem e são as espécies L. braziliensis, L. peruviana, L. 

guyanensis, L. panamensis, L. lainsoni, L. naiffi, L. colombiensis e L. shawi (Grimaldi & 

Tesh, 1993).  

Os protozoários do gênero Leishmania necessitam dos hospedeiros vertebrados e 

invertebrados para completar seu ciclo de vida. Os vetores do parasita são dípteros, 

hematófagos, com atividade crepuscular e pós-crepuscular que abrigam-se durante o dia 

em lugares úmidos, sombrios e bem protegidos dos ventos e estão distribuídos 

principalmente em regiões com climas quentes e temperados. São pertencentes à família 

Psychodidae, subfamília Phlebotominae, sendo que somente dois gêneros são realmente 

importantes para a epidemiologia da doença: Lutzomyia, encontrados na América Central 

e América do Sul e Phlebotomus, encontrados na África, Ásia e Europa (Young & 

Ducan, 1994; Ashford, 2000; Bates et al., 2008). Os vetores da Leishmania são 

flebotomíneos fêmeas e aproximadamente 1000 espécies já foram identificadas. Dentre 

elas 70 são consideradas vetores da doença (Bates et al., 2008).  
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O ciclo de vida (Figura 1) se inicia quando o vetor fêmea se alimenta em um 

hospedeiro humano infectado (antroponose) ou em um outro hospedeiro vertebrado 

infectado (zoonose). O ciclo de vida dentro do intestino dos insetos é complexo e varia 

entre os subgêneros Leishmania e Viannia (Gossage et al., 2003; Bates et al., 2008; 

Wilson et al., 2010). No subgênero Leishmania, as formas amastigotas ingeridas são 

liberadas dos macrófagos no intestino do inseto e se diferenciam em formas 

proliferativas denominadas promastigotas procíclicas, que 48-72 horas depois, se 

diferenciam em formas não-proliferativas. Após isso, entre o 7-10 dias após o a ingestão 

de sangue, elas se diferenciam em promastigotas metacíclicas, que representam as formas 

infectivas que migram para o aparelho bucal do vetor (Gossage et al., 2003; Bates et al., 

2008). A ligação do parassita ao epitélio do intestino é um evento essencial no 

estabelecimento da infecção, pois impede a eliminação dos protozoários juntamente com 

as fezes (Bates et al., 2008; Wilson et al., 2010).  

As formas metacíclicas são transmitidas para os hospedeiros vertebrados durante 

a alimentação do vetor, onde se diferenciam em formas amastigotas, e se multiplicam a 

ponto de lisar os macrófagos, e, conseqüentemente, permitir a infecção de novas células 

e também do inseto vetor (Matlashewski, 2001; Sacks & Noben-Trauth, 2002). 

Considerando a leishmaniose visceral e o ciclo zoonótico rural e urbano, o cão 

(Canis familiaris) tem sido considerado o principal reservatório da doença, devido, 

principalmente, ao grande número de casos e devido ao grande parasitismo cutâneo 

destes animais (Abranches et al., 1991). Portanto o cão representa grande importância no 

ciclo de transmissão da infecção, com ênfase em áreas urbanas. O cão infectado pode ou 

não desenvolver o quadro clínico da doença cujo sinais são: emagrecimento, alopécia, 

nódulos ou ulcerações, diarréia, hemorragias intestinais, hepato-esplenomagalia, paralisia 

de membros posteriores, ceratite com cegueira e caquexia, podendo evoluir para a morte 

nos casos mais graves. O reconhecimento das manifestações clínicas destes reservatórios 

é importante para adoção de medidas de controle da doença (Abranches et al., 1991; 

Ashford et al., 2000; Carvalho et al., 2002; Porrozi et al., 2007). No ambiente silvestre, 

os reservatórios são as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous), os marsupiais 

(Didelphis albiventris) e roedores (Proechymis oris). Os principais reservatórios na 

leishmaniose tegumentar variam de acordo com a espécie. Os principais reservatórios do 
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parasita L. amazonensis são os marsupiais e os roedores (Proechymis e Oryzomys), para a 

espécie L. guyanensis vários mamíferos foram identificados como hospedeiros naturais, 

tais como a preguiça (Choloepus didactylus), o tamanduá (Tamandua tetradactyla), 

marsupiais e roedores. Já para a espécie L. braziliensis, até o momento não se conseguiu 

identificar definitivamente nenhum animal silvestre como reservatório, no entanto, é 

freqüente encontrar em espécies domésticas, em grande quantidade, como no cão (Ceará, 

Bahia, Espírito Santo, Rio de Janeiro e São Paulo), eqüinos e mulas (Ceará, Bahia e Rio 

de Janeiro) e roedores domésticos ou sinantrópicos (Ceará e Minas Gerais) (Reithinger & 

Davies, 1999; Cabrera et al., 2003; Garg & Dube, 2006; Campino & Maia, 2010; Ready 

PD, 2010).  

 

Organização Mundial de Saúde (OMS) 2008 (http://www.who.int/en/) 

Figura 1- Ciclo de vida do protozoário Leishmania. O ciclo de vida se inicia quando o 

vetor fêmea se alimenta em um hospedeiro vertebrado infectado (1). As amastigotas 

ingeridas se diferenciam no intestino do vetor em promastigotas procíclicas e iniciam a 

multiplicação. Após isso elas se diferenciam em promastigotas metacíclicas, e migram 
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para o aparelho bucal do vetor (2). As formas metacíclicas são transmitidas para os 

hospedeiros vertebrados durante a alimentação do vetor. As formas promastigotas 

metacíclicas são fagocitadas e nos macrófagos (3) se diferenciam em formas amastigotas, 

e se multiplicam a ponto de lisar os macrófagos e permitir a infecção de novas células (4) 

ou mesmo a infecção do inseto vetor (6). Em 5, 7 e 8 estão representados os variados 

hospedeiros vertebrados, um dos sintomas clínicos da leishmaniose tegumentar (lesão 

ulcerativa) e um dos sintomas clínicos da leishmaniose visceral (hepatoesplenomegalia), 

respectivamente. 

 

1.2. As Leishmanioses 

   

Espécies do gênero Leishmania são agentes etiológicos das diferentes formas 

clínicas das leishmanioses (visceral, cutânea, mucocutânea e difusa) que, por sua vez, 

apresentam distribuição geográfica e prevalências distintas (Ashford, 2000; Desjeux, 

2004). A maioria dos casos de infecções humans estão relacionadas com hábitos, 

atividades primárias e/ou secundárias  de indivíduos que exploram ou habitam florestas 

e, recentemente, tem ocorrido um aumento significativo nos casos de leishmaniose em 

áreas peri-urbanas de grandes cidades, em função de atividades como o desmatamento 

florestais, entre outras  (Ashford, 2000; Desjeux, 2004; Murray et al., 2005).  

Dentre os 98 países em que são registradas a ocorrência de leishmanioses, 72 são 

países em desenvolvimento e 13 estão entre os menos desenvolvidos do mundo (WHO, 

2010). Esta doença atinge mais de 12 milhões de pessoas. Cerca de 90% dos casos de 

leishmaniose visceral (LV) ocorrem no Brasil, Bangladesh, Índia, Nepal e Sudão e 90% 

dos casos de leishmaniose cutânea (LC) ocorrem no Brasil, Afeganistão, Argélia, Iran, 

Peru, Arábia Saudita e Síria (Ashford, 2000; Desjeux, 2004; Murray et al., 2005).  

Todos os anos, aproximadamente um milhão e meio de pessoas manifestam 

alguma forma clínica da leishmaniose tegumentar, e cerca de meio milhão de pessoas 

desenvolvem a forma visceral, sendo a incidência da infecção ainda maior se forem 

considerados os casos subclínicos (WHO, 2003; Desjeux, 2004). 
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A leishmaniose tegumentar no Novo Mundo se extende do México a Argentina 

atingindo países como Martinica, Honduras, Guatemala, Costa Rica, El Salvador, 

Nicarágua, Panamá, Venezuela, Colômbia, Guiana francesa, Equador, Paraguai, Bolívia,  

Peru e Brasil, apresentando alta incidência nestes dois últimos países (Ashford, 2000; 

Desjeux, 2004; Murray et al., 2005). A leishmaniose visceral no Novo Mundo acomete 

países como Brasil, Paraguai, Argentina, Bolívia, Venezuela, Colômbia, Peru, Guatemala 

e México (Ashford, 2000). 

Em função de seu caráter espectral existem diferentes propostas de classificação 

para as formas clínica da doença. A Organização Mundial de Saúde (OMS) classifica em 

leishmaniose cutânea, leishmaniose cutânea difusa, leishmaniose mucocutânea e a 

leishmaniose visceral (Ashford 2000; WHO, 2003; Desjeux, 2004; Murray et al., 2005).  

A leishmaniose cutânea se caracteriza pela formação de úlceras localizadas, 

podendo ser únicas ou múltiplas. A lesão aparece após um período de latência de 30 dias 

e permanece restrita ao local da inoculação. O desenvolvimento das lesões variam de 

acordo com a resposta imunológica dos paciente e a carga parasitária das lesões variam 

também de acordo com as espécies de Leishmania (Desjeux, 2004). 

Na leishmaniose cutânea difusa as lesões são disseminadas pelo corpo, mas não 

são ulcerativas e acomete indivíduos com deficiência na resposta celular. A gravidade 

desta forma deve-se, principalmente, a dificuldade no tratamento das lesões (Ashford 

2000; Murray et al., 2005). 

A leishmaniose mucocutânea se caracteriza por apresentar uma imunidade celular 

exacerbada, com granulomas constituídos por linfócitos e macrófagos, com poucos 

parasitas. Outa característica é a formação de lesões ulcerativas desfigurantes na mucosa 

e atinge principalmente as cavidades oral e nasal, podendo também acometer os tecidos 

da laringe, faringe e traquéia (Murray et al., 2005; Desjeux, 2004). 

A leishmaniose visceral é a forma mais grave, devido a sua elevada taxa de 

mortalidade que ocorre principalmente em pacientes não tratados. Ela causa febre, 

anemia, caquexia, diarréia e hepato-esplenomegalia (Desjeux, 2004).  
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1.3. Testes Diagnósticos para Leishmaniose Visceral 

O uso de métodos diagnósticos sensíveis e específicos, de fácil execução e 

interpretação, que não necessitem de grande infra-estrutura laboratorial e profissionais 

especializados, seria de grande importância para um diagnóstico acurado e rápido da LV, 

principalmente nas localidades onde o acesso a exames laboratoriais mais complexos é 

limitado (WHO, 2003; Murray et al., 2005; Mettler et al., 2005; Moreira et al., 2007; 

Porrozzi et al., 2007).  

O diagnóstico clínico-epidemiológico da LV é insuficiente para justificar o 

tratamento, já que a apresentação clínica é comum a diversas outras patologias. Portanto 

a confirmação por técnicas parasitológicas e ou imuno-enzimaticos é recomendado. Os 

exames parasitológicos são considerados métodos de referência no diagnóstico da LV, 

embora envolvam procedimentos invasivos, requeiram laboratoristas experientes, sejam 

laboriosos e não apresentem sensibilidade ideal. A confirmação de LV pode ser feita pela 

demonstração direta em esfregaços ou cultivo do parasito obtido de baço, fígado, medula 

óssea ou linfonodos. A sensibilidade da pesquisa direta em esfregaços em lâmina varia 

de 95 a 98% para o aspirado de baço (Chulay & Bryceson 1983),  76 a 91% para o de 

fígado, 52 a 89% para o de medula-óssea e 52 a 69% para o de linfonodos (Zijlstra et al., 

1992; Sidding et al., 1988).  

Em função dos pontos negativos do diagnóstico parasitológico, avanços foram 

realizados no diagnóstico sorológico, que é favorecido pela expressiva resposta imune 

humoral que caracteriza a leishmaniose visceral. A pesquisa de anticorpos, entretanto, 

deixa a desejar no que concerne à especificidade. Além disso, essas técnicas demandam 

tempo, equipamentos e laboratoristas treinados. Um dos métodos desenvolvidos foi a 

reação de fixação do complemento, que se difundiu por apresentar maior sensibilidade e 

por não ser um método invasivo, dependendo somente da coleta de sangue, além de 

apresentar maior rapidez na obtenção dos resultados (Hockmeyer et al., 1984).  

Logo, foi desenvolvida a reação de imunofluorescência indireta (RIFI) (Duxbury 

et al., 1964) que apresenta alta sensibilidade de 82 a 95% e especificidade aproximada de 

78 a 92%, dependendo da preparação antigênica e da espécie de Leishmania utilizada. O 

RIFI é o teste padrão ouro mundialmente indicado como comprovação final no 
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diagnóstico da ocorrência ou não de anticorpos de Leishmania no homem e é o teste 

atualmente disponibilizado pelo Sistema Único de Saúde (SUS), com a desvantagem de 

requerer microscópio de imunofluorescência (Sengupta et al., 1969; Cahil et al., 1970).  

Entre os testes imuno-enzimáticos mais difundidos está o ELISA, que é utilizado 

principalmente para detecção de anticorpos, quando se deseja realizar um levantamento 

soroepidemiológico prático, menos oneroso e rápido. É sabido que a RIFI apresenta 

maior grau de especificidade e que o ELISA apresenta maior grau de sensibilidade. No 

ELISA, os valores de sensibilidade apresentam reprodutibilidade, variando entre 90 e 

100%, entretanto, os valores de especificidade são bastante inconsistentes, variando de 

71 a 100% (Bray, 1985; Choudhry et al., 1990; Pedras et al., 2008). O ELISA permite 

diversas variações metodológicas como os métodos indireto, sanduíche, competição e 

captura, além da utilização de antígenos brutos, solúveis ou recombinantes. Alguns 

antígenos recombinates como rA2, rK39, rK26, rK39 e rLdccys1 tem se destacado por 

otimizarem os resultados da sensibilidade e especificidade dos testes em cães, inclusive 

pela sensibilidade na detecção de animais assintomáticos (Burns et al., 1993; Badaró, et 

al., 1993; Braga et al., 1998; Bathia et al., 1999; Carvalho et al., 2002; Teodoro-da-Costa 

et al., 2003; Chappuis et al., 2005; Mettler et al., 2005; Ritmeijer et al., 2005;Porrozzi et 

al., 2007; Pinheiro et al., 2009; Rouf et al., 2009).  

Tentando otimizar não somente a sensibilidade e especificidade, mas também a 

rapidez na obtenção dos resultados, o custo e a facilidade na coleta do material, houve o 

desenvolvimento do Direct Agglutination Test (DAT) e do Fast Agglitination Screening 

Test (FAST) e que tem apresentado bons resultados na LVC (Sundar et al., 1996; 

Babakhan et al., 2009). Eles apresentam sensibilidade e especificidade semelhantes, 

entretanto apresentam outras vantagens como a obtenção rápida dos resultados, o 

processamento de grande número de amostras, não necessita de mão de obra qualificada 

e somente o uso de amostras do sangue total é suficiente para a análise (Sundar et al., 

1996; Schallig et al., 2002; Otramto et al., 2004; Mettles et al., 2005; Babakhan et al., 

2009).  

Os métodos diagnósticos moleculares que empregam a PCR e diversas amostras 

biológicas, tais como sangue e aspirado de medula, são os mais sensíveis e específicos 
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(com sensibilidade acima de 90% e especificidade de 100%), entretanto apresenta 

elevado custo para o diagnóstico da leishmaniose (Schallig et al., 2002; Reithinger et al., 

2002; Gomes et al., 2008).  

1.4. Vacinas para a Leishmaniose Visceral Canina 

Umas da principais metas da Organização Mundial de Saúde é o desenvolvimento 

de uma vacina capaz de proteger o cão e conseqüentemente reduzir a taxa de infecção 

humana para leishmaniose visceral (WHO, 2003).  

Várias formulações de vacinas já foram testadas e uma delas é a formulação 

composta de parasitas mortos ou atenuados (Tabela 1). Neste grupo foi testado L. 

braziliensis associada `a BCG, que apresentou proteção parcial em estudos de fase II, 

mas não em estudos em campo (Fase III) (Genaro et al., 1996; Mayrink et al., 1996). Foi 

testado L. infantum e/ou L. major associado `a BCG que apresentou proteção parcial em 

estudos de fase I e II (Mohebali et al., 1998) assim como `a associação de L. major e 

BCG e Alum em estudos de fase III (Mohebali et al., 2004). Além disso foi testado L. 

infantum atenuada com gentamicina o que garantiu proteção parcial em estudos de fase II 

(Daneshvar et al., 2010).  

           Também foram testadas Vacinas de DNA, como indicado na Tabela 2. Dentre 

elas, Ramiro e colaboradores, em 2003, em estudo de fase II obtiveram 60% de proteção 

em cães imunizados com o antígeno LACK na forma de DNA e uma dose reforço com o 

vírus vaccinia recombinate, também contendo a região codificadora da proteína LACK e 

desafiados com L. infantum (Ramiro et al., 2003). Proteção parcial também foi observada 
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em associações semelhantes de LACK com rVV e MVA (Ramos et al., 2008; Ramos et 

al., 2009). Adicionalmente, foi avaliada a imunização de cães com as cisteínas 

proteinases do tipo I e II, sob a forma de DNA e de proteína recombinante contra a 

infecção por L. infantum, onde foi observada uma proteção parcial da doença (Rafati et 

al., 2005).  

             Foram testadas Vacinas com frações do parasita, como indicado na Tabela 3. 

Uma das vacinas foi composta pela fração protéica de 67-94 kDa de L. infantum (LiF2) 

que inicialmente, em estudos de fase I e II indicaram proteção parcial, mas não em 

estudos de fase III (Ogunkolade et al., 1988; Dunan et al., 1989). A vacina Leishmune 

composta por um complexo glicoprotéico fucose-manose ligante mostrou em um estudo 

de fase III, proteção de 92% dos cães vacinados, quando expostos em áreas endêmicas da 

leishmaniose visceral (Palatnik-de-Sousa et al., 1994; Borja-Cabrera et al., 2002; Borja-

Cabrera et al., 2010).  Além disso, foi testada a fração LiESAP-MDP que garantiu 

proteção parcial nos estudos de de fase I, II e III (Lemestre et al., 2005; Lemestre et al., 

2007). 
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              Também foram testadas Vacinas com antígenos recombinantes, como indicado 

na Tabela 4. Proteção de 90% foi observada em estudo de fase II no qual cães foram 

imunizados com uma proteína quimérica composta pelas proteínas ribossomais Lip2a, 

Lip2b, PO e H2A associadas ao BCG. Os animais imunizados foram desafiados com L. 

infantum (Molano et al., 2003). Fujiwara e colaboradores (2005) avaliaram potencias 

candidatos para uma vacina composta com a mistura dos antígenos recombinantes TSA, 

LeIF e LmSTI1 assciado ao adjuvante MPL-SE® em animais infectados com 

promastigotas de L. chagasi e observaram o desenvolvimento de uma resposta Th1. 

Proteção parcial também foi observada em infecção experimental com promastigotas de 

L. infantum em imunização com as proteínas H1, HASPB1 e MML (Moreno et al., 

2007). Face ao potencial do antígeno A2 em estudos de fase I em murinos (Coelho et al., 

2003; Zanin et al., 2007), foi iniciado um estudo de fase II com essa proteína 

recombinante, compondo a vacina Leish-tec®. Os resultados obtidos evidenciaram 

proteção significativa associado a altos níveis de IFN-γ e baixos níveis de IL-10 nos cães 

imunizados. Além disso, foi verificado que, após o processo de imunização, os cães 

permaneceram soronegativos em testes de ELISA e imunofluorescência, corroborando os 

dados previamente obtidos em camundongos e que indicam que é possível a distinção 

sorológica entre cães imunizados com essa vacina e cães infectados (Fernandes et al., 

2008). 
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1.5. Proteoma de Leishmania 

Os recentes avanços na proteômica tem possibilitado o estudo de processos 

biológicos e dinâmicos que associados a progressos paralelamente ocorridos na  

genômica do parasita Leishmania, tem otimizados o entendimento de suas características 

(Petrak et al., 2008; Kumari et al., 2008; Cuervo et al., 2010). Muitos estudos tem sido 

realizados utilizando o parasita Leishmania afim de entender melhor a sua capacidade de 

evadir a resposta imune no hospedeiro, seu metabolismo, e também com o intuito de 

identificar futuros alvos para vacinas e diagnóstico,  (Kumari et al., 2008; Cuervo et al., 

2010).  

 Há muitos estudos comparando proteínas diferencialmente expressas entre as 

formas amastigotas (utilizando as amastigotas axênicas) e promastigotas de L. infantum, 

buscando identificar os fatores de virulência no parasita e que, consequentemente, 

auxiliam em sua adaptação no hospedeiro vertebrado (El Fakhry et al., 2002; McNicoll et 

al., 2006; Brotherton et al., 2010). Adicionalmente, estudos com L. major comparando o 

perfil de proteínas entre as formas amastigotas provenientes de lesões e promastigotas 

também foram realizados e confrontados com a expressão gênica e com a expressão em 

L. infantum utilizando amastigotas axênicas (Leifso et al., 2007), além de outros estudos 

com a forma cutânea comparando as formas promastigotas e amastigotas axênicas de L. 

panamensis (Walker et al., 2006) e outro estudo coma a mesma abordagem foi realizado 

em L. mexicana (Nugente et al., 2004). Outros trabalhos, com fosfoproteoma, de 
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comparação entre as formas amastigotas axênicas e promastigotas, utilizando a espécie L. 

donovani também foram descritos. (Morales et al., 2008; Morales et al., 2010). 

Mapas proteômicos utilizando somente uma das formas do parasita, tem sido 

gerados tanto utilizando espécies causadoras de leishmaniose cutânea, como L. major 

(Drummelsmith et al., 2003; Mojtahedi et al., 2008), L. amazonensis (Brobey et al., 

2006), L. braziliensis (Cuervo et al., 2007) e L. mexicana (Paape et al., 2008; Paape et 

al., 2010), quanto espécies causadoras da leishmaniose visceral (Alcolea et al., 2011; 

Gupta et al., 2007). Outros trabalhos, avaliaram também a presença de proteínas 

imunogênicas nas formas amastigotas axênicas e promastigotas de L. donovani por 

western blot 2-D utilizando soro de pacientes humanos infectados (Forgber et al., 2006). 

Outro estudo, com L. infantum avaliou a antigenicidade com soro hiper-imune de coelho 

(Dea-Ayuela et al., 2006). Proteínas secretadas e/ou liberadas pelo protozoário 

Leishmania tem sido alvo de estudos na busca por importantes mediadores na interação 

parasita-hospedeiro (Cuervo et al., 2009). Proteoma comparativo entre as formas 

amastigotas axênicas e amastigotas provenientes de baço de hamster também foi 

realizado afim de identificar os fatores de virulência necessários para o estabelecimento 

da infecção no hospedeiro (Pescher et al., 2011).  

Neste trabalho utilizamos uma abordagem proteômica associada a análises in 

silico para identificar potenciais antígenos de L. (L.) chagasi. Este estudo representa a 

primeira análise proteômica que utiliza amastigotas purificadas de baço de hamster e, 

também é o primeiro estudo a mapear a antigenicidade da infecção por L. (L.) chagasi 

utilizando soros de cães de fase aguda e crônica. Foi utilizado a técnica de DIGE para 

comparar a expressão diferencial de proteínas entre as formas amastigotas e 

promastigotas de L. (L.) chagasi. Além disso, todas as proteínas identificadas no trabalho 

foram mapeadas para epítopos de células T usando o software NetCTL, que permitiu a 

seleção de potenciais candidatos para o desenvolvimento de vacinas. Portanto, uma 

análise em grande escala de L. (L.) chagasi  através do proteoma foi realizada para 

identificar epítopos de células B e T com potencial para utilização no desenvolvimento 

de testes diagnósticos e vacinas.  
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2.  OBJETIVOS  

  

2.1. Objetivo Geral 

 

Identificar e caracterizar antígenos de Leishmania (Leishmania) chagasi para o 

desenvolvimento de vacinas e alternativas em diagnóstico. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

1. Avaliar a resposta imune e de proteção induzida pelas vacinas de DNA de A2 e NH 

(Nucleosídeo Hidrolase) contra a infecção por Leishmania chagasi e Leishmania 

amazonensis em camundongos; 

2. Analisar a proteção imunológica em cães beagles vacinados com a proteína 

recombinante A2 contra a infecção desafio com Leishmania chagasi ; 

3. Testar combinação de peptídeos sintéticos provenientes das proteínas A2, NH, 

LACK e K39 no imuno-diagnóstico da leishmaniose visceral canina e humana; 

4. Identificar novos antígenos para diagnóstico e vacina na Leishmaniose Visceral 

Canina utilizando aboradagem imunoproteômica e de bioinformática; 

5. Analisar o potencial imuno-diagnóstico de peptídeos sintéticos provenientes de 

proteínas identificadas por western blot-2D associadas a analises in silico. 
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3.  METODOLOGIA E RESULTADOS: ARTIGOS PUBLICADOS  

3.1. Artigo 1. Evaluation of immune responses and protection induced by A2 and 

nucleoside hydrolase (NH) DNA vaccines against Leishmania chagasi and Leishmania 

amazonensis experimental infections. 
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3.2. Artigo 2. Protective immunity against challeng with Leishmania (Leishmania) 

chagasi in beagles dogs vaccinated with recombinant A2 protein. 
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3.3. Artigo 3. Improved Canine and Human Visceral Leishmaniasis Immunodiagnosis 

Using Combinations of Synthetic Peptides in Enzyme-Linked Immunosorbent Assay. 
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3.4. Artigo 4. Analysis of Leishmania chagasi by 2-D gel eletrophoresis (2-D DIGE) and 

immuno-proteomic: Identification of novel candidate antigens for diagnostic tests and 

vaccine. 
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3.5. Artigo 5. High-throughput analysis of synthetic peptides for the immunodiagnosis of 

canine visceral leishmaniasis. 

 



	  

56	  

 



	  

57	  
 



	  

58	  

 



	  

59	  

 



	  

60	  

 



	  

61	  

 



	  

62	  

 



	  

63	  

 



	  

64	  

3.6. Patente 1. Composição Imunogênica para vacina e kit para teste imunodiagnóstico 

de leishmaniose visceral. 
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3.7. Patente 2. Peptídeos recombinantes, método e kit para teste imunodiagnóstico de 

leishmaniose visceral. 
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3.8. Patente 3. Peptídeos recombinantes, método e kit para teste imunodiagnóstico de 

leishmaniose. 
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4. DISCUSSÃO 

As leishmanioses representam um grave problema de saúde pública, sendo 

consideradas pela Organização Mundial de Saúde, em conjunto, como uma das seis mais 

importantes doenças tropicais de países em desenvolvimento (WHO, 2002; Desjeux, 

2004). O controle da LV no Brasil se faz principalmente por meio do controle das 

populações do inseto vetor e da eliminação dos reservatórios da doença, representado 

pelos cães infectados. Entretanto, há uma grande falha no controle da doença em função 

da ausência de uma vacina eficaz para os cães e de testes diagnósticos acurados para 

leishmaniose (Ashford, 2000; Desjeux, 2004; Chappuis et al., 2007; Boelaert et al., 

2007). Estudos baseados em modelos matemáticos indicam, no entanto, que medidas de 

controle baseadas na detecção sorológica dos cães falham devido à alta incidência da 

infecção em cães, à alta infectividade dos parasitas, à falta de sensibilidade dos testes 

diagnósticos sorológico e à demora entre diagnóstico e eliminação dos cães infectados, 

entre outros aspectos (Ashford 2000; Barbiéri et al., 2006; Chappuis et al., 2007; Porrozzi 

et al., 2007; Boelaert et al., 2007).  

A aplicação das medidas de controle da LV no Brasil é bastante complexa devido 

ao intricado ciclo de transmissão da doença, que envolve reservatórios domésticos, 

silvestres e insetos vetores, também devido à precária condição sócio-econômica da 

população em muitas regiões do país, à urbanização e conseqüente expansão da doença 

para áreas onde, até recentemente, ela não era registrada. Outros aspectos referem-se às 

diferenças epidemiológicas da doença em diferentes regiões do país, à baixa sensibilidade 

dos testes diagnósticos especialmente para a detecção de cães que se encontram nos 

estágios iniciais da doença. Nesse contexto, a identificação de novos antígenos vacinais e 

métodos diagnósticos que apresentem maior sensibilidade e especificidade é de grande 

importância (Ashford, 2000; Desjeux, 2004; Chappuis et al., 2007; Boelaert et al., 2007).  

Vários estudos demonstraram o potencial do antígeno A2, específico do estágio 

amastigota de Leishmania, como antígeno vacinal e diagnóstico (Ghedin et al., 1997, 

Carvalho et al., 2002 Ghosh et al., 2002, Coelho et al, 2003 e Porrozzi et al, 2007). 

Estudos prévios, conduzidos em camundongos, mostraram que a imunização com o 

antígeno A2 induz proteção contra L. (L.) amazonensis (Coelho et al., 2003) e L. (L.) 
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donovani (Ghosh et al, 2001; Gosh et al, 2002) e permite a diferenciação sorológica entre 

animais vacinados e infectados, portanto, este antígeno apresenta grande potencial para o 

desenvolvimento de vacinas.   

No presente estudo, utilizando este antígeno, administrado na forma de vacina de 

DNA, observamos proteção em camundongos contra a infecção por L. (L.) chagasi e L. 

(L.) amazonensis (Zanin et al, 2007). Em seguida, realizamos também um estudo de fase 

II, no qual o antígeno A2, igualmente, induziu proteção em cães beagles vacinados com a 

proteína A2 associada ao adjuvante saponina (constituindo a vacina Leish-tec) contra a 

infecção por L. (L.) chagasi (Fernandes et al., 2008). Na avaliação da resposta humoral 

foi observado que a imunização com a vacina Leish-tec® não induziu a produção de 

anticorpos específicos ao parasita Leishmania, permitindo a distinção sorológica entre 

cães vacinados e infectados (Fernandes et al., 2008). Assim esta vacina preenche o 

critério proposto pelo Ministério da Saúde, ou seja, cães vacinados não apresentarão 

resultados positivos nos testes sorológicos, que é o principal método diagnóstico utilizado 

atualmente para controle da leishmaniose visceral no Brasil (WHO, 2010). Já a resposta 

imune celular foi avaliada através da dosagem de IFN-γ e IL-10, sob estímulo com a 

proteína A2-HIS e com extrato solúvel do parasita (LcPA), antes e após a infecção 

desafio. Foi observado um aumento significativo da produção de IFN-γ após as 

imunizações, que se manteve elevado sete meses após o desafio (Fernandes et al., 2008).  

Estudos sobre a resposta imune celular canina indicam que a produção de citocinas como 

IFN-γ, IL-12, IL-2 e IL-18 que caracterizam o perfil da resposta TH1, foram detectadas 

em cães assintomáticos ou resistentes a infecção (Pinelli et al., 1994; Santos-Gomes et 

al., 2002 e Chamizo et al., 2005). Com relação a avaliação parasitológica mesmo com a 

elevada dose de infecção realizada em nosso trabalho, 71.5% dos cães vacinados e 

infectados não apresentaram nenhum sintoma clínico, no entanto, no grupo de cães 

infectados (controle), apenas 28.5% dos cães permaneceram assintomáticos, sendo que os 

sintomas clínicos encontrados foram perda de peso intensa, diarréia profusa e 

sanguinolenta, caquexia, hepatoesplenomegalia, onicogrifose, lesões de pele e secreção 

ocular purulenta. Estes sintomas apareceram mais precocemente nos cães do grupo 

controle, ou seja, cães não vacinados e infectados (Fernandes et al., 2008).  
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Algumas pesquisas foram conduzidos no Brasil visando o desenvolvimento de 

vacinas para os cães. A vacina Leishmune® (Fort Dodge Saúde Animal), composta pelo 

complexo glicoprotéico FML (fucose-manose ligante) de L. donovani, em estudo de fase 

III, induziu proteção em 92% dos cães expostos naturalmente em áreas endêmicas de 

leishmaniose visceral, sendo que esses permaneceram por quase 1 ano sem o 

desenvolvimento de sintomas clínicos e apresentaram-se negativos no teste de PCR para 

Leishmania em amostras de sangue, pele e linfonodos. Entretanto, em todos os cães 

vacinados com o complexo FML, houve produção significativa de anticorpos específicos 

ao parasita Leishmania (Da Silva et al., 2001; Nogueira et al., 2005). Devido a este 

aspecto, esta vacina não foi recomendada pelo Ministério da Saúde, que por meio de uma 

portaria, impediu que a mesma fosse adquirida por prefeituras para campanha de 

vacinação publica contra a LV canina. Os resultados obtidos nesses estudos indicam, 

portanto, a necessidade de desenvolvimento de outras vacinas adequadas ao controle da 

LV canina em nosso meio. Isso, associado `a proteção parcial também induzida pela 

vacina Leish-tec® (que representam as duas únicas vacinas presentes no mercado 

brasileiro) nos levou a busca por novos antígenos para posteriores testes vacinais e 

futuras associações com o antígeno A2.  

Com relação ao uso da A2 em diagnóstico, observamos que peptídeos 

provenientes de análises in silico da proteína A2, associados a peptídeos de outras 

proteínas como NH, LACK e K39, apresentaram elevada sensibilidade e especificidade 

em testes com soros humanos e caninos, principalmente nas associações dos antígenos 

(Costa et al., 2012).  Portanto, com o intuito de otimizar ainda mais os testes diagnósticos 

e vacinais, optamos por uma abordagem proteômica associada a análises in silico para 

identificar potenciais antígenos de L. (L.) chagasi.  

O proteoma é uma nova ferramenta muito importante na identificação de 

proteínas principalmente por integrar técnicas como eletroforese bidimensional, 

bioinformática, espectrometria de massa, entre outras técnicas. Seu recentes avanço têm 

possibilitado o estudo de processos fisiológicos intricados e dinâmicos (Leifso et al., 

2007; Kumari et al., 2008; Petrak et al., 2008). Neste trabalho realizamos uma análise 

proteômica das formas amastigotas e promastigotas de L. (L.) chagasi com o objetivo de 
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identificar proteínas diferencialmente expressas, além de imuno-ensaios e análises in 

silico que nos permitiram identificar proteínas imunogênicas e seus respectivos peptídeos 

para futuro desenvolvimento de potenciais testes diagnósticos e vacinas para 

leishmaniose canina.  

Em nossas análises foi utilizada uma cepa de L. (L.) chagasi muito virulenta, 

originalmente isolada de um cão da cidade de Belo Horizonte, MG/Brasil (Fernandes et 

al., 2008). Adicionalmente, este foi o primeiro trabalho com uma abordagem proteômica 

designado a identificar antígenos imunogênicos para cães e o primeiro a utilizar 

amastigotas provenientes de baço de hamster como parâmetro para comparação com as 

formas promastigotas das proteínas diferencialmente expressas de L. (L.) chagasi .  

Muitos trabalhos têm sido realizados utilizando as amastigotas axênicas para 

comparação das proteínas diferencialmente expressas com as formas promastigotas de 

Leishmania (El Fakhry et al., 2002; Nugente et al., 2004; Walker et al., 2006; McNicoll 

et al., 2006; Leifso et al., 2007; Brotherton et al., 2010). Aguns trabalhos enfatizaram as 

espécies causadoras da leishmaniose visceral (El Fakhry et al., 2002; McNicoll et al., 

2006; Brotherton et al., 2010) e outros, as espécies causadoras da forma cutânea (Nugente 

et al., 2004; Walker et al., 2006). Adicionalmente, estudos com L. major comparando o 

perfil de proteínas entre as formas amastigotas provenientes de lesões e promastigotas 

também foram realizados e confrontados com a expressão gênica e com a expressão em 

L. infantum utilizando amastigotas axênicas (Leifso et al., 2007). Outros trabalhos, com 

fosfoproteoma, nesta mesma abordagem de comparação entre as formas amastigotas 

axênicas e promastigotas, utilizando a espécie L. donovani também foram descritos 

(Morales et al., 2008; Morales et al., 2010). Interessantemente, um recente trabalho do 

proteoma comparativo de L. donovani entre as formas amastigotas axênicas e amastigotas 

provenientes de baço de hamster também foi realizado afim de identificar os fatores de 

virulência necessários para o estabelecimento da infecção no hospedeiro e, além de 

observarem diferenças no tamanho e na infectividade entre essas amastigotas, também 

observaram que 6.7% das proteínas são  mais abundantes em amastigotas provenientes do 

baço, quando comparadas com as amastigotas axênicas (Pescher et al., 2011).  
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Com relação às proteínas imunogênicas, demais estudos compararam formas 

amastigotas axênicas e promastigotas de L. donovani por western blot 2-D utilizando soro 

de pacientes humanos infectados (Forgber et al., 2006) e de L. infantum utilizando soro 

hiper-imune de coelho (Dea-Ayuela et al., 2006). Em nosso trabalho, a antigenicidade das 

proteínas de Leishmania foi avaliada utilizando uma mistura de soro de cães infectados 

para garantir uma melhor representatividade da especificidade dos anticorpos frente ao 

extrato protéico de Leishmania.  

A obtenção da lista de proteínas imunogênicas contribui para seleção de antígenos 

para fase crônica e fase aguda da doença (neste caso, representa um importante passo 

para o desenvolvimento de testes diagnósticos para a fase inicial da doença) além de 

auxiliar no melhor entendimento da resposta imune na LV (Rouf et al., 2009). Em nosso 

estudo três proteínas (manose-1-fosfato-guaniltransferase, HSP 83-1 e alfa-tubulina) 

foram reconhecidas por IgM, utilizando soro de cães de fase aguda.  Interessantemente, a 

HSP 83-1, reconhecidas por IgM, possui sítios de glicosilação e carboidratos o que é 

importante no reconhecimento por IgM, e, portanto, representa um dos importantes alvos 

para posteriores estudos de testes diagnósticos para fase aguda da doença.  Utilizando 

soro de cães de fase crônica e peptídeos sintéticos idenficados por mapeamento de 

epitopos nas proteínas selecionadas por WB utilizando o software BepriPed, foi possível 

selecionar 25 potenciais peptídeos para futuros testes diagnósticos da doença: 1 peptídeo 

da proteína HSP 83-1, 2 peptídeos da proteína 3,2-trans-enoyl CoAisomerase, 1 peptídeo 

da proteína ribonucloptroteina, 2 peptídeos da aldose 1-epimerase e 19 peptídeos 

provenientes de 4 proteínas hipotéticas. Futuramente, a imunogenicidade, especificidade 

e sensibilidade destes peptídeos poderão ser avaliadas em testes imuno-enzimáticos 

(ELISA) e/ou em testes cromatográficos, que tem grande importância principalmente em 

testes em campo, onde é complicado o acesso a equipamentos laboratoriais (Rouf et al., 

2009; Porrozzi et al., 2007).  

Simultaneamente, foi realizada uma análise in silico para todas as proteínas 

identificadas tanto em DIGE quanto em western blot na busca de epitopos reconhecidos 

por linfócitos TCD8+, os quais são muito importantes elementos na defesa do hospedeiro 

na LV (Barbiéri et al., 2006; Chappuis et al., 2007; de Oliveira et al., 2009; Herrera-



	  

79	  

Najera et al., 2009). O programa NetCTL, que prediz epitopos para linfócitos TCD8+ e 

ligação a 10 supertipos de HLA, além de considerar na análise clivagem pelo 

proteassoma e eficiência de transporte por TAP (transporter associated with antigen 

processing), foi utilizado para seleção de potenciais antígenos vacinais, (Larsen et al., 

2010) uma vez que no mercado, as vacinas disponíveis representam uma proteção parcial 

da doença. 

Na análise por NetCTL foi utilizado um banco de dados de HLA humano pela 

inexistência de um banco de dados caninos, e pelo o fato de existir maior proximidade 

entre os HLA canino e humanos (Wagner et al., 2003). Dentre 5 proteínas de amastigotas 

identificadas por DIGE (fosfomanomutase, prostaglandina f2-alfa sintase, fator 1 de 

elongação, alfa-tubulina e uma proteína hipotética) 4 apresentaram a maior quantidade de 

epitopos de células T e 3 delas apresentaram epitopos com potencial de se ligarem a 4 

diferentes supertipos de HLA, sendo portanto importantes alvos para estudo de antígenos 

vacinais.  

Paralelamente, a fim de complementar a análise de predição para células B, as 

mesmas proteínas imunogênicas identificadas por WB-2D geraram novos 23 peptídeos 

como resultado da análise adicional com outros dois programas de predição de epítopos, 

o ABCPred (http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred)  e o BCPred 

(http://ailab.cs.iastate.edu/bcpreds)  associado `a imuno-ensaios. Esses novos peptídeos, 

juntamente com os 25 previamente identificados, foram submetidos a ensaios imuno-

enzimáticos que resultaram em 10 antígenos com elevada sensibilidade e especificidade 

(88.7% e 95%, respectivamente ), inclusive maior do que a encontrada pelo kit EIE-LVC, 

que é o recomendado pelo Ministério da Saúde, que também falhou em detectar cães 

assintomáticos (Faria et al., 2011). 

Portanto, observamos que as análises proteômicas, in silico e imuno-ensaios 

foram importantes em identificar novas proteínas como importantes alvos para resposta 

humoral e de linfócitos T contra L. (L.) chagasi. Estudos futuros empregando algumas 

dessas proteínas podem ser realizados na busca de testes diagnósticos acurados, inclusive 

para fase inicial da doença e também, para posteriores testes vacinais. 
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5. CONCLUSÕES 

	  

 Imunizações com o antígenos A2 na forma de vacina de DNA garantiu a proteção 

contra a infecção por L. (L.) chagasi e L. (L.) amazonenis em modelos murinos 

indicando potencial vacinal do antígeno A2; 

 

 Imunizações com a proteína A2, associada ao adjuvante saponina, constituindo a 

vacina Leish-tec®, garantiu a proteção contra a infecção por L. (L.) chagasi em 

cães. Os resultados observados indicam o potencial da proteína A2 como antígeno 

vacinal e,  estudos adicionais, como o de fase III com a vacina Leish-tec, devem 

ser conduzidos para avaliar de forma mais precisa e completa os aspectos 

relacionados à resposta imune, clínica e parasitológica induzidos pela mesma; 

 

 Nos testes diagnósticos, observamos que peptídeos provenientes de análises in 

silico da proteína A2, associados a peptídeos de outras proteínas como NH, 

LACK e K39 apresentaram elevada sensibilidade e especificidade em testes com 

soros humanos e caninos, inclusive para soros com títulos baixos; 

 

 A abordagem proteômica associada a análises in silico permitiu a identificação de 

novos antígenos com potencial uso para diagnóstico e vacina na LVC; 

 

 Peptídeos sintéticos identificados na abordagem proteômica quando testados em 

imunodiagnóstico da LVC, apresentaram elevada sensibilidade e especificidade, 

inclusive maior do que a encontrada pelo kit EIE-LVC, que é o recomendado pelo 

Ministério da Saúde, que também falhou em detectar cães assintomáticos.  
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