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RESUMO 

 

A aquisição de proteção contra a reinfecção por algumas espécies de Leishmania indica a 

possibilidade do desenvolvimento de uma vacina profilática contra as leishmanioses. Na 

busca por um antígeno candidato para compor uma vacina efetiva contra a leishmaniose 

visceral (LV), proteínas presentes nas formas amastigotas do parasito tornam-se alvos 

atrativos, uma vez que tal forma é a encontrada causando a doença nos hospedeiros 

mamíferos. Neste trabalho, avaliamos uma proteína hipotética amastigota-específica de 

Leishmania infantum, denominada LiHyp1, identificada por meio de uma pesquisa 

imunoproteômica, na tentativa de selecionar um novo antígeno candidato para vacina contra a 

LV. Em paralelo, a proteína LiHyp1 foi também avaliada em sua antigenicidade para o 

sorodiagnóstico da leishmaniose visceral canina (LVC). Em testes de ELISA, a proteína 

rLiHyp1 foi reconhecida por anticorpos presentes em soros de cães com LV assintomática e 

sintomática e não apresentou reatividade cruzada com anticorpos presentes em soros de cães 

com doença de Chagas ou de cães sem leishmanioses (saudáveis) e/ou vacinados com a 

vacina Leish-Tec
®
. A imunogenicidade da proteína rLiHyp1 associada a saponina foi testada 

em camundongos BALB/c e sua eficácia vacinal foi avaliada após o desafio com 

promastigotas de L. infantum. Os esplenócitos dos animais vacinados apresentaram uma 

produção elevada de IFN-ɣ, IL-12 e GM-CSF após a estimulação in vitro com a proteína 

rLiHyp1. Após o desafio, tais animais, quando comparados aos grupos controle (salina e 

saponina), apresentaram uma redução significativa da carga parasitária no fígado, baço, na 

medula óssea e no linfonodo drenante, sendo tal proteção associada com uma produção 

elevada de IFN-ɣ. Esta produção ocorreu principalmente devido aos LT CD4
+
 e foi 

dependente da presença de IL-12. Observou-se também que houve uma redução na produção 

de IL-4 e IL-10. O presente trabalho demonstrou que a proteína hipotética amastigota-

específica inédita de Leishmania, LiHyp1, pode ser utilizada para novos testes no 

sorodiagnóstico da LVC e, quando combinada a saponina, pode ser usada para compor uma 

vacina efetiva contra a LV murina. 

 

Palavras-chave: Leishmania infantum, vacinas, diagnóstico sorológico, proteínas hipotéticas, 

imunoproteômica, LiHyp1. 
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ABSTRACT 

 

The acquisition of life-long immunity to the disease in recovered patients has motivated the 

development of studies for prophylactic vaccination against leishmaniasis. Attempting to 

select candidate antigens to compose a vaccine against VL, we have targeted proteins presents 

in the intracellular amastigote stage, which is the parasite stage that persists throughout 

infection with Leishmania in the mammal hosts. The present study aims to evaluate a non-

described hypothetical Leishmania amastigote-specific protein, LiHyp1, which was identified 

by an immunoproteomic approach performed in L. infantum, in an attempt to select a new 

candidate antigen for a vaccine against LV. In addition, the protein LiHyp1 was evaluated 

with regard to their antigenicity for serodiagnosis of canine visceral leishmaniasis (CVL). In 

ELISA tests, the rLiHyp1 protein was recognized by antibodies present in sera samples of 

dogs with asymptomatic and symptomatic visceral leishmaniasis (VL), but presented no 

cross-reactivity when the sera from dogs with Chagas´ disease or healthy and/or vaccinated 

animals with Leish-Tec
®
 were used. The immunogenicity of rLiHyp1 protein plus saponin 

was tested in BALB/c mice and their protective efficacy was evaluated after the challenged 

with L. infantum promastigotes. Mice vaccinated with rLiHyp1 presented a high production of 

IFN-ɣ, IL-12, and GM-CSF after in vitro stimulation with the recombinant protein. 

Immunized and infected mice, as compared to the control groups (saline and saponin), had a 

significant reduction in the number of parasites found in the liver, spleen, bone marrow, and 

draining lymph node in the paws. Protection was associated with an IL-12-dependent 

production of IFN-ɣ, produced mainly by CD4 T cells. In these mice, a decrease of IL-4 and 

IL-10 responses could also be observed. Therefore, the present study showed that this non-

described Leishmania amastigote-specific hypothetical protein can be used for new 

serodiagnosis tests of CVL and, when combined with a saponin adjuvant, has proven to be 

useful in the protection against VL murine. 

 

 

Keywords: Leishmania infantum, vaccine, serological diagnosis, hypothetical proteins, 

immunoproteomic, LiHyp1. 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

As leishmanioses são um grupo de doenças infecto-parasitárias causadas por 

protozoários do gênero Leishmania, sendo transmitidas durante o repasto sanguíneo de 

vetores dos gêneros Phlebotomus, em países do Velho Mundo e Lutzomyia, nas Américas. 

Embora a manutenção do ciclo biológico destes insetos transmissores ocorra principalmente 

em ambiente silvestre, atualmente, pode-se observar uma maior incidência da doença em 

áreas rurais e periurbanas (WHO, 2010). 

As leishmanioses são endêmicas em cerca de 98 países distribuídos por todo o mundo, 

sendo que mais de 350 milhões de pessoas encontram-se expostas aos riscos de infecção. 

Estima-se que aproximadamente 2 milhões de novos casos ocorram a cada ano, sendo que 1 a 

1.5 milhões sejam casos de leishmaniose tegumentar (LT) e 500.000 casos sejam de 

leishmaniose visceral (LV), a qual ocasiona anualmente cerca de 50.000 óbitos (WHO, 2010). 

De acordo com Alvar et al. (2012), o Brasil é responsável por aproximadamente 95% dos 

casos registrados de LV no Continente Americano e, devido à ampla distribuição e à 

possibilidade da doença em assumir formas graves e letais principalmente quando associada 

aos quadros de má nutrição e infecções concomitantes, a LV torna-se um importante 

problema de Saúde Pública e requer, dessa forma, atenção especial pelas autoridades de Saúde 

competentes. 

Algumas das medidas profiláticas e de controle da LV visam à interrupção do ciclo 

biológico do parasito. Entretanto, o caráter zoonótico da doença e a manutenção do parasito 

no ciclo silvestre dificultam a adoção de medidas eficazes de controle. A aplicação de 

inseticidas para eliminação dos vetores pode ser realizada em ambientes domésticos e 

peridomésticos, entretanto, em regiões menos povoadas, apresenta eficácia reduzida (Tesh, 

1995). O cão é considerado o principal reservatório no ciclo doméstico da LV, comportando-

se como um elo de transmissão do parasito entre o vetor flebotomíneo e o homem. A 

eutanásia de cães soropositivos constitui-se em uma medida profilática adotada pelas 

autoridades competentes, porém, alguns problemas são relacionados, tais como a ocorrência 

de resultados falso-positivos nas triagens sorológicas realizadas e a própria relação familiar do 

cão com seu dono, esse, que muitas vezes prefere omitir a doença às autoridades competentes 

(Tesh, 1995; Gontijo & Melo, 2004). A eliminação de animais reservatórios silvestres 

também não se apresenta como uma medida eficaz e ecologicamente correta. Soma-se a tais 
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fatos a possibilidade de adaptação do parasito a outros reservatórios existentes no ambiente 

peridoméstico (Grimaldi & Tesh, 1993; Gramiccia & Gradoni, 2005).  

O diagnóstico da LV é realizado com base em evidências clínicas e epidemiológicas, 

associados à realização de exames laboratoriais (Tesh, 1995). O diagnóstico sorológico 

apresenta-se dificultado por apresentar sensibilidade e/ou especificidade variáveis dos testes 

utilizados, levando à ocorrência de um número elevado de resultados falseados, o que tem 

criado grandes dificuldades na interpretação correta dos dados obtidos e, dessa forma, uma 

deficiência no controle efetivo da doença. Deste modo, a busca por um teste diagnóstico para 

leishmaniose que seja preciso, com elevada sensibilidade e especificidade e de reduzido custo 

à população faz-se necessária (Gomes et al., 2008). 

O tratamento de primeira escolha para as leishmanioses ocorre pela utilização de 

antimoniais pentavalentes, entretanto, o surgimento de resistência dos parasitos aos fármacos 

usados e os efeitos colaterais relatados tornam tal estratégia de aplicação insatisfatória (Croft 

& Coombs, 2003; Minodier & Parola, 2007). Outros fármacos, como anfotericina B 

lipossomal e a miltefosina oral também tem sido testadas, porém, apresentam elevado custo e 

podem causar elevada toxicidade aos pacientes (Mondal et al., 2010; Oliveira et al., 2011). 

Desta forma, o desenvolvimento de novas estratégias para prevenir as leishmanioses, como a 

busca por vacinas capazes de induzir imunidade protetora, é uma prioridade, sendo 

considerada uma medida alternativa para o controle da doença (Grimaldi & Tesh, 1993; 

Gonzalo et al., 2002; Sukumaran et al., 2003; Ramiro et al., 2003; Desjeux, 2004). 

Uma vacina efetiva deve conter, preferencialmente, antígenos que sejam 

compartilhados por diferentes espécies de Leishmania, ser imunogênica contra a maioria das 

espécies, apresentar um baixo custo de produção e uma boa estabilidade, além de não 

interferir na imunogenicidade induzida por outros antígenos (Grimaldi & Tesh, 1993; Coelho 

et al., 2003). A maioria dos estudos utilizam antígenos das formas promastigotas dos 

parasitos, entretanto, antígenos das formas amastigotas devem ser considerados também como 

alvos alternativos para o desenvolvimento de uma formulação vacinal (Fernandes et al., 

2012).  

A utilização de novas ferramentas biotecnológicas tem levado à identificação de novos 

antígenos com potencial imunogênico. Através de técnicas de imunoproteômica, nosso grupo 

de pesquisa recentemente descreveu várias proteínas hipotéticas de Leishmania infantum que 

foram reconhecidas por anticorpos presentes em amostras de soros de cães com LV 

sintomática e/ou assintomática (Coelho et al, 2012). Neste trabalho, uma destas proteínas, 
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nomeada de LiHyp1 (XP_001468941.1) foi selecionada, clonada e purificada para 

experimentos de imunogenicidade e proteção vacinal frente à infecção experimental de 

camundongos BALB/c com a espécie L. infantum. Por ter sido reconhecida por anticorpos de 

cães com LV, a proteína recombinante LiHyp1 foi também testada como antígeno para o 

diagnóstico  da LVC. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Epidemiologia das leishmanioses 

As leishmanioses são doenças parasitárias endêmicas em cerca de 98 países 

distribuídos em todo o mundo. Dados da Organização Mundial de Saúde (OMS) indicam que 

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

aproximadamente 12 milhões estejam clinicamente afetadas. Estima-se que ocorra uma 

incidência anual de 1 a 1.5 milhões de novos casos de LT e de cerca de 500 mil novos casos 

de LV (WHO, 2010). No Continente Americano, calcula-se que o Brasil seja responsável por 

aproximadamente 95% dos casos de LV, o que torna essa doença um importante problema de 

Saúde Pública e que requer, dessa forma, uma atenção especial pelas autoridades competentes 

(Alvar et al., 2012).  

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doença que merece atenção, uma vez que 

apresenta uma maior prevalência quando comparada à doença humana e pelo fato de que 

muitos animais assintomáticos, residentes em áreas endêmicas da doença, podem estar 

contaminados e transmitirem os parasitos a novos hospedeiros (Marzochi et al., 1985). A 

migração de cães infectados para áreas não endêmicas também tem contribuído para a 

disseminação da doença (Arias et al., 1996). 

 

2.2. A etiologia e o ciclo biológico do parasito causador da Leishmaniose Visceral 

As leishmanioses são doenças causadas por parasitos protozoários do gênero 

Leishmania, pertencente ao Sub-Reino Protozoa, Filo Sarcomastigophora, Ordem 

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

Diptera, Família Psychodidae, Sub-Família Phlebotominae, pertencente aos gêneros 

Phlebotomus, em países do Velho Mundo e Lutzomyia, nas Américas, sendo que apenas a 

fêmea possui hábitos hematófagos e, assim, é capaz de transmitir o parasito ao hospedeiro 

mamífero (Grimaldi & Tesh, 1993). 

O parasito Leishmania pode apresentar-se sob duas formas morfológicas principais: 

promastigota e amastigota. As formas promastigotas são alongadas, afiladas, com um único 

flagelo que lhe confere motilidade, cinetoplasto localizado entre a porção anterior e o núcleo e 

são encontradas no vetor transmissor. As formas amastigotas são arredondadas, com flagelo 

rudimentar, cinetoplasto em forma de bastão e que se multiplicam nos vacúolos fagocíticos no 
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interior de células do sistema fagocítico-mononuclear dos hospedeiros mamíferos (Sacks & 

Kamhawi, 2001; Sacks & Sher, 2002). 

A transmissão do parasito ocorre no momento em que o vetor flebotomínio realiza o 

repasto sanguíneo em um hospedeiro mamífero infectado, podendo ingerir, juntamente com a 

alíquota de sangue, fagócitos infectados com formas amastigotas de Leishmania infantum. 

Essas células, ao alcançarem o intestino do vetor, rompem-se e liberam os parasitos, que se 

transformam rapidamente em formas promastigotas procíclicas e migram para o trato 

digestório médio e anterior. Os parasitos iniciam um intenso processo de multiplicação e 

assumem a forma paramastigota, seguida por diferenciação em formas promastigotas 

metacíclicas e migração para a parte anterior do aparelho bucal. Quando o vetor infectado 

realiza um novo repasto sanguíneo, formas promastigotas metacíclicas infectivas, as quais 

apresentam elevada motilidade e capacidade migratória, juntamente com a saliva, são 

transferidas para o mamífero não infectado. Em seguida, as células do sistema fagocítico-

mononuclear do hospedeiro, dentre as quais se destacam os macrófagos, podem fagocitar as 

formas promastigotas do parasito, que, no interior dos fagolisossomos formados, se 

diferenciam nas formas amastigotas. Os parasitos passam a se multiplicar e ao ocorrer a lise 

da célula, há liberação das formas amastigotas no organismo do hospedeiro. Os parasitos 

liberados podem ser fagocitados por novas células, dando continuidade à infecção no 

hospedeiro mamífero, tornando-o doente. Um novo vetor, não infectado, pode então ingerir as 

células fagocíticas parasitadas do hospedeiro mamífero infectado, completando assim, o ciclo 

biológico do parasito (Pessoa & Martins, 1988; Medeiros et al., 2005). 
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Figura 1: Ciclo biológico da Leishmania infantum. 1. Infecção do vetor no momento em que realiza 

o repasto sanguíneo em um hospedeiro infectado (ingestão de amastigotas). 2. Transformação das 

formas amastigotas em promastigotas metacíclicas no interior do vetor. 3. Inoculação das formas 

promastigotas metacíclicas e infecção no hospedeiro mamífero. 4. Fagocitose dos parasitos por 

macrófagos, transformação em amastigotas e proliferação. 5. Lise da célula hospedeira com liberação 

de amastigotas. 6. Disseminação dos parasitos para órgãos e tecidos do hospedeiro mamífero. 

Adaptado de Nieto et al. (2011). 

 

2.3. Manifestações clínicas da doença 

A patogenia das leishmanioses é determinada por fatores relacionados ao hospedeiro, 

como características genéticas e resposta imunológica, por fatores relacionados ao parasito, 

como a virulência da espécie infectante e por fatores relacionados ao vetor. O resultado desta 

interação pode levar desde ao desenvolvimento de uma forma assintomática da doença até as 

mais variadas manifestações clínicas. Dessa forma, as leishmanioses podem ser classificadas 

em duas grandes categorias clínicas: a leishmaniose tegumentar (LT), que compreende as 

formas cutânea, muco-cutânea e cutâneo-difusa, e a leishmaniose visceral (LV) (Kane & 

Mosser, 2000). 

A leishmaniose cutânea (LC) manifesta-se com um nódulo no local da inoculação e 

evolui lentamente formando uma crosta central que se solta e expõe uma úlcera granulosa 

contornada por uma borda elevada. Normalmente, a lesão é indolor e única, mas nódulos 

satélites podem ocorrer nas proximidades da lesão inicial. Lesões vegetantes, verrucosas e 

infiltrantes são menos frequentes. As principais espécies que causam LC são: L. braziliensis, 
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L. amazonensis, L. mexicana, L. lainsoni, L. guyanensis, L. shawi e L. naiffi nas Américas; e 

L. major, L. tropica e L. aethiopica em países do Velho Mundo (Marzochi & Marzochi, 1994; 

Desjeux, 2004; Silveira et al., 2004). 

Casos de leishmaniose muco-cutânea (LMC) ocorrem em diversos países pela 

infecção com as espécies L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis e L. amazonensis. A 

LMC manifesta-se com lesões que apresentam caráter infiltrante, podendo ulcerar e sangrar. 

A mucosa das cavidades nasal, da boca, faringe, laringe e traquéia são as mais afetadas e 

podem levar à lesões mutilantes no paciente. Embora a forma muco-cutânea seja mais 

frequentemente relatada em países do Novo Mundo, casos de LMC têm sido relacionados à 

infecção com L. major e L. donovani em países do Velho Mundo (Desjeux, 2004).  

A leishmaniose cutâneo-difusa (LCD) ocorre principalmente pela infecção com a 

espécie L. aethiopica na África ou pelas espécies L. amazonensis e L. mexicana nas Américas. 

É uma forma em que as lesões apresentam-se como nódulos, de forma anérgica e que 

raramente ulceram. As lesões espalham-se por todo o corpo e este quadro pode estar 

relacionado com a ineficiência ou ausência de resposta celular por parte do hospedeiro 

(Weigle & Saraiva, 1996; Desjeux, 2004). A LCD, embora rara, não apresenta cura 

espontânea. Devido às frequentes recidivas, tornou-se um grave problema de Saúde Pública, 

juntamente com as demais formas clínicas de LT, pois além da ampla distribuição geográfica, 

o hospedeiro infectado pode apresentar lesões desfigurantes e incapacitantes, excluindo-o do 

seu meio de vida social, causando sua morbidade (Gontijo & Carvalho, 2003; Desjeux, 2004). 

A LV ocorre pela infecção com L. donovani e L. infantum em países do Velho Mundo 

e por L. infantum (syn. L. chagasi) nas Américas (WHO, 2010). Nos casos da LV clássica, a 

infecção crônica pode causar febre irregular de longa duração, hepatoesplenomegalia, 

linfadenopatia, anemia, leucopenia, edema generalizado, debilidade progressiva, caquexia 

acentuada, dispnéia, cefaléia, dores musculares, perturbações digestivas e epistaxes, podendo 

levar ao óbito na ausência de tratamento. A intensidade das manifestações clínicas é variável e 

indivíduos podem permanecer assintomáticos por longos períodos de tempo, embora cerca de 

20% dos pacientes infectados desenvolvam a forma aguda da doença. Os sintomas são 

progressivos e as complicações decorrentes da evolução da infecção são responsáveis pelos 

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

Na LVC o hospedeiro infectado pode ser classificado de acordo com as manifestações 

clínicas que apresenta, podendo ser assintomáticos, quando não apresentam sinais clínicos 

sugestivos de infecção; oligossintomáticos, quando há presença de linfadenopatia, leve perda 
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de peso e alterações dermatológicas; e sintomáticos, onde alguns ou todos os sinais comuns 

da doença são evidentes, como: alterações dermatológicas (alopecia, descamação, 

hiperqueratose, espessamento e nódulos intradérmicos sobre o focinho, as orelhas externas e 

coxins), bem como linfadenopatia, hepatoesplenomegalia, emagrecimento acentuado, uveíte e 

ceratoconjuntivite (Ettinger & Feldman, 2004).   

A susceptibilidade ou a resistência à LVC é dependente da resposta imune do cão após 

a infecção. Parâmetros como carga parasitária, expressão de IL-10 e TGF-β, imunodepressão 

de células específicas à Leishmania sp. (LT CD4 e LT CD8) ou a presença de anticorpos IgG, 

IgM, IgA e IgE específicos à Leishmania sp. encontram-se relacionados com a progressão 

clínica da doença. Em contrapartida, parâmetros relacionados ao aumento da proliferação de 

células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) após o estímulo com antígenos de 

Leishmania sp., a expressão de IFN-ɣ e TNF-α ou a proliferação de LT CD4, LT CD8 e LB 

encontram-se relacionados a resistência à LVC (Reis et al, 2010). 

Normalmente, cães assintomáticos apresentam resposta imune celular predominante, 

com a presença de elevados níveis de IL-2 e TNF-α e uma resposta mista Th1/Th2, com 

prevalência de Th1 e mediada principalmente por IL-12, IL-18 e IFN-ɣ. Em contrapartida, 

animais sintomáticos apresentam uma resposta celular reduzida, com baixos níveis de IFN-ɣ e 

uma resposta humoral específica elevada (Palatnik de Sousa, 2012). 

 

2.4. Diagnóstico das leishmanioses 

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

epidemiológicas, associados à realização de exames laboratoriais (Tesh, 1995).  

O diagnóstico laboratorial da LT é realizado após a detecção das formas amastigotas 

do parasito, por meio de análises de materiais coletados em amostras de lesão, por raspagem 

ou aspirados, seguido pelas análises microscópicas e/ou cultura in vitro do material coletado 

(Reithinger et al., 2007). O diagnóstico imunológico pode ser realizado através do teste de 

intradermorreação de Montenegro (IDRM), o qual avalia a reação de hipersensibilidade tardia 

aos antígenos de Leishmania e por meio de testes sorológicos, como o ensaio imuno 

enzimático (ELISA) e o ensaio de imunofluorescência indireta (IFAT) (Marzochi & 

Marzochi, 1994; Tavares et al., 2003). 

O diagnóstico clínico da LV é dificultado pela semelhança dos sintomas clínicos com 

outras doenças, como a malária, tuberculose, doença de Chagas, toxoplasmose, dentre outras 

(Rees & Kager, 1987; Kemp, 1997). O diagnóstico laboratorial é baseado na detecção de 
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anticorpos e/ou antígenos específicos aos parasitos em amostras de soros dos pacientes 

(Tavares et al., 2003). Nestes casos, as técnicas de ELISA, IFAT, o Teste de Aglutinação 

Direta (DAT), Western-Blot e o Teste Imunocromatográfico (ICT) podem ser utilizados. 

Testes parasitológicos podem ser realizados através de aspirados do baço, linfonodos ou da 

medula óssea e, embora invasivos, mostram-se definitivos na identificação do parasito. 

Ensaios utilizando métodos moleculares, como a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) e a 

PCR Real Time também têm sido utilizados, embora necessitem de treinamento técnico 

especializado e têm custo elevado (Srivastava et al., 2011; Sundar & Rai, 2002). 

 

2.5. Tratamento da doença 

O tratamento das leishmanioses é baseado inicialmente no uso dos antimoniais 

pentavalentes. O antimoniato de N-metil meglumina, produzido com o nome comercial de 

Glucantime


 pela empresa Rhône Poulenc Rorer (França) e o estibogluconato de sódio, 

produzido com o nome comercial de Pentostan


, fabricado pela Wellcome Foundation 

(Inglaterra), são os fármacos mais utilizados, entretanto, causam vários efeitos colaterais e 

tóxicos aos pacientes (Figueiredo et al., 1999; Balasegaram et al., 2012). Doses diárias 

elevadas, necessárias ao curso do tratamento, podem causar fadiga, artralgias, mialgias, além 

de toxicidade renal, hepática e cardíaca. A dificuldade no transporte até os centros 

especializados para a administração dos medicamentos, o período relativamente longo de 

tratamento (20 a 40 dias) e a via de administração dolorosa, acabam por dificultar a adesão 

dos pacientes ao tratamento, podendo ocasionar a resistência dos parasitos aos produtos 

utilizados (Grogl et al., 1991; Carvalho et al., 2000; Tavares et al., 2003).  

A anfotericina B aparece como um tratamento alternativo para a LV, entretanto, causa 

nefrotoxicidade, hipocalemia e calafrios durante a administração. Com o intuito de reduzir 

estes efeitos colaterais, a anfotericina B lipossomal (AmBisome
TM

) foi desenvolvida. A 

formulação é capaz de reduzir a toxicidade do produto, entretanto, é um medicamento de 

custo elevado para o agente financiador e que necessita ser administrado em ambiente 

hospitalar (Balasegaram et al., 2012). 

A miltefosina foi o primeiro medicamento oral utilizado no tratamento da LV, 

entretanto, pode causar distúrbios gastrointestinais, nefro e hepatotoxicidade e possível 

teratogenicidade, além de apresentar custo relativamente elevado (Balasegaram et al., 2012).  
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A LC pode ser tratada com a aplicação local de pomadas à base de paramomicina ou 

de antimoniais pentavalentes. A opção de tratamento sistêmico é recomendada apenas em 

casos mais severos da doença devido aos efeitos colaterais gerados (WHO, 2010).  

Desta forma, a busca por medidas de controle mais eficazes e profiláticas contra as 

leishmanioses tornam-se necessárias. 

 

2.6. Medidas de controle e de prevenção contra as leishmanioses 

As medidas de controle e prevenção podem objetivar a interrupção do ciclo biológico 

do parasito, entretanto, o número elevado de espécies de Leishmania, o caráter zoonótico da 

doença e a manutenção do seu ciclo silvestre dificultam a adoção de medidas eficazes de 

controle (Tesh, 1995). 

O controle do inseto vetor pode ser feito através da administração de inseticidas em 

ambientes domésticos, entretanto, a eficácia depende da classe de inseticida utilizada, da 

susceptibilidade do inseto vetor, do tipo de superfície ao qual é aplicado e da dosagem e 

método de aplicação. Para que esta medida de controle seja eficiente, é necessário que se 

tenha procedimentos operacionais padrão, gerenciamento, logística, supervisão, 

monitoramento e avaliação da eficácia em determinados períodos de tempo. Algumas classes 

de inseticidas utilizadas são os organoclorados, organofosfatados, carbamatos e piretróides, e 

estes devem ser trocados em determinados períodos de tempo para que se evite o 

aparecimento de insetos vetores resistentes (WHO, 2010). No Brasil, os produtos mais 

utilizados são as cipermitrinas e deltamitrinas, pertencentes à classe dos piretróides, os quais 

apresentam eficácia durante 3 meses após aplicação (Brasil, 2006). 

No que se refere à LV, o cão, como um importante hospedeiro reservatório do 

parasito, representa uma considerável fonte de infecção para o vetor transmissor, agindo como 

um elo na manutenção da transmissão entre o mesmo e o homem. A eliminação de cães 

infectados constitui-se em uma medida adotada por órgãos de Saúde Pública, como uma 

tentativa de controle da disseminação do parasito (Tesh, 1995; Gontijo & Melo, 2004).  

Em relação à LT, a eliminação de marsupiais e roedores silvestres não é uma medida 

executável ou ecologicamente correta. Além disso, existe a possibilidade de adaptação do 

parasito a outros reservatórios existentes em ambiente rural (Grimaldi & Tesh, 1993; 

Gramiccia & Gradoni, 2005). 

O tratamento de casos humanos e a utilização de repelentes individuais também não 

apresentam impacto na redução da incidência das leishmanioses (Grimaldi & Tesh, 1993).  
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Devido a tais fatos, o desenvolvimento de novas medidas profiláticas, tais como as 

vacinas, torna-se uma alternativa atrativa e vem sendo pesquisada por diversos grupos de 

pesquisadores; entretanto, essa é uma tarefa complexa, embora seja considerada uma solução 

real para o controle efetivo da doença (Grimaldi & Tesh, 1993; Gonzalo et al., 2002; 

Sukumaran et al., 2003; Ramiro et al., 2003; Desjeux, 2004). 

 

2.7. Resposta imune na leishmaniose visceral murina 

Dentre os vários modelos experimentais animais, o modelo murino utilizando 

camundongos BALB/c e o modelo utilizando hamsters (Mesocricetus auratus) são aqueles 

mais estudados para a investigação da eficácia de antígenos vacinais e de novos 

medicamentos para a LV. A ausência do locus Sc11 1a1 em camundongos BALB/c e 

C57BL/6 torna-os susceptíveis à infecção por L. donovani, sendo que a presença deste gene 

funcional em camundongos CBA confere a resistência à infecção contra o parasito (Bradley, 

1974; Blackwell, 1996). Ao contrário da infecção por L. major, a resposta dicotômica de 

Th1/Th2 não é claramente observada na LV causada por L. donovani e L. infantum. A 

resposta protetora na LV murina depende, principalmente, da indução de uma resposta do tipo 

Th1, mediada pela produção de IFN-ɣ, IL-2 e IL-12. A ativação da enzima iNOS pela indução 

de sua expressão por IFN-ɣ leva à produção de NO nos macrófagos do baço e fígado, aos 

quais reduzem a multiplicação dos parasitos nestes órgãos (Green et al., 1990; Blackwell, 

1996). 

Elevadas concentrações de citocinas TGF-β, IL-10, IL-4 e IL-13, normalmente 

encontram-se relacionadas à supressão da resposta Th1, direcionando para o desenvolvimento 

de uma resposta Th2 e à susceptibilidade do hospedeiro à infecção (Wilson et al., 2005), 

entretanto, baixas concentrações de IL-4 melhoram a proteção induzida por uma vacina, 

aumentando indiretamente a produção de IFN-ɣ por LT CD8
+ 

e
 
impedindo uma exacerbação 

da infecção por L. donovani
 
(Stager et al., 2003). 

Em camundongos, a depuração de carga parasitária hepática ocorre cerca de duas 

semanas após a infecção, devido à formação de granulomas resultantes da interação de células 

T com células dendríticas e macrófagos parasitados por Leishmania. A eficácia de uma vacina 

ou a progressão da doença pode ser predita, baseando-se no grau de maturação dos 

granulomas hepáticos juntamente com a imunidade mediada por células nos animais 

desafiados (Murray et al., 1992; Carrión et al., 2006). Em contraste com a resposta ocorrida 

no fígado, o baço e a medula óssea agem como locais de persistência dos parasitos, resultando 
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em infecção crônica. A ausência de reação granulomatosa no baço e a produção reduzida de 

IL-12 pelos macrófagos locais direcionam para um aumento da carga parasitária neste órgão 

(Nieto et al., 2011). 

Apesar de modelos murinos para estudos vacinais na LV não se assemelharem 

clinicamente com a LV humana, a utilização de inóculos contendo um elevado número de 

parasitos pode gerar alterações patológicas que aumentam a semelhança da doença entre os 

dois mamíferos (Carrión et al., 2006). Estudos demonstraram que camundongos BALB/c 

inoculados com uma cepa de L. donovani apresentaram manifestações clínicas como 

hepatoesplenomegalia, observada até seis meses após a infecção (Mazumder et al., 2004; 

Bhowmick et al, 2009). A progressão da doença neste modelo encontra-se associada a uma 

supressão da resposta Th1 devido à produção reduzida de IFN-ɣ e IL-12 pelos esplenócitos 

dos animais, sendo também observado um aumento na produção de IL-4 e IL-10 por tais 

células. Camundongos infectados apresentaram níveis elevados de TGF-β e níveis reduzidos 

de TNF-α, quatro meses após a infecção, apresentando também uma redução na produção de 

NO mediado por macrófagos, o que resultou na progressão da doença (Bhowmick et al., 

2009; Das & Ali, 2012).  

 

2.8. Desenvolvimento de vacinas com antígenos definidos 

A pesquisa por vacinas contra as leishmanioses provém do fato de que indivíduos 

curados de lesões cutâneas causadas por espécies como L. major desenvolviam uma resposta 

imune protetora e tornavam-se protegidos contra reinfecções com a espécie infectante 

(Grimaldi & Tesh, 1993; Handman, 2001; Ghosh e Bandyopadhyay, 2003). Ao longo dos 

anos, diversas preparações foram propostas e estudos têm sido conduzidos com a finalidade 

de se desenvolver uma vacina que apresente resultados satisfatórios na proteção contra a 

infecção por Leishmania.  

Vários antígenos, na sua forma nativa ou de proteínas recombinantes, foram e vêm 

sendo testados como candidatos a vacinas contra a infecção por algumas espécies de 

Leishmania. Nesse sentido, a glicoproteína de 63 kDa (gp63) foi eficaz na prevenção tanto da 

LC (Kahl et al., 1990) quanto para LV murina (Bhowmick et al., 2008). Sua forma 

recombinante (rgp63), quando utilizada em sistema de transporte lipossomal, foi também 

capaz de induzir proteção contra L. major (Jaafari et al., 2006, 2007) e L. donovani 

(Mazumder et al., 2011b). A proteína H2B, uma histona conservada em algumas espécies de 

Leishmania, conferiu proteção contra mais de uma espécie do parasito, fato considerado 
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importante no contexto do desenvolvimento de uma vacina multi-efetiva (Soto et al., 1999; 

Chenik et al., 2006). A proteína recombinante ORFF foi parcialmente protetora contra L. 

donovani (Tewary et al., 2004b) e quando expressa na forma quimérica, conjugada à 

ubiquitina, apresentou uma melhor proteção contra a LV murina (Sharma & Madhubala, 

2009). Nos estudos de vacinas, as proteínas dp72 (Jaffe et al., 1990; Aguilar-Be et al., 2005), 

proteínas ribossomais de Leishmania (LRPs) (Iborra et al., 2005; Chávez-Fumagalli et al., 

2010), o fator de elongamento 2 de Leishmania (LelF-2) (Kushawaha et al., 2011), as 

cisteinoproteases de amastigotas (Zadeh-Vakili et al., 2004), F14 (Bhardwaj et al., 2009), a 

proteína de superfície hidrofílica acilada B1 (HASPB1) (Stager et al., 2000), o antígeno de 

superfície do parasito 2 (PSA-2) (Handman et al., 1995; Sjölander et al., 1998), a proteína de 

membrana kinetoplasto 11 (KMP-11) (Tolson et al., 1994), a proteína A2 (Fernandes et al., 

2008), dentre outras, podem ser citadas. 

A observação de que alguns indivíduos não infectados com Leishmania, mas expostos 

ao inseto vetor, apresentaram uma resposta protetora contra o parasito, conduziu à tentativas 

de vacinas utilizando proteínas salivares e/ou antígenos do intestino do vetor (Morris et al., 

2001). Recentemente, hamsters imunizados com LMJ 19, uma proteína de 11 kDa da saliva 

do Lutzomyia longipalpis, demonstraram proteção contra a LV (Gomes et al., 2008). 

A escolha de um antígeno para utilização em uma vacina recombinante é regida, 

principalmente, pela imunogenicidade da proteína e dos epitopos que a constituem, podendo 

servir ou não como fatores protetores ou, ao contrário, ser um mecanismo para evadir à 

resposta imune do hospedeiro. O desenvolvimento de vacinas recombinantes ou mesmo as 

vacinas de peptídeos sintéticos apresentam a vantagem de permitir a utilização de epitopos 

determinados e já caracterizados, uma vez que é possível modificar tais moléculas e evitar os 

incovenientes de epitopos desnecessários para o desenvolvimento de uma imunidade protetora 

(HANDMAN, 2001; SKEIKY et al., 2002). A obtenção e purificação destes antígenos, bem 

como a caracterização da resposta imune induzida por eles, constitui objetivo de diversos 

estudos. Desta forma, antígenos recombinantes têm sido avaliados através de diferentes 

protocolos e preenchem parcialmente os requisitos para serem empregados como vacinas 

contra as leishmanioses. 

  

2.9. Proteína amastigota-específica de Leishmania, LiHyp1 

A proteína LiHyp1 (XP_001468941.1) foi recentemente identificada por Coelho et al. 

(2012), como uma proteína amastigota-específica de L. infantum. Através da técnica de 
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imunoproteômica, a proteína LiHyp1 foi reconhecida por anticorpos presentes em soros de 

cães com LV sintomática e assintomática, demonstrando que tal proteína é expressa pelo 

parasito em animais doentes (Coelho et al., 2012). O gene responsável pela codificação da 

proteína encontra-se no cromossomo 35 e apresenta 957 pares de bases (pb). A sequência de 

aminoácidos contém 318 resíduos linearizados, os quais conferem solubilidade à proteína 

(Figura 2). É uma proteína que não apresenta peptídeo sinal e que é expressa de forma que 

73,9% é citoplasmática, 13,1% mitocondrial, 8,7% nuclear e 4,3% presente no sistema de 

vesículas secretoras. A proteína apresenta dois epitopos específicos para LT CD8
+
 nas 

posições 166 e 256, respectivamente, e um epitopo específico para LB murino, na posição 

262. 

 

 

Figura 2: Sequência de 318 aminoácidos da proteína LiHyp1. 

 

A proteína pertence à superfamília da α-cetoglutarato-Fe
+2

 oxigenase e apresenta duas 

subunidades alfa, com a presença de um grupo prolil 4-hidroxilase em cada porção C-terminal 

e de duas subunidades beta. A holoenzima é capaz de catalisar a seguinte reação de oxido-

redução: prolina + α-cetoglutarato + O2  4-hidroxiprolina + succinato + CO2 (Figura 3), 

além de participar de reações de transferência para reparo de DNA. A superfamília das 

oxigenases também inclui lisina hidrolase, isopenicilina sintases e AlkB. 
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Figura 3: Conversão de prolina em hidroxiprolina: A hidroxilação de resíduos específicos de 

prolina pela enzima prolil hidroxilase, ocorre na presença de α-cetoglutarato, O2 e Fe
+2

. A prolil 

hidroxilase quebra a molécula de oxigênio e enquanto um se une à prolina, o outro se incorpora em 

uma molécula de succinato, a qual é formada a partir do α-cetoglutarato. Ao final da reação, ocorre 

liberação de uma molécula de CO2. 

 

2.10. Saponina como adjuvante de resposta imune 

Adjuvantes são substâncias capazes de iniciar uma resposta imune em relação a um 

dado antígeno ou auxiliar no desenvolvimento de uma resposta já existente (Claassen & 

Boersma, 1992). Vacinas de subunidades, muitas vezes, necessitam de auxílio para ativarem 

eficientemente o sistema imune inato e adaptativo, necessitando, desta forma, da associação 

de adjuvantes da resposta imune (Rueckert & Guzmán, 2012). Apresentam a capacidade de 

aumentar a imunogenicidade de antígenos fracos, reduzir a quantidade de antígenos 

necessária nos protocolos de imunização e o número de doses administradas, induzir a um 

fenótipo de citocinas favorável para uma resposta imune benéfica ao hospedeiro, além de 

induzirem um prolongamento da resposta imune gerada (Voguel, 1998; Vitoriano-Souza et 

al., 2012). 

As saponinas são glicosídeos tensoativos que contém um núcleo hidrofóbico de 

estrutura triterpenóide com cadeias de carboidratos ligadas a ele (Rajput et al. 2007). São 

obtidas da casca da árvore Quillaja saponária e apresentam-se ideais na utilização para 

experimentos vacinais contra as leishmanioses (Liu et al., 2002; Ravindran & Ali, 2004). A 

saponina apresenta uma formulação simples, um custo reduzido e é considerada segura para o 

uso veterinário (Vitoriano-Souza et al., 2012), entretanto, seu uso não é permitido em 
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pacientes humanos por possuir alguns efeitos citotóxicos, principalmente hemolíticos, que 

podem ser reduzidos através de remoção química de porções glicídicas da molécula (Palatnik 

de Sousa et al., 2004). 

Assim como outros adjuvantes, a saponina induz a um rápido recrutamento de células 

inflamatórias no local da administração da vacina e esta resposta pode ser mantida por dias 

após o estímulo. A presença de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias cria uma 

resposta imune balanceada, o que é necessário para a segurança e eficiência das vacinas 

(Taylor, 1995). Após administrada, a saponina induz a uma migração diferencial de 

neutrófilos, monócitos e linfócitos para o sítio de aplicação, além de induzir a produção das 

citocinas IL-2, IFN-ɣ, IL-6 e IL-4, demonstrando uma resposta mista entre as citocinas 

(Vitoriano-Souza et al., 2012). 

Além dos estudos em modelos murinos (Palatnik de Sousa et al., 2004; Aguilar-Be at 

al., 2005; Paraguai de Sousa et al., 2001), a utilização da saponina na proteção contra LVC foi 

também avaliada. Quando a proteína A2 foi administrada em cães juntamente com a saponina, 

pôde-se observar uma elevação nos níveis de IFN-ɣ nos animais imunizados, que se 

apresentaram protegidos contra a infecção por L. chagasi (Fernandes et al., 2008). 

Desta forma, o presente trabalho objetivou a utilização da proteína recombinante 

LiHyp1 associada ao adjuvante saponina, a fim de testar seu efeito protetor contra a infecção 

de camundongos BALB/c com a espécie L. infantum. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

Avaliar a antigenicidade da proteína LiHyp1, na sua forma recombinante, para o 

sorodiagnóstico da leishmaniose visceral canina e verificar a imunogenicidade e proteção 

vacinal em camundongos BALB/c contra a infecção experimental com L. infantum. 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 Avaliar a sequência nucleotídica e de aminoácidos da proteína LiHyp1 (XP_001468941.1), 

clonar a região codificadora da proteína de L. infantum e purificar a proteína recombinante 

rLiHyp1. 

 

 Avaliar a antigenicidade da proteína rLiHyp1 utilizando amostras de soros de cães com 

leishmaniose visceral sintomática e assintomática; de cães saudáveis, cães vacinados com a 

vacina Leish-Tec
®
 e cães com doença de Chagas. 

 

 Avaliar o perfil da resposta imune gerada em camundongos BALB/c imunizados com a 

proteína rLiHyp1 associada à saponina. 

 

 Avaliar o grau de proteção nos animais imunizados após a infecção com L. infantum, por 

meio da avaliação da carga parasitária no baço, fígado, medula óssea e linfonodo drenante da 

pata infectada dos animais. 

 

 Avaliar o perfil da resposta celular e humoral geradas nos animais imunizados e desafiados 

com L. infantum. 

 

 Avaliar a eficácia da vacina rLiHyp1/saponina em induzir proteção contra a LV murina. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Animais de experimentação  

Camundongos BALB/c fêmeas, de 6 a 8 semanas, foram utilizados. Os animais foram 

adquiridos no Biotério do Instituto de Ciências Biológicas (ICB) da UFMG e mantidos em 

gaiolas apropriadas no Biotério do Departamento de Patologia Clínica do COLTEC, UFMG, 

sob as devidas condições de manejo. Este projeto foi aprovado junto ao Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da UFMG (ANEXO 1). 

 

4.2. Parasitos  

Parasitos da cepa MHOM/BR/1970/BH46 de Leishmania infantum foram cultivados 

em meio de cultura Schneider’s (Schneider’s Insect Medium, Sigma) completo, o qual foi 

constituído pelo meio de Schneider’s acrescido com 20% de soro fetal bovino (SFB) 

inativado (Sigma), 200 unidades por mililitro (U/mL) de penicilina e 100 microgramas por 

mililitro (µg/mL) de estreptomicina, em pH 7,4. Os parasitos foram cultivados a 24 graus 

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

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

mantidos em nitrogênio líquido. 

 

4.3. Amostras de soros 

Para a avaliação da antigenicidade da proteína rLiHyp1, amostras de soros de cães 

saudáveis (n=37), de cães com LV assintomática (n=19) e sintomática (n=15) PCR positivos, 

de cães experimentalmente infectados com Trypanossoma cruzi (n=18) e de cães saudáveis e 

vacinados com a vacina comercial Leish-Tec
®  

(n=12), foram utilizadas. Todas as amostras 

foram gentilmente cedidas pelos professores Dr. Alexandre Barbosa dos Reis (Departamento 

de Análises Clínicas, Escola de Farmácia, UFOP), Dra. Maria Norma Melo (Departamento de 

Parasitologia, ICB, UFMG) e Dr. Fernando Aécio de Amorim Carvalho (Departmento de 

Farmacologia e Bioquímica, UFPI). 

 

4.4. Preparo do extrato antigênico de Leishmania infantum (SLALi) 

 Para tal preparo, sendo decorridos sete dias de cultivo e constatada a viabilidade e a 

ausência de agentes contaminantes, as formas promastigotas em fase estacionária de 



30 
 

crescimento foram quantificadas em câmara de Newbauer, sendo ajustadas para uma 

concentração de 2x10
8
 promastigotas por mL. 

Para o preparo do SLALi, 5 mL do meio contendo os parasitos foi centrifugado por 15 

minutos (min), a 5000x g e a 4°C (modelo Z300K - Hermle Labortechnik GmbH). O pellet foi 

lavado em 5 mL de salina tamponada com fosfato (PBS 1x, o qual foi constituído por 8,0 

gramas (g) de NaCl; 1,16 g de Na2HPO4; 0,2 g de KH2PO4 e 0,2 g de KCl, para 1 litro (L) de 

água destilada, em pH 7,4) e centrifugado a 5.000x g por 10 min  a 4°C. O processo de 

lavagem foi realizado por 3 vezes. Após a última centrifugação, o sobrenadante foi descartado 

e o pellet foi ressuspendido em 5 mL de PBS 1x, sendo submetido a um processo de choque 

térmico em nitrogênio líquido e banho-maria a 37°C, por 6 ciclos. Em seguida, o lisado foi 

sonicado com seis ciclos de 30 segundos cada, com intervalos de 30 seg e amplitude de 38 

MHz. O produto foi centrifugado a 10.000x g durante 20 min e a fração antigênica, que 

corresponde ao SLA, foi coletada. A concentração de proteínas foi determinada pelo método 

de Bradford (Bradford, 1976) e as amostras foram armazenadas a -80°C, até o momento do 

uso. 

 

4.5. Dosagem de proteínas 

Para realizar a dosagem de proteínas, o método de Bradford (Bradford, 1976) foi 

utilizado com algumas modificações. Inicialmente, 20 microlitros (μL) das amostras foram 

diluídas em 180 μL de água destilada. Da diluição (1:10), foram adicionados 5, 10, 15 e 20 

μL, em duplicata, em placas de microtitulação de 96 poços. Em cada poço, foram adicionados 

15, 10 e 5 μL de água destilada, respectivamente, e, em todos eles, 180 μL do reagente de 

Bradford, resultando em um volume final de reação de 200 μL. O branco foi constituído por 

20 μL de água destilada e 180 μL do reagente de Bradford. Após 15 min de incubação da 

reação ao abrigo da luz, a intensidade de cor resultante foi determinada em leitor de ELISA 

(Molecular Devices, Spectra Max Plus, Concord, Canadá), em comprimento de onda de 600 

nanômetros (nm). A concentração das proteínas foi determinada pela construção de uma curva 

padrão, a partir de uma solução de albumina bovina na concentração de 1 miligrama por 

mililitro (mg/mL). 

 

4.6. Análise por bioinformática 

As sequências de nucleotídeos e de aminoácidos da proteína LiHyp1  

(XP_001468941.1) foram obtidas no banco de dados do National Center of Biotechnology 
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Information (NCBI; http//www.ncbi.nlm.nih.gov). Para analisar a presença da LiHyp1 no 

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

bioinformática “BLAST”. Partindo da sequência gênica codificadora da proteína LiHyp1, um 

par de iniciadores foi desenhado para permitir a amplificação do gene de interesse, por meio 

da técnica de PCR. Os Primers Forward (5’-

GAAGGATCCAGCATGTCTATCGTGTCGAG-3’) e Reverse (5’-

GGAAAGCTTCGCTTGCGGCGTCACGTGAGC-3’) (Eurofins mwg/operon)  foram 

desenhados de acordo com a sequência da região ORF do DNA genômico de L. infantum 

(LinJ.35.1290). 

 

4.7. Clonagem da proteína LiHyp1 

 

4.7.1. Extração do DNA genômico dos parasitos 

A cepa de L. infantum foi utilizada para a extração do DNA genômico e clonagem da 

proteína LiHyp1. Formas promastigotas em fase estacionária de crescimento foram 

quantificadas e 1x10
9
 parasitos foram utilizados para a extração do DNA genômico. Os 

mesmos foram centrifugados (4.000x g por 20 min) e lavados em 3 mL de PBS 1x estéril, por 

duas vezes. O precipitado final foi ressuspendido em tampão Tris-EDTA (TE, o qual foi 

constituído por Tris-HCl 10 milimolar (mM) pH 7,0 e EDTA 1 mM) e novamente 

centrifugado. Em seguida, o pellet foi ressuspendido em solução de lise (NaCl 150 mM, 

EDTA 250 mM, dodecil sulfato de sódio (SDS) 10%, sarcosil 0,5% e RNase 10 g/mL) e 

incubado por 30 min e a 50C, seguindo de imersão em banho de gelo por 10 min, sob 

agitação constante. A suspensão foi submetida a duas extrações com fenol : clorofórmio na 

proporção de 1:1 e, em seguida, tratada com clorofórmio : álcool isoamílico, na proporção de 

24:1. Para a precipitação do DNA, foi adicionado 2 vezes o volume de etanol absoluto 

(Merck) resfriado e 1 mL de NaCl 2 molar (M). A suspensão foi incubada a 4C por 16 horas 

(h) e, posteriormente, recuperada por centrifugação (14.000x g por 30 min). O precipitado foi 

ressuspendido em 1 mL de etanol 70% resfriado e acetato de sódio 0,3 M, recuperado por 

centrifugação nas mesmas condições anteriores e seco a 37°C. O DNA foi, finalmente, 

ressuspendido em 50 L de tampão TE. Para verificar a qualidade e a quantidade de material 

obtido, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 1% peso por volume (p/v) (Sigma) 

em tampão TAE (constituído de Tris 40mM, Ácido Acético 20mM e EDTA 1mM). O gel foi 

corrido a 80 volts (V) e corado com brometo de etídio (10 g/mL), o qual se liga aos 
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fragmentos de DNA e emite fluorescência quando na presença de luz ultravioleta (UV). A 

dosagem foi realizada em espectrofotômetro nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm e a 

amostra foi armazenada a -20C. 

 

4.7.2. Amplificação da sequência gênica de LiHyp1 por PCR 

A região codificadora da proteína LiHyp1 foi amplificada por PCR, utilizando-se 

oligonucleotídeos iniciadores complementares ao fragmento, que apresenta cerca de 960 pb.  

Foram inseridos sítios de restrição no fragmento amplificado para as enzimas BamHI e 

HindIII. Para a reação de amplificação do gene de interesse, foram utilizados 

aproximadamente 100 nanogramas (ng) do DNA genômico, dNTPs 0,2 mM, BSA 0,1%, 0,5 

μM de cada um dos iniciadores, tampão da Taq DNA Polimerase 1x (Tris-HCl 20mM pH8,4; 

KCl 50 mM, Invitrogen); MgCl2 1,5 mM e 2,5 U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen), em 

volume de reação final de 50 μL. A termociclagem foi realizada em um ciclador térmico 

(Tonegen Palm, Tonederm), utilizando-se o seguinte programa:   

Passo 1 – desnaturação a 95C por 5 min.  

Passo 2 – desnaturação a 95C por 45 seg;  

                 anelamento a 52C por 45 seg;            30 ciclos 

                 extensão a 72C por 90 seg. 

Passo 3 – extensão final a 72C por 5 min.  

 

Após a reação, o produto da PCR foi aplicado em um gel de agarose 1%, corado com 

brometo de etídio e o fragmento de interesse foi identificado. O produto da PCR foi dosado a 

260 nm no aparelho NanoDrop
®
 2000 (Thermo scientific). 

 

4.7.3. Ligação do gene da LiHyp1 em pGEM
®
-T Easy Vector Systems  

O produto da amplificação do gene LiHyp1 foi ligado ao vetor de clonagem pGEM
®
-T 

Easy Vector Systems (Promega). Para realizar a ligação do gene da LiHyp1 no vetor, foram 

utilizados 50 ng do vetor pGEM
®
-T Easy Vector, 3 U da enzima T4 DNA ligase, 50 ng do 

inserto do gene da LiHyp1, 5μL de tampão de rápida ligação 1x (30 mM Tris-HCl pH 7,8, 10 

mM MgCl2, 10 mM DTT, 1 mM ATP, e 5% de polietilenoglicol) e água ultra pura (Milli-Q) 

para completar o volume final de reação para 10 μl. A ligação do inserto ao vetor ocorreu à 

4C, por 16 h.  
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4.7.4. Preparo e transformação de bactérias Escherichia coli XL1blue 

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

de cálcio, segundo Sambrook et al. (1989). Para a transformação de bactérias E. coli XL1blue 

com o plasmídeo pGEM-LiHyp1, foram utilizados 2 μL da reação de ligação para cada 50 μL 

de células  competentes. O material foi incubado em gelo durante 15 min, seguindo de choque 

térmico a 42C por 90 seg e nova incubação em gelo por mais 5 min. Foram adicionados 250 

μL de meio de cultura Luria Bertani (LB) estéril e procedeu-se à incubação a 37C por 1 h e 

30 min, em constante agitação. Placas constituídas por 20 mL de meio de cultura LB sólido 

autoclavado (5 gramas (g) de extrato de levedura, 10 g de triptona bacteriológica, 5 g de NaCl 

e 15 g de ágar bacteriológico, para cada 1 L de solução, em pH 7,4) suplementado com 20 μL 

de antibiótico ampicilina (100 mg/mL), 40 μL de Isopropil β-D-1-tiogalactopiranosideo 

(IPTG, 100 mM) e 20 μL de 5-bromo-4-cloro-indolil-β-D-galactopiranosideo (X-Gal, 50 

mg/mL) foram utilizadas para plaquear 150 μL das bactérias transformadas. As placas foram 

incubadas a 37C por período de 16 h. 

 

4.7.5. Extração do DNA plasmidial 

Após a incubação das placas, algumas colônias brancas resistentes (possíveis clones 

positivos) foram selecionadas a fim de realizar a extração dos seus DNAs plasmidiais. As 

colônias selecionadas foram colocadas individualmente em tubos estéreis contendo 5 mL de 

meio de cultura  LB e 5 μL de ampicilina (100 mg/mL). Os tubos foram incubados a 37C por 

16 h, em constante agitação. As células crescidas tiveram seus DNAs plasmidiais extraídos 

utilizando o kit Wizard
®

 Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega). A digestão 

do plasmídeo foi realizada utilizando-se 5 μg do mesmo, 15 U das endonucleases de restrição 

HindIII e BamHI (Promega), tampão específico para as endonucleases (Promega) e água 

Milli-Q estéril. A digestão ocorreu a 37C durante 2 h e, em seguida, o produto foi aplicado 

em gel de agarose 1% e corado com brometo de etídio. As respectivas bandas obtidas foram 

excisadas e purificadas com o kit Invisorb
®

 Fragment CleanUp (Invitek) para nova ligação do 

inserto em plasmídeo de expressão pET21a (Novagen). 

 

4.7.6. Sequenciamento do gene da LiHyp1 

Após a clonagem da LiHyp1 no vetor pGEM-T
®
, uma amostra do plasmídeo 

purificado foi separada para a realização do sequenciamento automático de DNA de alta 

qualidade e para a confirmação das identidades do inserto (LiHyp1) e do vetor (pGEM-T). O 
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sistema utilizado para o sequenciamento foi o MegaBACE 1000 DNA Sequencing System (GE 

Healthcare), no qual as reações de seqüenciamento são feitas utilizando o DYEnamic™ ET 

Dye Terminator Kit Cycle Sequencing  e as corridas são realizadas utilizando o MegaBACE
TM 

Long Read Matrix. As sequências foram analisadas pelo software Sequence Analyser versão 

3.0. O sequenciamento foi realizado e analisado pelo Núcleo de Análise de Genoma (NAGE), 

do Departamento de Bioquímica e Imunologia do ICB, UFMG. 

 

4.7.7. Clonagem do gene da LiHyp1 em vetor de expressão pET21a 

O inserto da LiHyp1, digerido e purificado do vetor pGEM, foi armazenado a -20C 

para realização de uma nova ligação em vetor de expressão. O plasmídeo pET21a (Novagen) 

foi digerido através de uma reação que continha 15 U das endonucleases de restrição HindIII 

e BamHI (Promega), tampão específico para as endonucleases, 5 μg do plasmídeo pET21a 

(Novagen) e água Milli-Q estéril. A reação ocorreu a 37C por 2 h. Para a realização da nova 

ligação, foi feita uma reação contendo aproximadamente 100 ng do plasmídeo pET21a, 141 

ng do gene da LiHyp1, 1 U da enzima de ligação T4 DNA ligase (Invitrogen) e tampão 1x (50 

mM Tris-HCl, pH 7,6, 10 mM MgCl2, 1 mM ATP, 1 mM DTT, 5% p/v polietilenoglicol). A 

concentração de DNA do inserto utilizada na reação de ligação foi calculada através da 

seguinte fórmula, utilizando-se uma razão de 8x1: 

 

ng de inserto = (ng de vetor x tamanho do inserto em Kb) x  8 

                                  (tamanho do vetor em Kb)                    1 

 

ng de inserto = 100ng do pET21a x 0,960Kb da LiHyp1 x 8 

                                             5,443Kb do pET21a               1 

 

ng de inserto = 141 ng de LiHyp1 

  

A reação de ligação ocorreu a 4C por 16h, levando à formação do vetor de expressão 

pET21a-LiHyp1. Bactérias E. coli BL21 (DE3) foram transformadas seguindo o mesmo 

protocolo citado para a transformação das células XL1blue por pGEM-LiHyp1 e plaqueadas 

em meio de cultura LB sólido acrescido com ampicilina (100 μg/mL). Algumas colônias 

crescidas na placa foram selecionadas e replicadas individualmente em 5 mL de meio de 

cultura LB com ampicilina (100 μg/mL). Alíquotas das bactérias transformadas foram 
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estocadas em glicerol 16% a -80C. Para confirmar a presença do inserto, o plasmídeo foi 

extraído pelo método de lise alcalina e o DNA das colônias recombinantes foi submetido a 

uma nova digestão enzimática com as endonucleases HindIII e BamHI, sendo que um novo 

gel de agarose a 1% foi realizado para a confirmação do inserto. 

 

4.8. Expressão e purificação da proteína recombinante LiHyp1 (rLiHyp1) 

Para verificar a cinética de expressão da proteína rLiHyp1, foi realizado um 

experimento piloto utilizando 100 mL de cultura de bactérias BL21(DE3) transformadas. Para 

tal, foi preparado um pré-inóculo de um clone positivo em 5 mL de meio de cultura LB e 

ampicilina (100 g/mL), o qual foi incubado a 37C por 16 h, em constante agitação. Após, 

100 mL de meio de cultura LB, acrescido de glicose (2 gramas por litro (g/L)) e ampicilina 

(100 g/mL), foram inoculados com 1 mL do pré-inóculo. A incubação procedeu-se a 37C, 

sob constante agitação, até as células atingirem a densidade óptica (DO) de aproximadamente 

0,5, em comprimento de onda de 600 nm, correspondente a cerca de 2x10
8
 células por mL. 

Neste ponto, uma alíquota de 10 mL, correspondente ao tempo 0 (T0), foi retirada e, em 

seguida, foram adicionados 0,5 mM de IPTG para a indução da expressão das proteínas. As 

células foram novamente incubadas a 37C, em constante agitação, sendo retiradas alíquotas 

de 10 mL da cultura em 1, 2, 3 e 4 h, após a indução. As células foram recuperadas por 

centrifugação (10.000x g por 15 min) e ressuspendidas em 200 μL de solução de lise (100 μL 

de Tris 1 M, pH 7,5; 200 μL de BugBuster 10X Protein Extraction Reagent – MERCK; 0,14 

μL de β-mercaptoetanol – Sigma; 6 μL de lisozima 100 mg/mL; 4 μL de EDTA (ácido 

etilenodiaminotetracético), 0,5 M e 2 mL de água deionizada). Para a lise celular, as bactérias 

foram incubadas durante 5 min em temperatura ambiente, sob leve agitação. Após, foi 

adicionado 6 μL de MgSO4 1M e 0,6 μL de DNAse em cada amostra e incubou-se novamente 

por 5 min em agitação. As amostras foram centrifugadas a 13.000x g durante 20 min e o 

sobrenadante, correspondente à fração proteica solúvel, foi armazenado. O precipitado, 

correspondente à fração insolúvel, foi lavado com 0,5 ml de uma solução de lavagem (Tris 50 

mM, pH 7,5; EDTA 1 mM; β-mercaptoetanol 1 mM e Tween-20 1% v/v) e centrifugado a 

14.000x g por 20 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 

100 μL de uma solução solubilizadora (Uréia 8 M; Tris 50 mM, pH 7,5; EDTA 1 mM e β-

mercaptoetanol 1 mM), que contém a fração proteica insolúvel. Ambas as frações, solúvel e 

insolúvel, foram dosadas por Bradford e submetidas a uma eletroforese em gel de 

poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE), na concentração de 12%. 
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A proteína rLiHyp1 foi melhor expressa após a indução das bactérias com 0,5 mM de 

IPTG pelo período de 4 h, em temperatura de 37C. Para a purificação em larga escala, a 

expressão da proteína foi realizada nas mesmas condições, entretanto, em volume de 1 L de 

cultura. Para a lise, foram utilizados 40 mL de um tampão contendo solução fosfato de sódio, 

pH 7,4 (77,4 mL de uma solução fosfato dibásico 1 M em 22,6 mL de uma solução fosfato 

monobásico 1 M) 50 mM, NaCl 500 mM e uréia 8 M. O precipitado permaneceu em agitação 

constante com o tampão até completa homogeneização. Em seguida, foi passado no 

homogeneizador EmulsiFlex
®
-C3 por 5 passagens e centrifugado a 13.000x g por 20 min. O 

extrato proteico solúvel foi recuperado e centrifugado novamente a 13.000x g  por mais 20 

min e o sobrenadante foi filtrado em filtro 0,45 μm para purificação por afinidade em coluna 

empacotada com níquel (HisTrap HP 5mL – GE Healthcare Life Sciences), através do sistema 

FPLC (cromatografia líquida de rápida performance). Para a purificação, foi utilizado o 

aparelho AKTAprime Chromatography System (GE Healthcare Life Sciences) e os tampões 

de ligação (solução fosfato de sódio 50 mM, pH 7,4; NaCl 500 mM, uréia 8 M e imidazol 40 

mM) e de eluição (solução fosfato de sódio 50 mM, pH 7,4; NaCl 500 mM, uréia 8 M e 

imidazol 500 mM). Após, a proteína rLiHyp1 foi passada em uma coluna de agarose-

polimixina (Sigma) para a remoção de resíduos de endotoxinas bacterianas. 

A proteína purificada foi dosada pelo método de Bradford e submetida a uma 

eletroforese em SDS-PAGE 12%. O peso molecular da proteína, de aproximadamente 36.6 

kDa, foi confirmado pela comparação com proteínas presentes no padrão de baixo peso 

molecular (Low molecular weight calibration kit for electrophoresis, Pharmacia Biotech). A 

proteína rLiHyp1 foi aliquotada e armazenada a -80C, até o momento do uso. 

 

4.9. Eletroforese em gel de SDS-PAGE 

A eletroforese de proteínas em gel desnaturante (SDS-PAGE) foi realizada pelo 

sistema de Minigel da BioRad (Hercules, CA, USA) para géis de poliacrilamida descontínuos, 

segundo Laemmli (1970). O gel de separação foi preparado a partir de uma solução estoque 

de acrilamida a 30% e bis-acrilamida a 0,8% p/v, diluída em uma concentração final de 12% 

v/v, sendo acrescido de Tris-HCl 1,5 M pH 8,8 e SDS a 10% p/v. Para o gel de concentração, 

a solução estoque foi diluída a 4% v/v em Tris-HCl 0,5 M pH 6,8 e SDS a 0,1% p/v. A 

polimerização dos géis ocorreu na presença de persulfato de amônio (PSA) a 10% p/v e de N, 

N, N', N'-Tetrametil-etilenodiamina (TEMED; Sigma) a 1:2.000 v/v. 
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As amostras de SLALi e da rLiHyp1 foram diluídas (na proporção de 1:1) em tampão 

de amostra em condições redutoras (Tris-HCl 0,7 M, pH 6,8, azul de bromofenol a 0,25%, 

glicerol a 10%, -mercaptoetanol a 2,5% e SDS a 4%) e não-redutoras (Tris-HCl 0,7 M, pH 

6,8, azul de bromofenol a 0,25% e glicerol 10%), respectivamente. Após a diluição, as 

amostras foram colocadas em banho-maria a 100C por 5 min e aplicadas no gel em uma 

concentração de 20 μg de SLALi e 10 μg de rLiHyp1. A corrida eletroforética foi realizada 

por 2 h a 90 V em tampão de corrida TBE1x (Tris-HCl 89 mM, ácido bórico 89 mM, EDTA 2 

mM, pH 8,0). O gel foi corado pelo azul brilhante de Comassie (Comassie Blue R250 em 

etanol a 50% e ácido fosfórico a 10%) e descorado por lavagens sucessivas com solução 

descorante (ácido acético 10%, metanol 50% e água destilada 40%). 

 

4.10. Western-blot 

 Os experimentos de Western-Blot foram realizados como descrito por Towbin et al. 

(1979), com algumas modificações. Após o preparo do gel SDS-PAGE a 12% (gel de 

separação) e 4% (gel de concentração), 20 g da proteína rLiHyp1 foram aplicadas no gel e a 

corrida eletroforética foi realizada a 90 V por 2 h e 30 min, em tampão de corrida TBE1x. A 

proteína foi transferida do gel para uma membrana de nitrocelulose (NC, poro de 0,1 mm, 

Millipore), utilizando-se o aparelho de eletro-transferência Mini Transblot (BioRad), em 

tampão de transferência (glicina 0,192 M, tris 0,025 M e metanol 20%). A transferência foi 

realizada a 100 V por 2 h. As membranas foram coradas com Ponceau-S (Merck) a 0,2%, 

embebido em ácido acético a 10%, para verificação da qualidade da transferência, sendo então 

descoradas com água destilada. 

 As membranas foram então bloqueadas com PBS 1x, pH 7,4 e caseína 5%, por 16 h, 

sob agitação constante, sendo, posteriormente, lavadas com solução de lavagem (PBS 1x, pH 

7,4 e Tween 20 a 0,05% v/v) por 2 vezes, durante 10 min cada. A membrana foi incubada 

individualmente com um pool de soros de cães com LV assintomática e com um pool de soros 

de cães saudáveis (diluídos em solução de lavagem na proporção de 1:100), sendo mantida 

sob constante agitação durante 2 h.  Em seguida, 2 lavagens foram efetuadas durante 10 min 

cada e procedeu-se a uma nova incubação com anticorpo anti-IgG de cão conjugado à enzima 

peroxidase (Sigma-Aldrich) diluído em solução de lavagem (1:5.000), por 2 h e sob agitação 

constante. Após 2 lavagens com a solução de lavagem e 2 lavagens com PBS 1x, o substrato 

(cloronaftol 25 mg, metanol 8,5%, diaminobenzidina 50 mg e 20 L de peróxido de 
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hidrogênio (H2O2) 20 vol, para 100 mL de PBS 1x) foi acrescentado para a revelação da 

reação. A reação foi interrompida com água destilada e seca em papel de filtro. 

 

4.11. Avaliação da antigenicidade da proteína rLiHyp1 

Para avaliar a antigenicidade da proteína rLiHyp1, curvas de titulação foram realizadas 

para determinar a melhor concentração da proteína recombinante LiHyp1 ou do SLALi, bem 

como a melhor diluição do conjugado para serem utilizados nos testes sorológicos. 

Placas de microtitulação para ELISA de 96 poços (Falcon-BD) foram sensibilizadas 

com 1 μg de rLiHyp1 por poço, diluído em 100 μL de tampão (carbonato de sódio 0,1M e 

bicarbonato de sódio 0,05 M, pH 9,6) e incubadas durante 18 h a 4C. O bloqueio foi 

realizado com 2% de caseína diluída em solução de lavagem, por 2 h e a 37C. Após 3 

lavagens, as placas foram incubadas com 100 μL dos soros individuais (em duplicata) a uma 

diluição de 1:200 em tampão de incubação (TI - solução de lavagem acrescida de 0,05% de 

caseína). As amostras permaneceram em incubação durante 1 h a 37C e então as placas 

foram lavadas novamente por 4 vezes. O anticorpo anti IgG de cão (Sigma) conjugado à 

peroxidase foi utilizado em uma diluição de 1:10.000 em TI e aplicado 100 μL por poço, 

permanecendo em incubação a 37C 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) e 2 μL de H2O2) durante 30 min e ao abrigo da luz. A reação de revelação foi 

interrompida adicionando-se 25 μL de solução de ácido sulfúrico (H2SO4) a 3 M e a leitura 

ocorreu ao comprimento de onda de 492 nm em espectrofotômetro. Controles positivos e 

negativos de áreas endêmicas para leishmaniose foram utilizados em todas as placas. 

 

4.12. Imunização de camundongos BALB/c 

Grupos de camundongos BALB/c fêmeas (n=8, por grupo) foram imunizados pela via 

subcutânea no coxim plantar esquerdo, com três doses em intervalos de 15 dias entre as 

mesmas. Os animais foram divididos em três grupos: o primeiro grupo foi imunizado com 25 

μg da proteína rLiHyp1 associada à 25 μg do adjuvante saponina (Quillaja saponaria bark 

saponin, Sigma); o segundo grupo foi imunizado com 25 μg de saponina e o terceiro grupo foi 

inoculado com salina, em volume idêntico ao inoculado nos demais grupos. As concentrações 

do imunógeno e do adjuvante foram determinadas com base em experimentos vacinais 

padronizados por nosso grupo de pesquisas.  
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4.13. Infecção desafio 

A infecção desafio foi realizada 30 dias após a última dose da vacina, quando também 

foi realizada a eutanásia de 4 animais de cada grupo para realização de experimentos de 

imunogenicidade. Para a infecção, 1x10
7
 promastigotas em fase estacionária de crescimento 

de L. infantum foram inoculadas em 20 μL de PBS 1x, no coxim plantar direito de cada 

animal. Os camundongos foram monitorados durante 60 dias após o desafio, como 

padronizado por Oliveira et al. (2012). Após este período foi realizada a eutanásia dos 

animais para os experimentos de imunogenicidade e determinação da carga parasitária. 

 

4.14. Isolamento e cultura dos esplenócitos 

 Camundongos apenas imunizados e camundongos imunizados e desafiados foram 

submetidos à eutanasia para a coleta do baço e isolamento, cultura e estimulação dos 

esplenócitos. Para tal, 1 dia antes e 60 dias após a infecção desafio, animais (n=4, por grupo) 

foram eutanasiados e o baço foi coletado para o cultivo das células esplênicas e posterior 

análise de citocinas presentes nos sobrenadantes das culturas das células estimuladas. Os 

órgãos foram macerados em meio de cultura RPMI 1640 (Cultilab) e centrifugados a 1.200x g 

por 10 min. As células esplênicas, presentes no precipitado, foram ressuspendidas em 3 mL de 

tampão de lise de hemácias (Tris-HCl 17 mM, pH 7,4 e NH4Cl 144 mM) e incubadas durante 

4 min. Em seguida, a reação de lise foi parada pela adição de 7 mL de meio de cultura RPMI 

1640 incompleto e as células foram centrifugadas novamente a 1.200x g durante 10 min. O 

sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 1 mL de RPMI 1640 

completo, o qual foi composto por 10% de SFB inativado, 4,5 g/L de glicose, 20 g/mL de 

sulfato de gentamicina, 100 U/mL de penicilina e 50 μg/mL de estreptomicina, pH 7,4. Os 

esplenócitos foram ajustados para uma concentração final de 5x10
6
 células por mL. O cultivo 

dos esplenócitos foi realizado em placas de 24 poços (Nunclon, Nunc), sendo que 5x10
6
 

células/mL foram incubadas apenas em meio de cultura RPMI 1640 completo (controle 

negativo), ou incubadas em meio de cultura RPMI 1640 completo e estimulados 

separadamente com rLiHyp1 (20 μg/mL), SLALi (25 μg/mL) ou concanavalina A (ConA, 5 

μg/mL), essa, como controle de viabilidade celular. As placas foram incubadas em estufa com 

5% de CO2 durante 48 h a 37°C e os sobrenadantes foram coletados para a dosagem das 

citocinas. 

Para avaliar a participação de LTCD4
+
, LTCD8

+
 e a dependência de IL-12 na 

produção de IFN-ɣ, os esplenócitos dos animais imunizados e desafiados foram estimulados 
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com o SLALi e incubados na presença de 5 μg/mL dos anticorpos monoclonais anti-CD4
+
 

(GK 1.5), anti-CD8
+
 (53-6.7) ou anti-IL12 (C17.8) (todos da Pharmingen, San Diego, CA, 

USA).  

 

4.15. Dosagem das citocinas 

As citocinas IFN-ɣ, IL-12, GM-CSF (fator estimulador de colônias de granulócitos-

monócitos), IL-4 e IL-10 foram avaliadas. A dosagem das citocinas foi realizada através da 

técnica de ELISA de captura, utilizando-se os kits BD OptEIA TM Set Mouse IFN-ɣ(AN-18), 

IL-12  e GM-CSF, cat. 2661KI, 2620KI e 2760KI, respectivamente (Pharmingen, San Diego, 

CA, USA), e Murine IL-4 e IL-10 ELISA development kits, cat. 900-K49 e 900-K53, 

respectivamente (PeproTech
®
, Ribeirão Preto, São Paulo, Brasil), seguindo as instruções dos 

fabricantes. 

 

4.16. Avaliação da produção de anticorpos IgG1 e IgG2a 

O perfil da resposta humoral nos animais apenas imunizados e nos animais imunizados 

e desafiados foi avaliado através da produção de anticorpos IgG total e das sub-classes IgG1 e 

IgG2a, específicos à proteína rLiHyp1 ou ao SLALi. Amostras de sangue dos animais foram 

retiradas nas mesmas datas de quando da eutanásia, por meio do plexo braquial, sendo 

incubadas por 10 min a 37°C e centrifugadas a 5.000x g por 10 min, para a obtenção de soro. 

 Os ensaios de ELISA foram realizados em placas de 96 poços (Falcon-BD), 

utilizando-se como antígeno sensibilizador a proteína rLiHyp1 ou o SLALi. Curvas de 

titulação foram realizadas para se determinar a melhor concentração possível dos antígenos a 

serem utilizados na sensibilização das placas e dos soros testados. Dessa forma, foi 

determinada a concentração de 1 μg por poço de rLiHyp1 ou 2 μg de SLALi, e de 1:50 para a 

diluição dos soros de camundongos. As placas foram sensibilizadas com os antigenos em 100 

μL de tampão, pH 9,6 (por poço) e incubadas a 4°C por 16 h. Em seguida, foram efetuadas 3 

lavagens e a solução bloqueadora (PBS 1x, pH 7,4 e caseína 2%) foi acrescentada, incubando-

se por 2 h a 37°C. Novamente, as placas foram lavadas por 3 vezes e as amostras de soro 

foram acrescentadas na diluição de 1:50, em duplicata, diluídas em tampão de incubação, 

sendo mantidas em repouso por 1 h a 37°C. Para a determinação das absorbâncias de IgG1 e 

IgG2a, as placas foram lavadas 4 vezes e os conjugados anti-IgG1 ou anti-IgG2a de 

camundongo ligado à peroxidase (Sigma) foram acrescentados, na diluição de 1:5.000, 

diluídos em TI. As placas foram incubadas por 1 h a 37°C. Após 5 lavagens, a solução 
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reveladora foi acrescentada e as placas foram incubadas por 30 min, ao abrigo de luz. A 

reação foi interrompida pela adição de 25 μL de H2SO4 3M. A leitura das absorbâncias foi 

realizada em leitor de ELISA, com comprimento de onda de 492 nm. Em todos os ensaios, 

controles positivos e negativos foram utilizados nas placas. 

 

4.17. Avaliação da carga parasitária 

Para realizar a quantificação de parasitos, o baço, fígado, a medula óssea e linfonodo 

drenante da pata infectada foram removidos 60 dias após a infecção. Os órgãos foram 

macerados em meio de Schneider’s incompleto (na proporção de 1 mL de meio de cultura a 

cada 100 mg de tecido) e diluições seriadas foram realizadas utilizando meio de Schneider’s 

completo, partindo de uma diluição de 10
-1

 até uma diluição máxima de 10
-12

. Placas de 

cultura celular de 96 poços (Nunc) foram incubadas em estufa a 24ºC durante 7 dias e o 

resultado foi representado pela maior diluição  na qual os parasitos puderam ser visualizados 

utilizando um microscópio trinocular invertido (Axiovert 25, Zeiss), de acordo com Coelho et 

al. (2003).  

 

4.18. Análise estatística 

 As análises estatísticas foram realizadas no software Graph Pad Prism (versão 5.0 para 

Windows). Curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) foram preparadas para análise 

dos dados de antigenicidade. Os testes de análise de variância (ANOVA), seguido pelo pós-

teste de Bonferroni ou pelo teste t de Student não-pareado, foram utilizados para comparação 

múltipla entre os grupos experimentais, na avaliação da imunogenicidade antes e após o 

desafio. Análises estatísticas utilizando o ANOVA seguido do pós-teste de Tukey, para 

múltipla comparação entre os grupos, foram também realizadas para antigenicidade. 

Diferenças foram consideradas significativas com P < 0.05. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Antigenicidade da proteína amastigota-específica inédita de L. infantum, LiHyp1. 

A proteína recombinante LiHyp1 foi clonada e purificada por cromatografia de 

afinidade (Figura 4A). Para avaliar a antigenicidade da proteína rLiHyp1 no sorodiagnóstico 

da LVC, 19 amostras de soros de cães com LV assintomática e 15 amostras de soros de cães 

com LV sintomática, todas provenientes de animais naturalmente infectados por L. infantum, 

foram utilizadas. Inicialmente, verificou-se que um pool contendo alíquotas dessas amostras 

foi capaz de reconhecer a proteína rLiHyp1 em experimentos de Western-blot, como pode ser 

observado na figura 4B. 

 

 

Figura 4: Antigenicidade da proteína rLiHyp1. Vinte microgramas de SLA de L. infantum e 10 g 

da proteína recombinante LiHyp1 purificada, foram submetidos à eletroforese em um gel desnaturante 

de SDS-PAGE a 12%, corado com Coomassie brilhante blue G-250 (A). A proteína rLiHyp1 foi 

submetida a um Western-blot, sendo reconhecida por anticorpos presentes em um pool de soros de 

cães com LV assintomática (B). 

 

 Quando os soros foram testados individualmente em ensaios de ELISA, observou-se 

que a proteína rLiHyp1 foi reconhecida por anticorpos presentes em todas as amostras de 

soros de cães com LV sintomática e 18 das 19 amostras de animais com LV assintomática. 

Quando as amostras de soros de cães saudáveis, de cães experimentalmente infectados com T. 

cruzi e de cães vacinados com a vaicna Leish-Tec
®
 foram testadas, houve uma reatividade 
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abaixo do ponto de corte dos anticorpos de tais amostras frente à proteína recombinante 

(Figura 5). 

 

                 

Figura 5: Avaliação da proteína rLiHyp1 no sorodiagnóstico da LVC. Ensaios de ELISA foram 

realizados com a proteína rLiHyp1 (1 g/poço) frente às amostras de soros de cães saudáveis (n=37) 

(grupo controle), cães infectados com T. cruzi (n=18), cães vacinados com Leish-Tec
® 

(n=12), e cães 

com LV assintomática (n=19) e sintomática (n=15). Os valores da densidade óptica (DO) de cada soro 

individual são mostrados. As linhas horizontais representam a média de cada grupo. O valor de corte 

(linha pontilhada) indica a discriminação positiva e negativa entre as amostras, por uma análise de 

curva ROC. Diferenças estatisticamente significantes entre os grupos de LV e o grupo controle, e de 

soros de LV sintomática versus LV assintomática foram observadas (*** e 
###

, respectivamente, P < 

0,0001). 

 

 

 As análises realizadas para avaliação da sensibilidade e especificidade da proteína 

rLiHyp1 demonstraram resultados bastante satisfatórios, uma vez que quando o grupo LVC 

sintomático foi comparado aos grupos controle, Leish-Tec
®

 e T. cruzi, a sensibilidade e a 

especificidade do teste foram de 100%, com um intervalo de confiança de 95% (Tabela 1). 

Quando o grupo LVC assintomático foi comparado aos grupos controle, Leish-Tec
®
 e T. 

cruzi, a sensibilidade do teste foi 95% e a especificidade foi de 100%, demonstrando que a 

proteína rLiHyp1 apresenta um potencial para ser utilizada futuramente como novo antígeno 

para o sorodiagnóstico  da LVC. 
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Tabela 1. Sensibilidade e especificidade da proteína rLiHyp1 para o sorodiagnóstico da LVC. 

 

 

5.2. Imunogenicidade da proteína rLiHyp1 em camundongos BALB/c 

A imunogenicidade da proteína rLiHyp1 foi avaliada através da dosagem de citocinas 

produzidas por esplenócitos estimulados de camundongos BALB/c 30 dias após a última dose 

administrada da proteína recombinante na presença do adjuvante saponina. Após o estímulo 

in vitro com a proteína rLiHyp1, observou-se a produção de níveis significativamente 

elevados de IFN-ɣ, IL-12 e GM-CSF no grupo dos animais vacinados, em relação aos níveis 

produzidos pelos esplenócitos dos grupos controle, constituídos por animais que receberam o 

adjuvante sozinho (saponina) ou salina (Figura 6). Nenhum aumento na produção de IL-4 e 

IL-10 foi observado em qualquer dos grupos avaliados, após a estimulação com a proteína 

rLiHyp1.  

Na análise da proporção entre IFN-ɣ/IL-4 e IFN-ɣ/IL-10 foi observado um predomínio 

de IFN-ɣ produzido pelos esplenócitos do grupo vacinado com rLiHyp1/saponina, quando 

comparado aos grupos controle (Figura 7A). O mesmo perfil foi observado quando a 

proporção entre IL-12/IL-4 e IL-12/IL-10 foi realizada (Figura 7B). 
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Figura 6: Produção de citocinas nos grupos de camundongos BALB/c controle e imunizados com 

a proteína rLiHyp1 e saponina. Esplenócitos dos animais foram obtidos 30 dias após a imunização 

dos animais. As células foram não estimuladas (meio) ou estimuladas com rLiHyp1 (20 g/mL) por 

48 h, a 37°C e 5% de CO2. Os níveis de IFN-ɣ, IL-12, GM-CSF, IL-4 e IL-10 foram dosados por 

ELISA de captura dos sobrenadantes da cultura. Cada barra representa a média ± desvio-padrão 

obtidos de 4 animais por grupo. Foram observadas diferenças estatisticamente significantes nos níveis 

de IFN-ɣ, IL-12 e GM-CSF entre o grupo rLiHyp1/saponina e os grupos controle (salina e saponina) 

(*** P < 0,0001). 
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Figura 7: Análise da proporção na produção de citocinas pró-inflamatórias e regulatórias. A 

produção elevada de IFN-ɣ foi estatisticamente significante quando comparada à produção de IL-10 e 

IL-4 no grupo rLiHyp1/saponina (A). Da mesma forma, a produção de IL-12 foi maior do que a 

produção de IL-10 e IL-4 no grupo rLiHyp1/saponina (B) (*** P < 0,0001). 

        

Na avaliação da produção de anticorpos (Figura 8), pôde-se verificar uma maior 

proporção na produção de IgG2a específica à proteína rLiHyp1 em relação à produção de 

anticorpos IgG1 anti-LiHyp1 nos animais imunizados, pressupondo a ocorrência de uma 

resposta Th1 em tais animais. 
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Figura 8: Análise da proporção da produção de imunoglobulinas do isotipo G2a/G1. A produção 

elevada de IgG2a frente a IgG1 no grupo rLiHyp1/saponina foi estatisticamente significante quando 

comparada aos grupos controle (*P < 0,005). 

 

5.3. Eficácia protetora da proteína rLiHyp1 em camundongos BALB/c infectados com L. 

infantum 

A avaliação da eficácia protetora de rLiHyp1/saponina contra a infecção experimental 

com promastigotas em fase estacionária de L. infantum foi realizada através de quantificação 

da carga parasitária no fígado, baço, medula óssea e linfonodo drenante da pata infectada, 10 

semanas após o desafio. 

Reduções significativas na carga parasitária nos diferentes órgãos dos animais 

vacinados foram observadas quando comparadas aos animais dos grupos controle (Figura 9). 

Camundongos vacinados com a rLiHyp1/saponina, em comparação com os grupos salina e 

saponina, mostraram respectivamente, uma redução de 73% e 69% no número de parasitos no 

fígado (Figura 9A), uma redução de 73% e 70% no número de parasitos no baço (Figura 9B), 

uma redução de 67% e 67% na medula óssea (Figura 9C) e uma redução de 74% e 72% no 

linfonodo drenante (Figura 9D). 
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Figura 9: Avaliação da carga parasitária nos camundongos BALB/c vacinados com 

rLiHyp1/saponina contra a infecção por L. infantum. Camundongos receberam salina, saponina ou 

rLiHyp1/saponina e 30 dias após a última dose foram infectados com 10
7
 promastigotas em fase 

estacionária de L. infantum. A carga parasitária foi determinada no fígado (A), baço (B), medula óssea 

(C) e linfonodo drenante da pata infectada (D), 10 semanas após o desafio. A média ± desvio-padrão 

de 4 animais por grupo é mostrada. Diferenças estatisticamente significantes foram observadas na 

carga parasitária do fígado, baço, medula óssea e linfonodo, quando comparado o grupo 

rLiHyp1/saponina com os grupos controle (solução salina e saponina). 

 

 

5.4. Resposta imune induzida após a infecção desafio com L. infantum 

A produção de citocinas nos sobrenadantes das culturas de esplenócitos após o 

desafio, apresentada pelos diferentes grupos experimentais após estimulação com o extrato 

proteico solúvel de L. infantum (SLALi), foi analisada com o intuito de avaliar os parâmetros 

imunológicos associados com a proteção induzida pela imunização com rLiHyp1/saponina. 

Dez semanas após a infecção desafio, as células do baço dos camundongos vacinados com 

rLiHyp1/saponina produziram níveis significativamente elevados de IFN-ɣ após o estímulo 

com o SLALi, em comparação aos grupos controle (Figura 10A). A contribuição de LT CD4
+
 

e LT CD8
+
, bem como a dependência de IL-12 na produção de IFN-ɣ pelos esplenócitos dos 

animais imunizados e desafiados, foram também avaliadas. Os resultados demonstraram que a 

produção de IFN-ɣ foi suprimida quando foram utilizados anticorpos monoclonais anti-IL-12 

ou anti-CD4 nas culturas de células de baço. Quando anticorpos anti-CD8 foram adicionados 

às culturas, observou-se uma menor produção de IFN-ɣ, quando comparada ao controle do 

experimento (Figura 10B), porem não tão significativa quanto à verificada após adição de 

anticorpos anti-IL-12 ou anti-CD4. 
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Figura 10: Produção de IFN-ɣ pelos esplenócitos dos grupos avaliados e análise do envolvimento 

de IL-12, de LT CD4
+
 e LT CD8

+
 na produção desta citocina em camundongos vacinados com 

rLiHyp1/saponina e desafiados com L. infantum. Suspensões celulares foram obtidas a partir do 

baço dos animais, 10 semanas após a infecção desafio. As células foram separadamente estimuladas 

com SLA de L. infantum (25 g/mL) durante 48 h, a 37°C, com 5% de CO2. A concentração de IFN-ɣ 

foi medida em pg/mL nos sobrenadantes da cultura, e os resultados foram estatisticamente 

significantes quando o grupo rLiHyp1/saponina foi comparado aos grupos controle (salina e 

saponina). A média ± desvio-padrão, determinados em 4 animais por grupo, foi mostrada (A). A 

análise do envolvimento da IL-12 e de células T na produção de IFN-ɣ em animais vacinados e 

desafiados foi mostrada. Os níveis da citocina nos sobrenadantes das culturas estimuladas com SLALi, 

na ausência (controle) ou na presença de anticorpos monoclonais anti-IL-12, anti-CD4 ou anti-CD8, 

foram medidos. Diferenças estatisticamente significantes entre as células não tratadas e as culturas 

tratadas com os anticorpos monoclonais foram observadas (*** P < 0,0001) (B). 
 

 

A produção de IL-12 e GM-CSF após o estímulo dos esplenócitos com SLALi foi 

também avaliada. Células do baço dos camundongos imunizados com rLiHyp1/saponina e 

desafiados, quando comparadas com as dos grupos salina e saponina, produziram níveis 

significativamente mais elevados dessas citocinas (Figura 11A para IL-12 e Figura 11B para 

GM-CSF). Além disso, a produção de IL-4 (Figura 12A) e IL-10 (Figura 12B) foi 

significativamente menor nos animais imunizados em relação aos níveis observados nos 

grupos controle (salina e saponina). Desta forma, pode-se concluir que a proteção induzida 

pela imunização com rLiHyp1/saponina nos camundongos BALB/c contra L. infantum foi 

relacionada à indução de uma resposta imune Th1, com a participação efetiva das citocinas  

IFN-ɣ, IL-12 e GM-CSF, bem como com uma menor produção de IL-4 e IL-10. 

 

A            B 
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Figura 11: Produção de IL-12 e GM-CSF por células de baço de camundongos BALB/c após 

infecção com L. infantum. Suspensões de células foram obtidas a partir do baço dos animais, 10 

semanas após a infecção. As células foram estimuladas com SLA de L. infantum (25 g/mL) e 

incubadas por 48 h, a 37°C e a 5% de CO2. Níveis de IL-12 (A) e GM-CSF (B) foram medidos nos 

sobrenadantes das culturas. A média ± desvio-padrão foi determinada em 4 animais por grupo. Foram 

observadas diferenças estatisticamente significantes nos níveis entre o grupo rLiHyp1/saponina e os 

grupos controle (salina e saponina), que são indicados na figura. 
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Figura 12: Produção de IL-4 e IL-10 pelas células de baço de camundongos BALB/c após 

infecção de L. infantum. Suspensões de células foram obtidas a partir do baço dos animais, 10 

semanas após a infecção. As células foram estimuladas com SLA de L. infantum (25 g/mL) e 

incubadas por 48 h, a 37°C, e a 5% de CO2. Níveis de IL-4 (A) e IL-10 (B) foram medidos nos 

sobrenadantes das culturas. A média ± desvio-padrão dos níveis das citocinas foi determinada em 4 

animais por grupo. Foram observadas diferenças estatisticamente significantes nos níveis entre o 

grupo rLiHyp1/saponina e os grupos controle (salina e saponina), que são indicados na figura. 

 

 

Uma análise na proporção entre IFN-ɣ/IL-4 e IFN-ɣ/IL-10 demonstrou o predomínio 

de citocinas pró-inflamatórias produzidas pelos esplenócitos do grupo rLiHyp1/saponina após 

o desafio, quando comparados aos grupos controle (Figura 13A). O mesmo perfil pôde ser 

observado quando foi analisada a proporção entre IL-12/IL-4 e IL-12/IL-10 (Figura 13B).  

Dessa forma, esplenócitos de animais vacinados com rLiHyp1/saponina e desafiados 

com L. infantum produziram níveis elevados de IFN-ɣ, IL-12 e GM-CSF e níveis reduzidos 
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de IL-4 e IL-10 quando estimulados por SLALi. Em contrapartida, os animais dos grupos 

controle (salina e saponina) produziram níveis reduzidos de IFN-ɣ, IL-12 e GM-CSF e níveis 

elevados de IL-4 e IL-10 (Figura 14). 

 

  A              B  

           

Figura 13: Análise da proporção na produção de citocinas pró-inflamatórias e regulatórias após 

a infecção com L. infantum. A produção elevada de IFN-ɣ foi estatisticamente significante quando 

comparada à produção de IL-10 e IL-4 no grupo rLiHyp1/saponina (A). Da mesma forma, a produção 

de IL-12 foi maior do que a produção de IL-10 e IL-4 no grupo rLiHyp1/saponina (B) (*** P< 

0,0001). 
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Figura 14: Produção de citocinas nos grupos de camundongos BALB/c após infecção com L. 

infantum. Esplenócitos dos animais foram obtidos 60 dias após a infecção dos animais imunizados. As 

células foram não estimuladas (meio) ou estimuladas com SLALi (25 g/mL) por 48 h, a 37°C e 5% 

de CO2. Os níveis de IFN-ɣ, IL-12, GM-CSF, IL-4 e IL-10 foram dosados por ELISA de captura dos 

sobrenadantes da cultura. Cada barra representa a média ± desvio-padrão obtidos de 4 animais por 

grupo. Foram observadas diferenças estatisticamente significantes nos níveis de IFN-ɣ, IL-12 e GM-

CSF entre o grupo rLiHyp1/saponina e os grupos controle (salina e saponina) (*** P < 0,0001). 
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Na avaliação da produção de anticorpos após o desafio (Figura 15), pôde-se verificar, 

de maneira similar ao observado antes da infecção, uma maior proporção na produção de 

IgG2a específica à proteína rLiHyp1 em relação à produção de anticorpos IgG1 anti-LiHyp1 

nos animais imunizados. Tal fato indica que neste grupo houve a predominância de uma 

resposta Th1, direcionando para proteção contra a infecção com L. infantum. 
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Figura 15: Análise da proporção da produção de imunoglobulinas do isotipo G2a/G1 após a 

infecção com L. infantum. A produção elevada de IgG2a frente aos anticorpos IgG1 no grupo 

rLiHyp1/saponina foi estatisticamente significante quando comparada aos grupos controle (*P < 

0,005). 
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6. DISCUSSÃO 

 

A LV é uma zoonose que se tornou um crescente problema de Saúde Pública no Brasil 

e em outros países do mundo, sendo considerada uma endemia em franca expansão 

geográfica. É uma doença crônica que, se não tratada, pode evoluir para o óbito em cerca de 

90% dos casos (WHO, 2010). Como o tratamento da doença ainda é insatisfatório, devido aos 

muitos efeitos colaterais dos fármacos e ao aumento da resistência dos parasitos aos produtos 

utilizados, o desenvolvimento de uma vacina profilática é altamente desejável como uma 

medida efetiva de controle da doença (Palatnik-de-Sousa, 2008). 

Objetivando a busca por novas proteínas de Leishmania que apresentem propriedades 

antigênicas e imunogências, recentemente, através de uma ferramenta imunoproteômica, 

Coelho et al. (2012) identificaram diversas proteínas em extratos antigênicos de formas 

promastigotas e amastigotas-like de L. infantum, que foram reconhecidas por anticorpos 

presentes em amostras de soros de cães com LV sintomática e/ou assintomática, dentre as 

quais estão incluídas algumas proteínas com funções desconhecidas, denominadas como 

proteínas hipotéticas. O fato dos anticorpos terem reconhecido tais proteínas indica que as 

mesmas são expressas pelos parasitos durante a doença e que, dessa forma, são consideradas 

antigênicas e/ou imunogênicas frente ao sistema imune adaptativo do hospedeiro mamífero 

(Coelho et al., 2012). 

Uma das proteínas hipotéticas identificadas neste trabalho é membro da superfamília 

das oxigenases em Leishmania, e foi denominada rLiHyp1. A sequência gênica referente a 

esta proteína foi clonada para estudos de antigenicidade frente à LVC e verificação da eficácia 

protetora contra a LV murina. Por meio de experimentos de Western-blot, observou-se que 

anticorpos presentes no soro de cães com LV reconheceram a proteína rLiHyp1, com cerca de 

36.6 kDa. Experimentos posteriores de ELISA utilizando um amplo painel de soros de cães 

demonstraram que a proteína rLiHyp1 foi reconhecida, especificamente, pelos anticorpos 

presentes nos soros de cães com LV sintomática e assintomática, além de não ter sido 

reconhecida por anticorpos presentes nas amostras de soros de cães saudáveis, de animais 

vacinados com Leish-Tec
®
 e daqueles infectados com T. cruzi. Isto demonstra um elevado 

potencial para estudos adicionais e emprego no diagnóstico sorológico sensível e específico 

da LVC. 

A detecção sorológica de cães com LV assintomática é considerada crítica para um 

correto diagnóstico laboratorial, para a realização de estudos epidemiológicos e para um 
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controle mais efetivo contra a propagação da doença entre os próprios cães e entre os cães e 

humanos, uma vez que tais animais permanecem como potenciais transmissores do parasito 

(da Costa-Val et al., 2007; Michalsky et al., 2007; Molina et al., 1994). A técnica de ELISA, 

utilizando extratos proteicos obtidos de formas promastigotas de Leishmania, não é tão 

efetiva na detecção, com elevada sensibilidade, dos casos de LVC assintomática (Miro et al., 

2008; Porrozzi et al., 2007). Desta forma, com os dados de ELISA obtidos neste trabalho, a 

proteína rLiHyp1 torna-se atrativa para o sorodiagnóstico sensível da LVC, uma vez que a 

mesma apresentou uma sensibilidade de 95% frente aos  soros de cães assintomáticos. 

A especificidade do teste de ELISA utilizando extratos dos parasitos também não é 

satisfatória, uma vez que pode gerar resultados falso-positivos devido à presença de antígenos 

comuns em outros parasitos como T. cruzi, além de microorganismos que causam a malária, 

lepra e a toxoplasmose (Ferreira et al., 2007; Kar, 1995; Porrozzi et al., 2007). No Brasil 

existem atualmente duas vacinas licenciadas (Fernandes et al., 2008; Palatnik-de-Sousa, 

2008), e postula-se que a especificidade do teste diagnóstico deve ser mantida quando da 

utilização de amostras de soros de cães vacinados, a fim de que estes cães se diferenciem dos 

animais infectados. A elevada especificidade apresentada pela proteína rLiHyp1, que não é 

reconhecida por anticorpos presentes nas amostras de soro de cães com doença de Chagas e 

de animais sadios mas vacinados com uma vacina comercial, indicam a proteína rLiHyp1 

como um novo antígeno candidato ao sorodiagnóstico da LVC. 

Em conclusão, os resultados de sorodiagnóstico apresentados demonstram que a 

proteína rLiHyp1 pode ser considerada como uma nova alternativa para a identificação 

sensível e específica, por ELISA, de cães com LV sintomática e assintomática. 

A proteína rLiHyp1, associada a saponina como adjuvante, foi testada quanto a sua 

eficácia protetora contra a LV murina, utilizando-se camundongos BALB/c. Os resultados 

mostraram que a proteína foi capaz de induzir uma resposta imune predominantemente do 

tipo Th1, antes da infecção desafio com L. infantum. Esta resposta foi responsável por induzir 

proteção contra a LV nestes animais. Camundongos imunizados com rLiHyp1/saponina 

apresentaram uma produção elevada de IFN-ɣ, IL-12 e GM-CSF, combinados com a presença 

de baixos níveis de IL-4 e IL-10. Após a infecção, os camundongos imunizados, quando 

comparados aos grupos controle, saponina e salina, mostraram reduções significativas no 

número de parasitos em todos os órgãos avaliados (fígado, baço, medula óssea e linfonodo 

drenante). A avaliação da carga parasitária em diferentes órgãos é um importante marcador da 

eficácia de uma vacina contra a LV, dado o fato de que a resposta imune específica de cada 
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órgão pode ser observada individualmente após a infecção com espécies de Leishmania que 

apresentem tropismo visceral, independente da via de inóculo escolhida (intravenosa, 

intradérmica ou subcutânea) (Garg & Dube, 2006). 

 Antígenos expressos apenas nas formas amastigotas de Leishmania são menos 

testados devido à dificuldade associada com a purificação e/ou cultura de tais formas quando 

extraídas de tecidos do hospedeiro mamífero infectado. A facilidade com que as formas 

promastigotas podem ser cultivadas in vitro normalmente é a maior causa da escolha desta 

forma para a pesquisa por novos antígenos com aplicação imunológica. Entretanto, nota-se 

que os antígenos das formas amastigotas sejam os prováveis indutores de uma resposta imune 

mais eficaz, uma vez que poucas horas após a infecção e durante a doença, apenas este estágio 

do parasito permanece em contato com as células e sistema imune do hospedeiro (Fernandes 

et al., 2012). Neste contexto, uma vacina contendo antígenos amastigota-específicos, que seja 

capaz de induzir uma resposta imune contra tal forma intracelular de Leishmania, deverá 

apresentar vantagens não apenas para profilaxia, mas também com a possível utilização como 

vacina terapêutica. 

Dentre os antígenos amastigota-específicos testados como vacina para a LV, a proteína 

A2 tem se destacado como um candidato promissor. Diversos estudos incluindo a 

administração da proteína A2 recombinante, associada a diferentes adjuvantes (Ghosh et al., 

2001; Coelho et al., 2003), como plasmídeo de DNA (Zanin et al., 2007), inserida em vírus 

atenuados não-replicativos (Resende et al., 2008), em bactérias não-patogênicas (Yam et al., 

2011) ou em parasitos não-virulentos (L. tarentolae) (Mizbani et al., 2009), tem evidenciado 

um efeito protetor de tal antígeno na LV murina. 

No presente estudo, camundongos vacinados apresentaram uma produção elevada de 

IFN-ɣ no baço, sendo essa citocina uma das principais envolvidas na resposta imune Th1 

contra a infecção por Leishmania (Park et al., 2002; Wilson et al., 2005). Células T CD4
+
 

provaram ser a principal fonte na produção de IFN-ɣ nos camundongos vacinados com 

rLiHyp1/saponina. Embora estudos realizados tenham mostrado que a ativação de células T 

CD4
+
 e T CD8

+
 sejam importantes para a eliminação dos parasitos em camundongos 

vacinados com diferentes antígenos recombinantes e infectados com L. donovani (Bhowmick 

et al., 2008; Rachamim & Jaffe, 1993), dados do presente estudo sugerem que a indução de 

IFN-ɣ, mediada principalmente por LT CD4
+
, seja o suficiente para induzir a proteção contra 

a infecção com L. infantum. Além disto, nos animais vacinados, a produção de IFN-ɣ foi 

amplamente dependente da presença de IL-12, sendo que uma elevada produção de IL-12 
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pelos esplenócitos foi também detectada após o estímulo das células in vitro com SLALi. 

Desta forma, os dados encontrados indicam que a imunização de camundongos BALB/c com 

a proteína rLiHyp1 mais saponina induziu a uma resposta imune LiHyp1-específica, a qual foi 

mantida mesmo após o desafio com L. infantum, protegendo os comundongos vacinados 

contra a LV.  

Os esplenócitos dos camundongos vacinados com rLiHyp1/saponina e infectados por 

L. infantum, quando comparados aos grupos controle (salina e saponina), produziram 

elevados níveis de GM-CSF quando estimulados com o SLALi. Esta citocina encontra-se 

relacionada com a ativação de macrófagos e com a resistência de modelos murinos contra 

diferentes patógenos intracelulares, como L. major (Dumas et al., 2003), L. donovani (Murray 

et al., 1995) e L. chagasi (Chavéz-Fumagalli et al., 2010). Em camundongos BALB/c e 

C57BL/6 infectados com L. major, foi observado que nos animais resistentes ocorreu um 

aumento dos níveis de GM-CSF (Saha et al., 1999). Em camundongos infectados com L. 

donovani e, posteriormente, tratados com rGM-CSF, houve uma redução significativa da 

carga parasitária. A redução do número de parasitos no fígado dos animais foi acompanhada 

pelo aumento do número de neutrófilos e monócitos na circulação sanguínea e pelo influxo e 

acúmulo de células mielo-monocíticas nos órgãos infectados (Murray et al., 1995). 

Macrófagos derivados de monócitos humanos, pré-tratados com a proteína rGM-CSF, foram 

capazes de inibir a replicação dos parasitos fagocitados, sugerindo que tal citocina pode ser 

considerada como um ativador de macrófagos (Weiser et al., 1987). Além disso, demonstrou-

se que a imunização de voluntários humanos com uma preparação de antígenos de 

Leishmania contendo rGM-CSF como adjuvante induziu a uma resposta imune do tipo Th1 

(Follador et al., 2002), e que a administração de uma vacina terapêutica contendo quatro 

antígenos de Leishmania combinada com rGM-CSF, foi capaz de estimular a resolução das 

lesões mucosas em paciente com LMC (Badaró et al., 2001). 

Em camundongos BALB/c vacinados com proteínas ribossomais de Leishmania 

associadas à CpG-ODN, a proteção contra LC e LV foi relacionada com a redução da resposta 

mediada por IL-4 e IL-10. No presente estudo, foi também demonstrado que a proteção de 

camundongos contra L. infantum foi associada com uma redução significante na produção de 

IL-4 e IL-10. Em relação a IL-4, os resultados mostraram que camundongos vacinados com 

rLiHyp1/saponina apresentaram uma baixa produção desta citocina pelos esplenócitos após a 

infecção, da mesma forma como descrito na proteção induzida pela vacina contendo a 

proteína A2 nos modelos de LC e LV (Coelho et al., 2003; Zanin et al., 2007), ou com as 
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proteínas ribossomais de Leishmania (Iborra et al., 2008; Chávez-Fumagalli et al., 2010). A 

presença de IL-4 foi também correlacionada com uma inibição da atividade leishmanicida de 

macrófagos humanos, o que acabou por favorecer o desenvolvimento da infecção por 

Leishmania (Vouldoukis et al., 1997). 

Níveis diminuídos de IL-10 foram detectados nos camundongos vacinados com 

rLiHyp1/saponina, quando comparados aos níveis obtidos nos grupos controle, os quais 

apresentaram uma produção significativamente elevada desta citocina. Na LV, o controle da 

produção de IL-10 é considerado essencial na prevenção da doença. De acordo com Murray et 

al. (2002), camundongos BALB/c tratados com anticorpo monoclonal anti-IL-10 ou 

camundongos knockout para IL-10 são resistentes contra a infecção por L. donovani. 

Entretanto, animais antes resistentes, mas que são estimulados a aumentar a produção de IL-

10 ou que recebem rIL10 tornam-se susceptíveis e incapazes de controlar a infecção, devido à 

inativação dos macrófagos infectados. Desta forma, a IL-10 é considerada um dos mais 

importantes fatores relacionados com a progressão da doença na infecção por LV em 

camundongos (Murphy et al., 2001; Awasthi et al., 2004; Garg & Dube, 2006). Esta citocina 

tem também sido associada com a LC causada por L. amazonensis, uma vez que 

camundongos BALB/c deficientes em IL-10 apresentam baixos níveis de infecção após o 

desafio, quando comparados aos camundongos selvagens (Padigel et al., 2003). 

Na avaliação da resposta humoral dos animais imunizados, foi observada uma maior 

produção de IgG2a anti-rLiHyp1, quando comparada aos níveis obtidos de IgG1, nos animais 

imunizados com rLiHyp1/saponina. A concentração elevada de IgG2a pode estar diretamente 

relacionada à produção elevada de IFN-ɣ pelas células do hospedeiro. É postulado que os 

isotipos IgG1 e IgG2a apresentam uma correlação com a susceptibilidade e resistência, 

respectivamente, em modelos murinos experimentais para as leishmanioses, sendo que IgG2a 

encontra-se associada com uma resposta imune celular e com o controle da replicação dos 

parasitos (Passero et al., 2012). 

Em conclusão, os dados apresentados no presente estudo confirmaram que 

concentrações elevadas de IFN-ɣ, IL-12 e GM-CSF e baixas concentrações de IL-4 e IL-10 

são necessárias para a indução de uma resposta imune do tipo Th1 e para o direcionamento de 

uma resposta protetora em camundongos BALB/c contra a infecção experimental com L. 

infantum. Os resultados indicam que a proteína amastigota-específica de Leishmania, LiHyp1, 

quando associada ao adjuvante saponina, foi capaz de cumprir tais requisitos e que, portanto, 

apresenta-se como um candidato  para compor uma vacina efetiva contra a LV murina. 
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7. CONCLUSÕES 

 

 A proteína rLiHyp1 apresentou-se como uma boa candidata para o sorodignóstico sensível 

e específico da leishmaniose visceral canina. 

 

 A imunização de camundongos BALB/c com a proteína rLiHyp1 e saponina induziu ao 

desenvolvimento de uma resposta imune celular e humoral do tipo Th1, antes da infecção 

desafio.  

 

 A imunização com rLiHyp1 e saponina mostrou-se eficaz na indução de proteção em 

camundongos BALB/c infectados com L. infantum, representada por reduções significativas 

na carga parasitária no baço, fígado, medula óssea e linfonodo drenante, quando comparados 

aos grupos controle. 

 

 Animais imunizados e infectados produziram níveis elevados de IFN-ɣ, IL-12 e GM-CSF 

e baixos níveis de IL-4 e IL-10. Houve a predominância de anticorpos do isotipo IgG2a 

específicos ao parasito. A produção elevada de IFN-ɣ foi associada, principalmente, à 

ativação de LT CD4
+
, e foi amplamente dependente de IL-12. 

 

 Com base nos resultados apresentados neste trabalho, a proteína rLiHyp1, associada à 

saponina, apresenta-se como uma candidata efetiva para compor uma vacina contra a LV 

murina. 
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9. ANEXOS 

 

9.1. Certificado de aprovação do projeto de pesquisa junto ao Comitê de Ética em 

Experimentação Animal (CEUA) da UFMG. 

 

 

9.2. Artigo científico publicado no periódico internacional PLOS Neglected Tropical Diseases 

no ano de 2013, intitulado “Antigenicity and protective efficacy of a Leishmania amastigote-

specific hypothetical protein, a member of the oxygenase family against visceral 

leishmaniasis”.



 
 

 



 
 

 

 



 
 

 

 



 
 

 

 



 
 

 

 



 
 

 

 



 
 

 

 



 
 

 

 



 
 

 

 



 
 

 


