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RESUMO 

 

A leishmaniose é um complexo de doenças incidente no Brasil e no mundo, apresentando elevada 

morbidade e mortalidade. Nosso país responde por aproximadamente 95% dos casos de leishmaniose 

visceral (LV) nas Américas, sendo o cão o principal reservatório doméstico da doença. O 

sorodiagnóstico da LV canina (LVC) apresenta problemas relacionados à sua sensibilidade e/ou 

especificidade. No presente estudo, uma proteína hipotética específica de Leishmania, LiHyD, sob sua 

forma recombinante (rLiHyD), foi avaliada em experimentos de ELISA para o sorodiagnóstico da 

LVC. Três epitopos de linfócitos B da proteína foram sintetizados (Peptídeo-1, Peptídeo-2 e Peptídeo-

3) e também avaliados como marcadores diagnósticos. A proteína recombinante e o Peptídeo-3 

mostraram os melhores resultados, tendo sido reconhecidos por anticorpos presentes em soros de cães 

com VL sintomática e assintomática, e não apresentaram reatividade cruzada com anticorpos presentes 

em soros de cães com doença de Chagas, ehrlichiose, babesiose ou de cães sem leishmaniose e/ou 

vacinados com a vacina Leish-Tec
®

. Na busca por se selecionar um antígeno candidato a compor uma 

vacina contra as leishmanioses, uma vacina baseada na combinação da proteína rLiHyD com saponina 

foi testada em camundongos BALB/c contra a infecção causada pelas espécies Leishmania 

infantum, Leishmania major e Leishmania braziliensis. A imunogenicidade da vacina foi avaliada e os 

resultados mostraram que os animais imunizados produziram níveis elevados de IFN-γ, IL-12 e GM-

CSF após o estímulo in vitro de esplenócitos com a proteína ou usando os extratos proteicos de L. 

infantum, L. major ou L. braziliensis. Após o desafio, os animais vacinados mostraram reduções 

significativas na carga parasitária em todos os órgãos e tecidos avaliados, quando comparados com os 

animais que receberam salina ou que foram imunizados apenas com saponina ou com a proteína 

isolada. A proteção obtida com a vacina rLiHyD/saponina foi associada com a produção de IFN-γ 

específica contra o parasito e dependente de IL-12, que foi produzida principalmente por linfócitos T 

CD4
+
. Nesses animais, uma redução na produção de IL-4 e IL-10, associada à presença de níveis 

elevados de anticorpos do isotipo IgG2a específicos à proteína e  aos parasitos, foram também 

encontrados. O presente estudo mostrou que a proteína hipotética LiHyD, inicialmente identificada em 

L. infantum, pode ser utilizada como um antígeno para o sorodiagnóstico da LVC e, quando associada 

a um adjuvante Th1, pode também compor uma vacina para proteção contra as leishmanioses visceral 

e tegumentar. 

 

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral, Leishmaniose Tegumentar, proteína hipotética, epitopos, 

sorodiagnóstico, vacina.   
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ABSTRACT 

 

Leishmaniasis is a disease complex with a large incidence in Brazil and in the world, presenting high 

morbidity and mortality. Our country accounts for approximately 95% of the VL cases in Americas, 

being the dog the main domestic reservoir of the parasites. The serodiagnosis of canine visceral 

leishmaniasis (CVL) presents problems related to its sensitivity and/or specificity. In the present study, 

a Leishmania-specific hypothetical protein, rLiHyD, in a recombinant form (rLiHyD), was evaluated 

in ELISA experiments for the CVL serodiagnosis. Three B cell epitopes of LiHyD were synthesized 

(Peptide-1, Peptide-2 and Peptide-3) and also evaluated as diagnostic markers. The recombinant 

protein and the Peptide-3 showed the best results, being  recognized by antibodies in sera from dogs 

with asymptomatic and symptomatic VL, and did not show cross-reactivity with antibodies in dog sera 

of dogs with Chagas disease, ehrlichiosis, babesiosis or animals without leishmaniasis and/or 

vaccinated with the Leish-Tec
® 

vaccine. In the search to also select a candidate antigen for composing 

a vaccine against leishmaniasis, a combination between rLiHyD and saponin was tested in BALB/c 

mice against infection by Leishmania infantum, Leishmania major and Leishmania braziliensis. The 

immunogenicity of rLiHyD/saponin vaccine was evaluated, and the results showed that immunized 

mice produced higher levels of IFN-γ, IL-12 and GM-CSF after splenocytes in vitro stimulation with 

rLiHyD or L. infantum, L. major or L. braziliensis protein extracts. After challenge, vaccinated 

animals showed significant reductions in the parasite burden in all evaluated organs and tissues, when 

compared to those that were inoculated with saline or immunized with saponin or the protein alone. 

The protection obtained with the rLiHyD/saponin was associated with a parasite-specific IL-12-

dependent IFN-γ production, which was produced mainly by CD4
+
T cells. In these animals, a decrease 

in the parasite-mediated IL-4 and IL-10 responses, associated with the presence of high levels of 

LiHyD and parasite-specific IgG2a isotype antibodies, were also found. The present study showed that 

the hypothetical protein LiHyD, which was firstly identified in L. infantum, can be used for the CVL 

serodiagnosis and, when combined with a Th1 adjuvant, can compose a vaccine and confer protection 

against visceral and tegumentary leishmaniasis. 

 

Keywords: Visceral Leishmaniasis, Tegumentary Leishmaniasis, hypothetical protein, epitopes, 

serodiagnosis,vaccine. 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

As leishmanioses são doenças causadas por parasitos protozoários da Ordem 

Kinetoplastida, Família Trypanosomatidae e gênero Leishmania (Grimaldi & Tesh, 1993), e 

que apresentam uma ampla distribuição geográfica no mundo. A gravidade da doença no 

hospedeiro mamífero pode alcançar desde uma lesão cutânea única e de cura espontânea, até a 

forma visceral, fatal, quando aguda e não tratada (WHO, 2010). O Brasil responde por grande 

parte dos casos das leishmanioses no Continente Americano, sendo responsável por 

aproximadamente 95% e 40% dos casos registrados das leishmanioses visceral (LV) e 

tegumentar (LT), respectivamente; fatos que tornam a doença um importante problema de 

Saúde Pública em nosso país (Alvar et al., 2012).  

A leishmaniose visceral canina (LVC) trata-se de uma doença zoonótica, sendo 

endêmica em diversos países da América Central, América do Sul, bacia do Mediterrâneo e 

Ásia (Gramiccia e Gradoni, 2005; Baneth et al., 2008). Os cães são considerados os principais 

reservatórios domésticos dos parasitos. A LVC possui maior importância em relação à doença 

humana, uma vez que o número de casos registrados da doença em cães é significativamente 

maior quando comparado ao número de casos notificados no homem (Nicolato et al., 2013). 

Atualmente, um diagnóstico precoce e preciso destes animais é de extrema importância como 

uma medida de controle efetivo contra a doença.  

Os testes sorológicos utilizados no diagnóstico da LVC visam à detecção de 

anticorpos específicos aos antígenos dos parasitos presentes no soro dos animais (Da Silva et 

al., 2006; Gomes et al., 2008; Coelho et al., 2009). Atualmente, o Ministério da Saúde do 

Brasil determina que o diagnóstico imunológico da doença deva ser baseado nos testes 

sorológicos DPP-LVC
®

 e ELISA (Coura-Vital et al., 2014; Laurenti et al., 2014). Tais 

técnicas, entretanto, podem apresentar sensibilidade e/ou especificidade variáveis e, nos 

estágios iniciais da doença, animais infectados podem apresentar-se soronegativos e outros, 

mesmo clinicamente curados, podem permanecer soropositivos por longos períodos (Ferrer 

et al., 1995; Silva et al., 2011; Viol et al., 2012). Ressalta-se também que a especificidade 

dos testes é comprometida quando os mesmos são aplicados em áreas endêmicas da doença; 

em animais sadios, mas vacinados; e em cães infectados com parasitoses relacionadas às 

leishmanioses como, por exemplo, babesiose e ehrlichiose (Tavares et al., 2003; Chávez-

Fumagalli et al., 2013; Costa et al., 2013). Dessa forma, a busca por antígenos a serem 
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aplicados em testes diagnósticos que apresentem elevada sensibilidade e especificidade 

torna-se desejável (Gomes et al., 2008). 

As medidas de controle das leishmanioses visam, principalmente, à interrupção do 

ciclo biológico do parasito. Entretanto, o grande número de espécies de Leishmania, o caráter 

zoonótico da doença e a manutenção do parasito no ciclo silvestre dificultam a adoção de 

medidas efetivas de controle (Tesh, 1995). Dessa forma, devido à ineficiência de tais medidas, 

da dificuldade para o diagnóstico correto e dos problemas encontrados no tratamento da 

doença, como os efeitos tóxicos nos pacientes, a ocorrência de resistência dos parasitos aos 

fármacos convencionais e/ou seu elevado custo; o número de casos de leishmanioses tem 

aumentado em nosso país (Gontijo & Melo, 2004; Minodier & Parola, 2007, Mondal et al., 

2010). Assim, o desenvolvimento de vacinas que sejam capazes de induzir imunidade 

protetora nos hospedeiros imunizados poderia ser considerado como uma medida alternativa e 

de menor custo para o controle da doença (Palatnik-de-Sousa, 2008). Uma vacina protetora 

contra as leishmanioses deve, preferencialmente, conter imunógenos conservados em 

diferentes espécies de Leishmania spp., induzir uma resposta imune Th1, além de ser segura e 

apresentar um custo acessível à população (Grimaldi & Tesh, 1993; Coelho et al., 2003; 

WHO, 2010). 

Proteínas hipotéticas são aquelas previamente descritas no genoma de organismos, 

mas que não apresentam aplicação biológica ainda definida (Fernandes et al., 2012). 

Recentemente, por meio de uma pesquisa imunoproteômica baseada na combinação das 

técnicas de eletroforese bidimensional, immunoblotting e espectrometria de massas, utilizando 

formas promastigotas em fase estacionária de crescimento e formas amastigotas axênicas de 

L. infantum; proteínas antigênicas dessa espécie foram reconhecidas por anticorpos presentes 

em soros de cães com LV sintomática e/ou assintomática (Coelho et al., 2012). Diversas 

proteínas foram identificadas, dentre elas proteínas já descritas na literatura como candidatas 

vacinais, alvos diagnósticos e/ou agentes terapêuticos contra as leishmanioses visceral e/ou 

tegumentar. Além disso, algumas proteínas tidas ainda como hipotéticas também foram 

identificadas e, devido ao fato de terem sido reconhecidas por anticorpos nos cães com LV, 

poderiam ser consideradas como possíveis alvos de potencial aplicação biológica. Dentre elas, 

uma proteína denominada LiHyD (LinJ.33.3150), foi reconhecida por anticorpos nos soros de 

cães com LV sintomática. Tal proteína, após estudos por bioinformática, mostrou-se ser 

específica de Leishmania spp., não sendo encontrada em outros parasitos ou em hospedeiros 
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mamíferos. Tal proteína poderia ser, portanto, considerada como um antígeno candidato para 

o sorodiagnóstico da LVC. 

Atualmente, proteínas recombinantes têm sido muito estudadas com a finalidade de se 

desenvolver uma vacina segura, passível de padronização, pura e com custo acessível à 

população (Joshi et al., 2014).  A proteína LiHyD, tendo sido reconhecida por anticorpos de 

animais com LV, e por ser conservada em diferentes espécies do parasito, poderia também 

apresentar-se como candidata a um antígeno vacinal contra a infecção por Leishmania spp.  

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficácia da proteína recombinante 

LiHyD (rLiHyD) no sorodiagnóstico e como candidata a compor uma vacina contra as 

leishmanioses visceral e tegumentar. Três epitopos da proteína, dois lineares e um 

conformacional, sendo específicos de linfócitos B, foram identificados por programas de 

bioinformática e também avaliados no sorodiagnóstico da LVC por ELISA, utilizando-se um 

painel sorológico canino. A proteína rLiHyD foi avaliada como imunógeno vacinal na 

indução de proteção de camundongos BALB/c contra a infecção experimental com as 

espécies L. infantum, L. braziliensis e L. major. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Epidemiologia das leishmanioses 

As leishmanioses são um complexo de doenças infecto-parasitárias endêmicas em 98 

países, afetando, principalmente, as regiões tropicais e subtropicais do mundo. Em relação à 

LV, aproximadamente 90% dos casos ocorrem na Índia, Bangladesh, Sudão, Sudão do Sul, 

Etiópia e Brasil. Já cerca de 70 a 75% dos casos da LT ocorrem no Afeganistão, Argélia, 

Colômbia, Brasil, Irã, Síria, Etiópia, Sudão do Norte, Costa Rica e Peru (Alvar et al., 2012). 

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

infecção pelo parasito Leishmania, cuja incidência global aproximada é de 0,2 a 0,4 milhões e 

de 0,7 a 1,2 milhões de novos casos de LV e LT, respectivamente, ao ano. O Brasil é 

responsável por aproximadamente 95% dos casos de LV e 40% dos casos de LT no continente 

Americano, fato que exalta a doença como um importante problema de Saúde Pública (Alvar 

et al., 2012; WHO, 2015). 

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

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

habitat dos flebotomíneos devido ao aquecimento global e o aumento do número de casos de 

cães de áreas não endêmicas que viajam com seus donos para locais onde o parasito é 

encontrado, podendo se infectar; além do aumento do desflorestamento devido à crescente 

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

 

.2.2 A etiologia e o ciclo biológico do parasito Leishmania spp. 

As leishmanioses são doenças causadas por parasitos protozoários pertencentes ao 

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

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

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

Velho Mundo e  Lutzomyia  nas  Américas,  sendo  que  apenas  as  fêmeas  possuem hábitos 

hematófagos sendo assim, capazes de transmitir o parasito aos hospedeiros mamíferos 

(Grimaldi & Tesh, 1993).  

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

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

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

intracelulares obrigatórios e se multiplicando no interior de vacúolos parasitóforos em células 
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do sistema fagocítico-mononuclear dos hospedeiros mamíferos. As formas promastigotas são 

formas alongadas, afiladas, com um único flagelo que lhes conferem motilidade, cinetoplasto 

localizado entre a porção anterior e o núcleo e são encontradas no interior do trato 

gastrointestinal do vetor transmissor. (Sacks & Kamhawi, 2001; Sacks & Sher, 2002). 

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

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

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

Ao alcançarem o intestino do vetor, essas células se rompem e liberam os parasitos, que 

rapidamente irão se transformar em formas promastigotas procíclicas e migrar para o trato 

digestório médio e anterior do vetor. Os parasitos passam por um processo de multiplicação e 

assumem a forma paramastigota, e posteriormente sofrem a diferenciação em formas 

promastigotas metacíclicas, migrando para a parte anterior do aparelho bucal do inseto.  

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

regurgitar formas promastigotas metacíclicas juntamente com a saliva, que por apresentarem 

elevada motilidade e capacidade migratória irão penetrar na derme do hospedeiro mamífero 

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

sendo principalmente macrófagos, migram para o local podendo fagocitar o parasito que, no 

interior de fagolisossomos nessas células, irão se diferenciar em formas amastigotas, que por 

sua vez irão se replicar. A replicação dos parasitos pode resultar no rompimento das células, 

liberando assim as formas amastigotas no organismo do hospedeiro. Os parasitos liberados 

podem ser novamente fagocitados, levando à continuidade da infecção e ao desenvolvimento 

da doença no hospedeiro mamífero. Dessa forma, um novo vetor não infectado pode ingerir as 

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

& Martins, 1988; Medeiros et al., 2005).  
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Figura 1: Ciclo biológico do parasito Leishmania spp. 1. Realização do repasto sanguíneo em um hospedeiro 

infectado e infecção do inseto vetor fêmea pela ingestão de formas amastigotas. 2. Diferenciação de formas 

amastigotas em promastigotas metacíclicas no interior do vetor. 3. Introdução de formas promastigotas 

metacíclicas na derme do hospedeiro através da picada do vetor. 4. Fagocitose dos parasitos por macrófagos do 

hospedeiro, onde ocorre a diferenciação em amastigotas e proliferação. 5. Rompimento da célula hospedeira com 

liberação das amastigotas podendo ser fagocitadas por novas células. 6. Disseminação dos parasitos para órgãos 

do hospedeiro mamífero, exemplificando a ocorrência da LV, e possibilidade de um novo repasto sanguíneo pelo 

inseto vetor. (Adaptado de WHO, 2003). 

 

 

2.3 Manifestações clínicas da doença 

As leishmanioses apresentam dois grandes espectros clínicos: a leishmaniose 

visceral (LV) e a leishmaniose tegumentar (LT) que, por sua vez, pode apresentar três tipos 

clínicos: a leishmaniose cutânea (LC), leishmaniose cutâneo-difusa (LCD) e a leishmaniose 

mucocutânea (LMC). A patogenia das doenças é determinada por fatores relacionados ao 

hospedeiro, como características genéticas e resposta imunológica, por fatores do parasito, 

como a virulência da espécie infectante e por fatores relacionados ao inseto vetor, como 

componentes salivares que portam os parasitos quando na infecção no homem. O resultado 

desta interação pode levar desde a resistência à infecção, passando pelo desenvolvimento da 

forma assintomática da doença, até a ocorrência da doença cutânea ou visceral aguda (Kane 

& Mosser, 2000). 

A LC ocorre em cerca de 90% dos pacientes diagnosticados com a doença tegumentar 

sendo então a forma clínica mais encontrada da doença. A doença, geralmente, manifesta-se 

em partes mais expostas do corpo, como face, braços e pernas. A lesão apresenta-se como um 
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nódulo no local da picada do vetor que evolui formando uma úlcera granulosa contornada por 

uma borda elevada. Na maioria das vezes a lesão é única, mas nódulos satélites podem ocorrer 

nas proximidades da lesão inicial. Quando as úlceras são curadas, deixam cicatrizes 

permanentes, as quais podem levar a uma condição de morbidade. As principais espécies que 

podem causar a LC são: L. braziliensis, L. amazonensis, L. mexicana, L. guyanensis e L. 

panamensis, no Novo Mundo; e L. major, L. tropica e L. infantum em países do Velho Mundo 

(Stebut, 2014). 

A LCD é uma forma rara e grave da doença, na qual as lesões apresentam-se como 

nódulos, de forma anérgica e que raramente ulceram. A ocorrência de lesões que se 

espalham por todo o corpo pode estar relacionada à uma deficiência na resposta imune 

celular  do hospedeiro (Desjeux, 2004). A LCD, não apresenta cura espontânea, sendo de 

difícil tratamento. A ocorrência de recidivas frequentes tornou a doença um grave problema 

de Saúde Pública, pois os pacientes apresentam lesões desfigurantes e incapacitantes, 

excluindo-os do seu meio de vida social (Gontijo & Carvalho, 2003; Desjeux, 2004). A 

doença pode ser causada pelas espécies L. mexicana, L. braziliensis, L. guyanensis e L. 

amazonensis no Novo Mundo e por L. aethiopica e L. major no Velho Mundo (Stebut, 

2014). 

A LMC ocorre em diversos países no mundo, sendo causada pelas espécies L. 

braziliensis, L. peruviana, L. panamensis e L. guyanensis (Stebut, 2014). A doença, 

normalmente, manifesta-se com lesões de caráter infiltrante. A mucosa das cavidades nasal, 

da boca, faringe, laringe e traqueia são as mais afetadas e podem levar à lesões mutilantes 

no paciente. Esta manifestação da doença pode gerar uma elevada rejeição do paciente 

perante a sociedade, uma vez que gera uma grande deformidade física no local da lesão 

(WHO, 2015). 

A LV ocorre pela infecção com as espécies L. donovani, L. infantum e L. tropica em 

países do Velho Mundo e por L. infantum (syn. L. chagasi) no Novo Mundo (Stebut, 2014). A 

infecção atinge, principalmente, órgãos como baço, fígado, órgãos linfoides e medula óssea. 

Após um período de incubação, que geralmente varia entre dois a seis meses, indivíduos 

sintomáticos apresentam sinais de uma infecção sistêmica e persistente, como febre, fadiga, 

fraqueza, perda de peso, hepatoesplenomegalia e linfadenopatia, dentre outros sintomas 

clínicos (Chappuis et al., 2007). Devido ao fato da intensidade das manifestações clínicas da 

doença ser variável, muitos indivíduos podem permanecer assintomáticos por um longo 

tempo, o que dificulta seu diagnóstico clínico, embora cerca de 20% dos pacientes infectados 
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desenvolvam a forma aguda e sintomática da doença. Os sintomas são progressivos e as 

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

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

A LV canina (LVC) causa manifestações clínicas diversas, que dependem de vários 

fatores, tais como resposta imune do cão e a espécie do parasito. O período de incubação da 

doença pode variar de poucos meses a alguns anos, entretanto, cães infectados podem 

permanecer assintomáticos por longos períodos de tempo, ainda que permaneçam infectivos 

durante tal época (Lanotte et al., 1979; Keenan et al., 1984). As manifestações clínicas mais 

comuns da LVC são: linfoadenomegalia, enfraquecimento crônico, alopecia, úlceras, 

dermatite esfoliativa, onicogrifose, anemia, hepatoesplenomegalia, disfunção renal severa, 

hipergamaglobulinemia e colites (Abranches et al., 1991; Ferrer et al., 1991; Ciaramella et al., 

1997; Tafuri et al., 2001). 

 

2.4 Diagnóstico das leishmanioses 

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

epidemiológicas, em conjunto com exames laboratoriais (Tesh, 1995). O diagnóstico 

parasitológico, por meio de amostras de lesões, ou da punção de aspirados dos linfonodos 

ou da medula óssea, embora invasivos, mostram-se conclusivos na identificação dos 

parasitos através de análises microscópicas em lâminas e/ou culturas in vitro dos materiais 

coletados (Reithinger  et al., 2007). 

O diagnóstico imunológico pode ser realizado através do teste de intradermoreação 

de Montenegro (IDRM), tendo sido o primeiro método de diagnóstico laboratorial utilizado 

em diversas regiões no mundo, se baseia na resposta celular induzida pela memória 

imunológica de células T que são ativadas em indivíduos que tiveram contato prévio com o 

parasito. O IDRM, entretanto, pode apresentar especificidade reduzida, levando a detecção 

de resultados falso-positivos, com indivíduos não infectados de áreas endêmicas, com 

doença de Chagas, esporotricose, hanseníase ou tuberculose. Outra desvantagem do IDRM 

é que indivíduos imunosuprimidos, com a forma difusa da doença ou ainda com lesões 

recentes, podem ser diagnosticados como falso-negativos (Weigle et al., 1991; de Paiva-

Cavalcanti et al., 2015). 

Para o diagnóstico sorológico, testes baseados na detecção de anticorpos e/ou 

antígenos específicos em amostras de soro ou plasma de indivíduos como, por exemplo, o 
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ensaio imunoenzimático (ELISA), o ensaio de imunofluorescência indireta (IFAT), o teste 

de aglutinação direta (DAT), o Western-blot e o teste imunocromatográfico (ICT) podem 

também ser utilizados no diagnóstico das leishmanioses. Porém, esses testes também 

podem apresentar variações na sensibilidade e/ou especificidade (Marzochi & Marzochi, 

1994; Tavares et al., 2003; de Paiva-Cavalcanti et al., 2015). 

Testes de diagnóstico molecular, como a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) e a 

PCR-Real Time também têm sido utilizados para a detecção de ácidos nucleicos do parasito. 

Entretanto, muitas vezes, há a ocorrência de problemas relacionados ao teste, como 

diferenças nos fragmentos do material coletado, que podem não conter parasitos 

prejudicando sua sensibilidade, bem como a necessidade de treinamento técnico 

especializado e a possibilidade de contaminação com agentes externos que podem ocasionar 

resultados falso-positivos. Além disso, tratam-se de testes que apresentam custo elevado 

(Sundar & Rai, 2002; Srivastava et al., 2011; de Paiva-Cavalcanti et al., 2015). 

Devido ao elevado número de cães com LV assintomática atuando como 

reservatórios do parasito e potenciais transmissores dos mesmos, a detecção sorológica dos 

mesmos é de extrema importância para o diagnóstico correto, para a realização de estudos 

epidemiológicos e para um controle mais efetivo da doença (Molina et al., 1994; Costa-Val 

et al., 2007; Michalsky et al., 2007). A sensibilidade da técnica de ELISA utilizando 

extratos proteicos obtidos de formas promastigotas de Leishmania spp. não é satisfatória 

para a detecção dos casos de LVC assintomática (Porrozzi et al., 2007; Miro et al., 2008). A 

especificidade deste teste também é reduzida, confirmada pela ocorrência de resultados 

falso-positivos devido à reatividade cruzada com anticorpos dos soros de cães com doença 

de Chagas, ehrlichiose, babesiose ou toxoplasmose (Kar, 1995; Ferreira et al., 2007; 

Porrozzi et al., 2007). Outro problema relacionado à especificidade dos testes é que a 

mesma deva ser elevada para a diferenciação de amostras de soros de cães saudáveis 

vacinados de animais infectados. No entanto, muitas vezes, animais vacinados são 

detectados como falso-positivos. Diversas proteínas recombinantes dos parasitos vêm 

sendo testadas como antígenos para ELISA, visando minimizar esses problemas com o 

desenvolvimento de um teste de diagnóstico mais sensível e específico para LVC (Kubar & 

Fragaki, 2005).  

No Brasil, o teste de ELISA foi utilizado como triagem, enquanto o RIFI foi usado 

como teste confirmatório para a LVC. Entretanto, por meio de uma Nota Técnica Conjunta, 

publicada em 01/2011, o Ministério da Saúde substituiu o protocolo de diagnóstico da 
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doença, passando a recomendar a utilização do teste rápido DPP
® 

(Dual-Path Platform, 

Biomanguinhos, Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil) como método de triagem e o teste de ELISA 

(EIE-LVC kit, Biomanguinhos, Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil) como método confirmatório 

(Faria & Andrade, 2012; Coura-Vital et al., 2014; Laurenti et al.,2014 ). O DPP trata-se de 

um teste imunocromatográfico composto pelos antígenos recombinantes rK39 e rK26, e que 

apresenta elevada sensibilidade e especificidade na detecção de cães sintomáticos. Entretanto, 

em relação à detecção de animais assintomáticos, o teste apresenta uma variação em sua 

eficácia, com uma elevada redução na sensibilidade (Grimaldi et al., 2012). O teste 

confirmatório de ELISA, por sua vez, apresenta uma elevada sensibilidade em identificar cães 

doentes, entretanto, a especificidade do teste pode ser reduzida, uma vez que reações cruzadas 

podem ocorrer acusando resultados falso-positivos (Faria & Andrade, 2012). A ocorrência de 

variações de sensibilidade e especificidade nos testes diagnósticos pode prejudicar a detecção 

de cães com leishmaniose, gerando resultados falso-negativos, sendo estes, cães que 

permanecerão transmitindo a doença ou também ocasionar resultados falso-positivos em 

animais saudáveis, podendo acabar sacrificados em vão devido a tais erros nos testes 

(Werneck, 2014). Devido a esse fato, estudos buscando antígenos que apresentem melhores 

valores de sensibilidade e especificidade para a detecção desses animais, são de extrema 

relevância no cenário atual. 

 

2.5 Medidas de prevenção e controle das leishmanioses 

As medidas de prevenção e controle para as leishmanioses visam a interrupção do 

ciclo biológico do parasito, entretanto, o número elevado de espécies de Leishmania spp., 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 realizado 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 o mesmo 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 
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aparecimento de insetos vetores resistentes (WHO, 2010). Entretanto, tal medida é pouco 

efetiva na redução do número de casos da doença. 

No caso da doença humana, o controle consiste na detecção dos casos, no diagnóstico 

correto e no tratamento efetivo dos pacientes. Medidas de prevenção à reinfecção, como o 

uso de repelentes individuais e telas de proteção nas casas também devem ser empregadas. 

Tais medidas podem reduzir a transmissão da doença, mas não geram um impacto 

significativo (Grimaldi & Tesh, 1993; WHO, 2010). 

Em relação à LVC, a principal forma de controle está relacionada ao cão, sendo ele 

o principal reservatório doméstico dos parasitos, e uma importante fonte de infecção para o 

vetor transmissor. Órgãos de Saúde Pública são responsáveis por realizar a triagem dos 

animais através da detecção de sinais clínicos e de testes sorológicos, bem como realizar a 

eutanásia de animais sintomáticos e assintomático visando a redução da transmissão do 

parasito. No entanto, tal medida apresenta falhas devido a recusa de novos a fazerem o teste 

em seus cães e à não autorização do procedimento de eutanásia em animais doentes. A 

ocorrência de uma rápida reposição de animais em áreas endêmicas, juntamente com a 

realização do tratamento de animais que ainda assim não eliminam totalmente o parasito, 

também contribuem para a ineficiência das medidas e dificultam a redução do número de 

casos da doença (Gontijo & Melo, 2004; WHO, 2010). A utilização de inseticidas tópicos 

ou impregnados em coleiras e a vacinação podem ser estratégias preventivas com algum 

impacto no controle da LVC (Werneck, 2014). Em relação aos hospedeiros selvagens, a 

eliminação não é uma medida executável ou ecologicamente correta. Além disso, existe a 

possibilidade de adaptação do parasito a outros reservatórios existentes em ambientes rurais 

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

Segundo o Ministério da Saúde, além das medidas preventivas relacionadas 

diretamente ao controle do vetor e do hospedeiro reservatório, investimentos em programas 

de saneamento, educação social e conscientização ambiental também são de extrema 

importância em auxiliar o controle das leishmanioses. 

 

2.6 Tratamento das leishmanioses 

O tratamento das leishmanioses visa evitar a mortalidade causada pela LV e reduzir a 

morbidade provocada pelas lesões desfigurantes das formas mais graves de LT. Os fármacos 

mais utilizados para o tratamento atual das leishmanioses são os antimoniais pentavalentes, 

sendo eles o antimoniato de N-metil meglumina, produzido com o nome comercial de 
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Glucantime
®
pela empresa Rhône Poulenc Rorer (França) e o estibogluconato de sódio, 

produzido com o nome comercial de Pentostan
® 

pela Wellcome Foundation (Inglaterra). Tais 

fármacos, entretanto, são tóxicos e causam efeitos colaterais aos pacientes (Figueiredo et al., 

1999; Balasegaram et al., 2012). O tratamento é relativamente longo, durando cerca de 40 

dias, além de ser de via de administração dolorosa podendo causar fadiga, artralgias, mialgias, 

além de toxicidade renal, hepática e cardíaca nos pacientes, que muitas vezes abandonam o 

tratamento, podendo levar a resistência dos parasitos aos fármacos utilizados (Grogl et al., 

1991; Carvalho et al., 2000; Tavares et al., 2003). 

 A anfotericina B constitui a droga de segunda escolha para o tratamento da doença, 

porém, seu uso também provoca efeitos colaterais e tóxicos aos pacientes como febre, 

cefaleias, náuseas, vômitos, diarreia, anorexia, mal-estar geral, mialgias, artralgias, flebite no 

local da infusão, anemia hemolítica e nefrotoxicidade. Sua formulação lipossomal 

(AmBisome
TM

) , apresenta-se menos tóxica, porém seu custo é elevado e há necessidade de 

ser administrada em ambiente hospitalar (Balasegaram et al., 2012). 

A miltefosina trata-se do primeiro medicamento oral utilizado para o tratamento da 

LV, entretanto, distúrbios gastrointestinais, nefro e hepatotoxicidade e teratogenicidade foram 

descritos, além de também apresentar custo elevado (Balasegaram et al., 2012).  

Pacientes com lesões severas, infecções recorrentes, disseminadas ou com a forma 

visceral da doença, devem ser tratados sistemicamente. Entretanto, pacientes com lesões 

locais e menos complexas devem ser tratados apenas com métodos locais, a fim de se evitar 

os efeitos colaterais gerados pela maioria dos medicamentos utilizados. É recomendado que 

pacientes tratados façam um acompanhamento podendo durar de meses a anos, para 

acompanhar a ocorrência de uma possível recidiva da doença (WHO, 2010; Stebut, 2014). 

Devido aos problemas relacionados à eficiência das medidas de controle e dos 

métodos de prevenção das leishmanioses, bem como por problemas de sensibilidade e 

especificidade dos testes diagnósticos e pelas dificuldades do tratamento da doença; o 

desenvolvimento de novas medidas profiláticas, tais como a busca por vacinas, torna-se uma 

alternativa atrativa e vem sendo muito pesquisada; entretanto, essa é uma tarefa complexa, 

embora seja considerada uma solução real e com melhor custo- benefício para o controle 

efetivo e prevenção da doença (Grimaldi & Tesh, 1993; Gonzalo et al., 2002; Sukumaran et 

al., 2003; Ramiro et al., 2003; Desjeux, 2004; Palatnik-de-Sousa et al., 2012). 
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2.7 Resposta imune na leishmaniose murina 

O modelo murino utilizando camundongos é o mais estudado para avaliação de 

antígenos vacinais e de novos medicamentos para o tratamento das leishmanioses. A escolha 

da espécie de camundongo para cada estudo varia com a espécie de Leishmania e o tipo de 

infecção a ser avaliada. Algumas linhagens de camundongos, como C57BL/6, C57BL/10, 

C3H e CBA apresentam um perfil de resistência à espécie L. major, mesmo quando um 

grande número de parasitos é inoculado pela via subcutânea nos animais; enquanto outras 

linhagens, como o BALB/c, apresentam um perfil de susceptibilidade à infecção por L. major, 

L. amazonensis ou L. infantum, entretanto, desenvolvem lesões limitadas quando infectados 

por L. brasiliensis (de Luca & Macedo, 2016). Camundongos BALB/c são utilizados como 

modelo de infecção para o estudo de candidatos vacinais contra várias Leishmania spp., tais 

como L. infantum e L. amazonensis (Sacks & Noben-Trauth, 2002; Wilson et al., 2005). O 

perfil da resposta imune em camundongos BALB/c infectados experimentalmente pode variar 

de acordo com o inóculo de parasitos, a via e o tempo de infecção (Oliveira et al., 2012).  

A resistência ou a susceptibilidade dos camundongos à infecção deve-se, 

principalmente, aos fatores genéticos dos animais. Camundongos geneticamente resistentes à 

LV, como o CBA, apresentam o gene Slc1 1a1 funcional, o qual confere imunidade inata 

contra o parasito e possibilita o controle da infecção. Camundongos susceptíveis à LV, como 

BALB/c, apresentam uma mutação neste gene, o que permite a replicação de parasitos no 

fígado durante as primeiras semanas de infecção (Das & Ali, 2012; Kumar & Nylén, 2012). 

As respostas imunes inata (macrófagos, células dendríticas e neutrófilos) e adaptativa 

(células T), são responsáveis pelo controle da infecção no hospedeiro mamífero. As células T 

CD4
+ 

assumem um papel crucial na resposta à infecção. Ao se diferenciarem em células Th1, 

produzem citocinas pró-inflamatórias que possuem um papel importante na resposta protetora 

e na resolução da infecção (Kedzierski e Evans, 2014). As células T CD8
+
, por sua vez, 

contribuem na aquisição de uma resposta de memória na doença (Stager et al., 2000). 

Estudos de infecção com modelos experimentais de camundongos para leishmaniose 

deram origem ao paradigma Th1/Th2 de resistência e susceptibilidade associado à infecção 

celular. Este perfil da resposta imune encontra-se mais relacionado à LT, causada pelo 

parasito L. major, não sendo bem definido para LV (Kedzierski e Evans, 2014). Na LV 

murina a proteção depende da produção de IL-12, induzindo uma resposta do tipo Th1, 

mediada pela produção de IL-2 e IFN- ɣ. O IFN-ɣ por sua vez, induz a ativação enzima iNOS 

levando à produção de NO pelos macrófagos do baço e fígado, permitindo o controle da 
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multiplicação dos parasitos nestes órgãos (Green et al., 1990; Blackwell, 1996). Citocinas 

como a IL-17 e IL-22 complementam o papel de proteção na LV, porém, ainda não se 

conhecem os mecanismos de atuação das mesmas (Faleiro et al., 2014). 

Níveis elevados das citocinas anti-inflamatórias, como TGF-β, IL-4, IL-10 e IL-13, 

normalmente, ocasionam a supressão da resposta imune Th1, direcionando para o 

desenvolvimento de uma resposta Th2, responsável por um perfil de susceptibilidade 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 da 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 spp. 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 

na 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). 

Em relação à resposta humoral, observa-se que um aumento da produção de anticorpos 

do isotipo IgG2a ocorre em animais que apresentam um perfil de resistência; enquanto que o 

perfil de susceptibilidade e progressão da doença se caracteriza pelo predomínio de anticorpos 

do isotipo IgG1 específicos aos antígenos dos parasitos (Martins et al., 2013; Costa et al., 

2014). Entretanto, alguns autores consideram que os anticorpos não desempenham papel de 

proteção contra a infecção por Leishmania spp., podendo inclusive contribuir para progressão 

da doença (Bohme et al., 1986; Coelho et al., 2003; Kedzierski e Evans, 2014).  

 

2.8 Desenvolvimento de vacinas  

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

curados de lesões cutâneas desenvolvem uma resposta imune frente aos parasitos e tornam-se 

protegidos contra a reinfecção pela espécie infectante (Grimaldi & Tesh, 1993; Handman, 

2001). Diversas preparações já foram propostas e estudos têm sido conduzidos com a 

finalidade de se desenvolver uma vacina que apresente resultados satisfatórios na proteção 
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contra a infecção por Leishmania spp. 

Uma das primeiras estratégias vacinais foi a leishmanização, usada a partir do ano 

de 1908 em combate às leishmanioses no Oriente Médio, União Soviética e Israel. Na 

leishmanização, uma baixa quantidade de parasitos vivos é inoculada em uma região não 

exposta do corpo, com o objetivo de que uma lesão cutânea local se desenvolva e que haja a 

cura espontânea, conferindo ao indivíduo uma imunidade protetora contra a reinfecção. 

Contudo, esta técnica foi abandonada por muitos países devido ao risco de se causar uma 

infecção crônica, levando o indivíduo a necessitar de tratamento; dando lugar à utilização 

de parasitos mortos como estratégia vacinal (Handman, 2001; Kumar & Engwerda, 2014). 

A utilização de parasitos irradiados ou autoclavados para compor uma vacina foi 

descontinuada devido aos resultados conflitantes de efetividade obtidos na década de 1940 

(Grimaldi & Tesh, 1993; Handman, 2001). Devido aos resultados obtidos em diversos 

experimentos realizados com parasitos mortos, foi observado que a persistência do 

patógeno no organismo do indivíduo tivesse certa importância para se obter uma resposta 

imune protetora e assim, foi sugerido que doses de vacinas de parasitos vivos atenuados 

virassem uma nova alternativa (Selvapandiyan et al., 2014). 

Vacinas com parasitos vivos atenuados podem ser obtidas através de culturas in vitro 

com meios modificados, alterações de temperatura, irradiação gama ou mutações genéticas 

(Foroughi-Parvar & Hatam, 2014). Este tipo de vacina vem sendo testado em alguns 

modelos animais, demonstrando que os parasitos modificados são reconhecidos pelas 

células do hospedeiro da mesma forma que os parasitos virulentos e que conseguem 

permanecer no organismo por algum tempo, sem se replicarem. O sistema imune do 

hospedeiro consegue montar uma resposta específica contra os antígenos devido à presença 

desse parasito e dessa forma, células efetoras e de memória geradas podem conferir 

proteção. Uma das preocupações com a utilização desta vacina é a possível reversão da 

virulência dos parasitos, entretanto, uma alternativa para a resolução deste problema seria a 

eliminação de genes de virulência, permitindo que tais candidatos vacinais sejam estudados. 

A utilização de parasitos mutantes sensíveis a determinadas drogas, bem como a utilização 

de espécies não patogênicas, como L. tarentolae, seriam também possíveis alternativas, 

porém, ainda deve-se priorizar a segurança da vacina atentando-se para a possibilidade de 

que parasitos vivos estão susceptíveis a mutações espontâneas, além de se considerar a 

dificuldade de produção e análise de qualidade em larga escala (Kumar & Engwerda, 2014). 

A utilização de frações proteicas de Leishmania spp. além de apresentar-se mais 
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segura, têm apresentado propriedades imunoprotetoras em modelos experimentais (Das & 

Ali, 2012). Vacinas utilizando extratos brutos dos parasitos, proteínas recombinantes 

purificadas, peptídeos sintéticos e frações de DNA inseridos em plasmídeos, vêm também 

sendo testadas com diferentes sistemas de entrega. 

A formulação vacinal LBSap, baseada em extrato bruto de L. brasiliensis adicionada 

de saponina, foi administrada em cães e demonstrou ser capaz de induzir uma resposta 

humoral com anticorpos específicos anti-Leishmania, além de induzir um perfil celular 

ativando LT CD4
+ 

e LT CD8
+
. Uma elevada produção de IFN-ɣ e IL-12 bem como uma 

redução na carga parasitária do baço demonstraram sua imunogenicidade e proteção contra 

a infecção experimental por L. infantum (Roatt et al., 2012; Resende et al., 2013). Uma 

vacina similar foi também testada com extrato bruto de L. amazonensis e BCG, nomeada de 

Leishvaccine
®
. Esta formulação foi capaz de estimular uma ativação inicial de LT CD4

+ 
e 

uma ativação tardia de LT CD8
+ 

e LB, demonstrando um elevado potencial imunogênico 

contra as leishmanioses (Araújo et al., 2008). 

Na Europa, a utilização de proteínas L. infantum secretadas e purificadas do 

sobrenadante da cultura também estão sendo aplicadas no desenvolvimento de vacinas. A 

formulação denominada LiESAP-MDP recebeu o nome comercial de CaniLeish
® 

e 

apresentou eficácia de 92% nos animais vacinados (Lemesre et al., 2007). Experimentos 

utilizando o composto ligante fucose-manose (FML) de formas promastigotas de L. 

donovani em conjunto com um adjuvante indutor de resposta Th1 apresentou resultados de 

imunogenicidade, imunoprofilaxia e imunoterapêutica em camundongos, hamsters e cães 

(Palatnik-de-Sousa et al., 1994; Santos et al., 2002, 2003, 2007; Borja-Cabrera et al., 2004, 

2008, 2010), dando origem a vacina denominada Leishmune
®
, composta por FML-

saponina, que foi capaz de induzir proteção na maioria dos animais vacinados (Palatnik-de-

Sousa, 2012), tendo sido usada por muitos anos no Brasil, mas que agora foi retirada do 

mercado. 

Vacinas com antígenos recombinantes podem ser consideradas em relação à 

eficiência, segurança e custo (Foroughi-Parvar & Hatam, 2014). Com o avanço na 

tecnologia do DNA recombinante, moléculas específicas de determinada espécie ou fase de 

vida do parasito estão sendo extensivamente estudadas, originando vários candidatos à 

vacina (Joshi et al., 2014). O primeiro antígeno recombinante utilizado para imunização 

contra as leishmanioses foi a glicoproteína gp63, considerada uma proteína de virulência 

dos parasitos e encontrada conservada em todas as espécies de Leishmania spp. Tanto a 
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proteína nativa quanto a recombinante foram capazes de estimular uma resposta protetora 

em camundongos, demonstrando que esta imunogenicidade está relacionada ao 

processamento e apresentação de peptídeos e não apenas da estrutura conformacional nativa 

(Das & Ali, 2012). 

Proteínas de Leishmania spp. como LCR1, A2, HASPB1 foram expressas em sua 

forma recombinante e testadas contra LV. A LCR1 é uma proteína específica da forma 

amastigota de L. infantum capaz de estimular a produção de IFN-ɣ e de proteger 

parcialmente camundongos BALB/c contra a infecção por esta espécie (Wilson et al., 

1995). Stager e colaboradores (2000) confirmaram que a proteína rHASPB1 é altamente 

imunogênica e que gerou proteção significativa em camundongos desafiados com L. 

donovani. Fernandes e colaboradores (2008) investigaram a imunidade protetora da 

proteína recombinante A2 em associação com a saponina contra a LVC. Esta formulação 

tornou-se uma vacina comercial denominada Leish-Tec
® 

e provou induzir um aumento 

significativo de IFN-ɣ nos cães vacinados, além de reduzida produção de IL-10 (Fernandes 

et al., 2012), sendo a única vacina para a LVC disponível no mercado atualmente no Brasil. 

Proteínas específicas da forma promastigota dos parasitos têm demonstrado ser 

potentes estimuladoras de uma resposta imune do tipo Th1, como foi visto com a PDI, TPI, 

eIF-2, aldolase, enolase, P45 e TPR, as quais levaram à proteção variada de 60 a 90% em 

hamsters (Joshi et al., 2014). Outras proteínas recombinantes foram testadas e demonstram 

ser boas candidatas à vacina, como a F14 e proteínas ribossomais de Leishmania spp., uma 

vez que ambas forneceram proteção parcial em hamsters e camundongos BALB/c, 

respectivamente (Bhardwaj et al., 2009; Chávez-Fumagalli et al., 2010). 

A estratégia de imunoproteômica vem sendo utilizada para identificar novas 

proteínas, consideradas ainda como hipotéticas, mas que podem se apresentar como 

potenciais candidatas à vacina (Coelho et al, 2012). Uma destas proteínas, LiHyp1, foi 

identificada na forma amastigota de L. infantum por anticorpos de cães com LV ativa e 

demonstrou ter um potencial vacinal em camundongos BALB/c, induzindo uma elevada 

produção das citocinas IFN-ɣ, IL-12 e GM-CSF, e uma produção reduzida de IL-4 e IL-10. 

A resposta imune frente à proteína foi capaz de induzir uma redução significativa da 

carga parasitária nos animais desafiados, tendo sido primada pela participação de LT CD4
+
 

(Martins et al, 2013).  

O desenvolvimento de vacinas recombinantes ou mesmo de peptídeos sintéticos 

apresentam a vantagem de permitir a utilização de epitopos determinados e já 
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caracterizados, uma vez que é possível modificar tais moléculas, removendo epitopos 

desnecessários para o desenvolvimento de uma imunidade protetora (Handman, 2001; 

Skeiky et al., 2002). Para o desenvolvimento de uma vacina peptídica, o estudo dos 

epitopos através de ferramentas de bioinformática e o conhecimento em relação à ativação 

de LT e LB são de grande importância. 

 As vacinas com peptídeos sintéticos podem apresentar algumas vantagens em 

relação aos outros compostos vacinais como, por exemplo, a ausência de material 

potencialmente infeccioso, possibilidade de inclusão de diversos e determinados epitopos, 

diminuição na quantidade de antígenos utilizados, dentre outras (Joshi et al., 2014). 

Entretanto, os peptídeos podem também apresentar desvantagens, como a incapacidade de 

determinados indivíduos a responderem ao estímulo ofertado. Vacinas com peptídeos 

isolados normalmente são incapazes de induzir uma resposta protetora, sendo necessária 

uma mistura a outros antígenos para que possam estimular esta resposta e/ou o uso de 

adjuvantes e diferentes sistemas de entrega (Handman, 2001). Peptídeos extraídos de 

proteínas muito estudadas, como a gp63, KMP-11, A2, LPG, cisteino-proteinases, dentre 

outras, vêm sendo utilizados para compor vacinas, uma vez que têm apresentado resultados 

satisfatórios em camundongos (Joshi et al., 2014). Mais recentemente, a utilização da 

técnica de phage diplay selecionou mimotopos de Leishmania spp. em clones de 

bacteriófagos, os quais foram capazes de induzir uma resposta imunogênica com elevada 

concentração de  IFN-ɣ, produzido principalmente por LT CD8
+  

e pela reduzida produção 

de IL-4, tendo sido capaz de proteger camundongos BALB/c contra a infecção experimental 

por L. infantum (Costa et al., 2014). 

Vacinas de DNA também são atrativas em compor uma estratégia profilática contra 

as leishmanioses. Este método pode apresentar vantagens, como o custo reduzido, 

facilidade na produção e armazenamento, estabilidade do material, expressão de antígenos 

relevantes e eficiente indução de uma resposta imune efetora e de memória (Handman, 

2001; Kumar & Engwerda, 2014). Questões relacionadas à segurança das vacinas de DNA 

são discutidas, como a possibilidade da integração do DNA ao genoma de mamíferos e a 

indução ao desenvolvimento de doenças autoimune, entretanto, nada foi comprovado até o 

momento. Vacinas de DNA contendo genes que expressam a proteína A2 (Zanin et al., 

2007), PPG (Samant et al., 2009) ou HbR (Guha et al., 2013) provaram estimular uma 

resposta do tipo Th1, com níveis elevados de IFN-ɣ e reduzida produção de IL-4; 

resultando na proteção de camundongos e hamsters imunizados contra infecções 
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experimentais com diferentes espécies de Leishmania spp. 

Alguns indivíduos não infectados, mas expostos ao inseto vetor, já apresentarem 

uma resposta protetora contra a infecção pelo parasito e, devido a esse fato, vacinas 

utilizando proteínas salivares de Phlebotomus spp. ou Lutzomyia spp., como PpSP15, 

LJM17 ou LJM143 vêm sendo estudadas como potentes imunógenos, sendo capazes de 

estimular infiltração de linfócitos, macrófagos e uma produção aumentada de IFN-ɣ (Morris 

et al., 2001; Joshi et al., 2014). 

Outras estratégias vacinais contendo diferentes veículos de entrega, como lipossomas 

(Firouzmand et al., 2013), nanopartículas (Danesh-Bahreini et al., 2011), vetores virais (Guha 

et al., 2013), células dendríticas (Matos et al., 2013) e bactérias (Hugentobler et al., 2012) 

têm resultado em graus variados de eficiência, assim como uma variação na utilização dos 

diferentes adjuvantes vacinais (Vitoriano-Souza et al., 2012; De Jesus Pereira et al., 2015; 

Thakur et  al., 2015).  

Deste modo, a determinação dos antígenos, do veículo de entrega, do adjuvante e da 

via de administração da vacina são de extrema importância ao se definir a estratégia vacinal a 

ser utilizada para compor uma vacina contra as leishmanioses. 

 

2.9 Utilização da 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). A associação de adjuvantes de resposta imune à vacinas de subunidades é de 

grande importância para que os mesmos auxiliem na ativação da resposta do sistema imune 

inato e adaptativo após o contato com o antígeno vacinal (Rueckert & Guzmán, 2012). Os 

adjuvantes proporcionam um aumento da imunogenicidade de antígenos mais fracos, sendo 

capazes também de reduzir a quantidade de antígeno necessária para a imunização, bem como 

o número de doses a serem administradas. Além disso, podem induzir um fenótipo de 

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

resposta imune prolongada (Vitoriano-Souza  et al., 2012). 

As saponinas são obtidas a partir da casca da árvore Quillaja saponária e apresentam-

se eficazes na utilização em experimentos vacinais, como adjuvantes de resposta imune (Liu 

et al., 2002; Ravindran & Ali, 2004). Tratam-se de glicosídeos tensoativos que contém um 

núcleo hidrofóbico de estrutura triterpenóide, com cadeias de carboidratos ligadas a ele 

(Rajput et al. 2007). A saponina apresenta uma formulação simples, custo reduzido e é 
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considerada segura para uso veterinário (Vitoriano-Souza et al., 2012). Devido ao fato de 

possuir efeitos citotóxicos, principalmente hemolíticos, o uso da saponina não é permitido em 

humanos (Palatnik-de-Sousa et al., 2004). 

A saponina é responsável por induzir um rápido recrutamento de células inflamatórias 

em seu local de administração e esta resposta pode ser mantida por dias após o estímulo 

(Taylor, 1995). A administração da saponina induz a migração diferencial de neutrófilos, 

monócitos e linfócitos para o sítio de aplicação, além de induzir a produção das citocinas IL-

2, IFN-ɣ e IL-6, (Vitoriano-Souza et al., 2012), sendo um adjuvante de resposta do tipo Th1. 

O presente trabalho objetivou a utilização da saponina em associação com a proteína 

recombinante LiHyD, a fim de avaliar a imunogenicidade e a eficácia protetora da mesma 

contra a infecção experimental de camundongos BALB/c com formas promastigotas 

estacionárias de Leishmania spp. 

 

 2.10 Antígeno utilizado no trabalho 

A proteína LiHyD (proteína hipotética de L. infantum D) (XP_001468360.1), utilizada 

neste trabalho, foi recentemente identificada por Coelho et al. (2012), tendo sido reconhecida 

por anticorpos presentes em soros de cães com a doença ativa. A proteína foi identificada no 

genoma de L. infantum e possui uma sequência de 327 aminoácidos, os quais conferem à 

mesma um peso molecular de aproximadamente 36,7 kiloDaltons (kDa). O gene responsável 

por sua codificação foi identificado no cromossomo 33 e possui 984 pares de bases (pb). 

Trata-se de uma proteína específica de Leishmania e que é conservada em diferentes espécies 

do parasito, incluindo espécies causadoras de LT, com valores de identidade de 80% e 56% 

em relação à L. major (LmjF.33.2990) e L. braziliensis (LbrM.33.3270),  respectivamente.  

A partir de análises de bioinformática, confirmou-se a presença de epitopos 

específicos para linfócitos B e T na proteína e, portanto, a mesma foi selecionada como 

candidata a antígeno marcador para o diagnóstico da LVC e como candidata a compor uma 

vacina que ofereça proteção cruzada contra as leishmanioses. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 Avaliar a proteína hipotética específica de Leishmania spp., LiHyD (LinJ.33.3150), em 

sua forma recombinante bem como com seus três epitopos específicos de linfócitos B, dois 

lineares e um conformacional, no sorodiagnóstico da leishmaniose visceral canina. Avaliar a 

imunogenicidade e eficácia protetora da proteína em camundongos BALB/c contra a infecção 

experimental com L. infantum e L. braziliensis e L. major. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 Clonar, expressar e purificar a proteína recombinante LiHyD (rLiHyD). 

 

 Identificar epitopos específicos de linfócitos B da proteína utilizando, para tal, algoritmos 

e programas de bioinformática disponíveis na internet, para a seleção físico-química e 

predição das sequências de aminoácidos de interesse, a fim de realizar a construção dos 

peptídeos selecionados. 

 

 Realizar a síntese química dos peptídeos selecionados, por meio da técnica de Fmoc-

synthesis. 

 

 Avaliar a reatividade dos anticorpos provenientes das amostras de soros de cães com LV 

sintomática e assintomática, em soros de cães não infectados e residentes em áreas 

endêmicas ou não endêmicas da doença; soros de animais não infectados, mas imunizados 

com a vacina Leish-Tec
®
; e soros de cães infectados com Trypanosoma cruzi, Ehrlichia 

canis e Babesia canis; frente à proteína rLiHyD e seus peptídeos sintéticos. 

 

 Avaliar os parâmetros de sensibilidade e especificidade da proteína rLiHyD e de seus 

peptídeos sintéticos no sorodiagnóstico da LVC. 

 

 Avaliar a proteção induzida pela proteína rLiHyD mais saponina em camundongos 

BALB/c contra a infecção com L. infantum e L. braziliensis e L. major por meio da 

avaliação do perfil da resposta imune celular e humoral gerada nos animais imunizados, 

além da carga parasitária em diferentes órgãos e tecidos dos animais.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Animais de experimentação 

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

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

mantidos em estante apropriada 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 (CEUA) da UFMG, com o protocolo número 

333/2015 (ANEXO 1). 

 

 4.2 Parasitos 

Parasitos das cepas MHOM/BR/1970/BH46 de Leishmania infantum, 

MHOM/IL/1980/Friedlin de L. major e MHOM/BR/1975/M2903 de L. braziliensis foram 

cultivados em meio de cultura Schneider’s (Schneider’s Insect Medium, Sigma) completo, 

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

(Sigma), 20 mM de L-glutamina, 200 unidades por mililitro (U/mL) de penicilina e 100 

microgramas por mililitro (µg/mL) de estreptomicina, pH 7,4. Os parasitos foram 

cultivados a 24°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 a -196ºC. 

 

 4.3 Amostras de soros 

Para a avaliação da antigenicidade da proteína rLiHyD, foram utilizadas 177 

amostras de soro de cães (Canis familiaris), compostas por machos (n=100) e fêmeas 

(n=77) de diferentes raças e idades. Os soros positivos para LVC foram selecionados com 

base em dois testes sorológicos da Biomanguinhos (Fiocruz, Brasil): IFAT (IFAT-LVC 

Bio-Manguinhos kit) e ELISA (EIE- LVC Bio-Manguinhos kit) e pelo teste de PCR. Soros 

com titulação < 1/40 no IFAT e identificados abaixo do valor do ponto de corte indicado 

pelo fabricante foram considerados negativos. Animais com titulação de IFAT > 1/40 e 

valor de absorbância acima do ponto de corte foram considerados positivos. Os animais 

com LV sintomática (n=44) foram positivos nos testes IFAT, ELISA e PCR, e 

apresentaram três ou mais sinais clínicos da doença, como perda de peso, alopecia, 
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adenopatia, onicogrifose, hepatomegalia, conjuntivite e dermatite esfoliativa no focinho, 

cauda ou pontas das orelhas. Animais assintomáticos (n=9) também apresentaram 

resultados parasitológicos e sorológicos positivos, entretanto, não apresentavam sinais 

clínicos da doença. Soros de animais não infectados com Leishmania spp. foram 

selecionados de áreas endêmica (n=44) (Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil) e não 

endêmica (n=20) (Poços de Caldas, Minas Gerais, Brasil) para as leishmanioses e 

apresentaram resultados sorológicos, moleculares e clínicos negativos. Amostras de soros 

de animais não infectados, mantidos isolados em canil e imunizados com a vacina Leish-

Tec®
 

(n=30) e de animais experimentalmente infectados com T. cruzi (n=10), E. canis 

(n=10) e B. canis (n=10) também foram utilizadas nos ensaios.  

 

 4.4 Preparo do extrato antigênico de Leishmania infantum, Leishmania major e 

Leishmania braziliensis (SLALi/SLALm/SLALb) 

Os extratos solúveis antigênicos (SLA) de L. infantum, L. major e L. braziliensis 

foram preparados como descrito previamente por Coelho et al. (2003). Uma estimativa da 

concentração de proteínas foi determinada conforme descrito por Bradford (1976). 

 

 4.5 Obtenção e análise das sequências da proteína LiHyD 

As sequências de nucleotídeos e aminoácidos da proteína LiHyD (LinJ.33.3150), 

foram obtidas no banco de dados do TriTrypDB (http://tritrypdb.org). (Figura 2). Para 

analisar a conservação da proteína dentre o genoma de outros organismos foi realizado um 

alinhamento através da ferramenta de bioinformática BLAST. 

Foi realizada uma análise in silico da sequência da proteína LiHyD que consistiu de 

três etapas: (i) busca por similaridade entre sequências depositadas em bancos de dados de 

proteínas, (ii)  comparação com bancos de dados de outros Tripanosomatídeos, sendo esses L. 

major, L. mexicana, L. braziliensis, T. cruzi, T. brucei e T. congolenses (todos disponíveis em 

www.genedb.org), e (iii) avaliação da sequência da proteína para análise de suas propriedades 

físico-químicas usando a ferramenta ProtParam no servidor ExPASy (Gasteiger et al., 2005). 

Os parâmetros calculados pelo programa e apresentados neste trabalho incluem o peso 

molecular, o ponto isoelétrico teórico, a composição de aminoácidos, o número total de 

resíduos positivos e negativos, o coeficiente de extinção, o índice de instabilidade e o índice 

alifático. 

Partindo da sequência gênica codificadora da proteína, um par de iniciadores foi 
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desenhado para permitir a amplificação do gene de interesse, por meio da técnica de 

PCR. Os primers Forward e Reverse (Eurofins mwg/operon), descritos abaixo, foram 

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

F → (5’-GGATCCATGCSGATGCAAGGCAACATG-3’) 

R → (5’-AAGCTTATTGTTGCCGCATACTTGG -3’) 

 

Dois epitopos de células B lineares e um epitopo conformacional presentes na proteína 

LiHyD foram sintetizados. Os peptídeos contendo as sequências lineares: Peptídeo-1: 

PQPGYQPPPPMEHALP, posições 262-277 e Peptídeo-2: SSLRRQNSMRRNE, posições 

296-307, foram preditos usando o software ABCpred Prediction Server 

(www.imtech.res.in/raghava/abcpred/), como descrito por Saha & Raghava (2006). O 

segundo epitopo foi também predito utilizando o algoritmo de escala de acessibilidade Emini, 

com base no programa IEDB (disponível em www.iedb.org), como descrito por Emini et al. 

(1985). O epitopo conformacional (Peptídeo-3) foi predito utilizando uma combinação de três 

algoritmos: ABCpred Prediction Server, Bepipred Linear Epitope Prediction 

(www.tools.immuneepitope.org/bcell) e escala de antigenicidade de Kolaskar eTongaonkar 

(www.tools.immuneepitope.org/bcell/), seguindo os protocolos técnicos descritos por 

Kolaskar & Tongaonkar (1990), Larsen et al (2006) e Saha & Raghava (2006). Este epitopo 

contém uma combinação de aminoácidos de duas regiões diferentes da proteína LiHyD: 

LYHPAPSSL (posições 221-229) e PQPGYQPP (posições 262-269). Todos os peptídeos 

foram sintetizados pela técnica de F-moc (Merrifield, 1963), seguindo modificações descritas 

por Machado-de-Avila et al. (2011) e, posteriormente, utilizados nos ensaios sorológicos. 

 

 

 Figura 2: Sequência de aminoácidos da proteína recombinante LiHyD 
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 4.6 Clonagem da proteína recombinante LiHyD 

 

4.6.1 Extração do DNA genômico dos parasitos 

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

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

Piarroux et al. (1993). Para verificar a qualidade e a quantidade do 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 20 mM e EDTA 1 mM). O gel foi submetido a 

uma corrente de 80 volts (V) e corado com brometo de etídio (10 g/mL). A dosagem foi 

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

armazenada a -80°C. 

 

4.6.2 Amplificação das sequências gênicas por PCR 

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

oligonucleotídeos iniciadores complementares aos fragmentos. Sítios de restrição para as 

enzimas BamHI e HindIII foram inseridos na sequência da proteína. A reação de amplificação 

do genede interesse foi realizada utilizando o kit GoTaq
® 

DNA Polymerase, de acordo com as 

instruções do fabricante (Promega). A termociclagem foi padronizada em um ciclador térmico 

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

 

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

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

                 Anelamento a 55C por 45 seg;          30 ciclos 

                 Extensão a 72C por 120 seg. 

Passo 3 – Extensão final a 72 C por 5 min. 

 

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

com brometo de etídio. O produto da PCR foi quantificado utilizando o comprimento de 

onda 260/280 nm no aparelho NanoDrop
® 

2000 (Thermo scientific). 

 

4.6.3 Ligação do gene em pGEM
®

-T Easy Vector Systems 

O produto da amplificação do gene LiHyD  foi ligado ao vetor de clonagem pGEM
®

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

inserto ao vetor ocorreu a 4C, durante 16 h. 

 

4.6.4 Preparo e transformação de bactérias Escherichia coli XL1blue 

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

de cálcio, segundo Sambrook et al. (1989). A transformação das bactérias XL1 blue foi 

realizada através de choque térmico com os plasmídeos pGEM-LiHyD e  plaqueadas como 

sugerido pelo fabricante (Agilent Technologies). 

 

4.6.5 Extração do DNA plasmidial 

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

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

replicadas em meio LB e ampicilina (100 μg/mL) e seus DNAs plasmidiais extraídos 

através do kit Wizard
®  

Plus SV  Minipreps  DNA  Purification  System  (Promega).  A 

digestão dos plasmídeos foi realizada com as endonucleases de restrição HindIII e BamHI 

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

confirmados em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio e as respectivas bandas 

obtidas foram excisadas e purificadas com o kit Invisorb
® 

Fragment CleanUp (Invitek). 

 

4.6.6 Sequenciamento dos genes 

Após a clonagem em vetor pGEM-T
®
, amostras do plasmídeo purificado foram 

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

confirmação da identidade do inserto (LiHyD) e do vetor (pGEM-T). O sequenciamento foi 

realizado em MegaBACE 1000 DNA Sequencing System (GE Healthcare) e analisado pelo 

Núcleo de Análise de Genoma (NAGE), do Departamento de Bioquímica e Imunologia do 

ICB, UFMG. 

 

4.6.7 Clonagem do gene em vetor de expressão  

O inserto e o plasmídeo de expressão [LiHyD e pQE30 (Qiagen)] foram digeridos com 

as enzimas de restrição descritas no item 4.6.5 de acordo com o protocolo sugerido pelo 

fabricante. A amostra foi confirmada em gel de agarose 1% e purificada com o kit Invisorb
® 

Fragment CleanUp (Invitek). A ligação foi realizada com a enzima T4 ligase, como sugerido 
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pelo fabricante (Promega). Para a transformação por choque térmico, bactérias E. coli M15 

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

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

selecionadas e replicadas em meio de cultura LB, com os devidos antibióticos. Para confirmar 

a presença dos insertos ligados, os plasmídeos foram extraídos pelo método de lise alcalina e 

os DNAs das colônias recombinantes foram submetidos à digestão enzimática com as 

endonucleases específicas, sendo que um novo gel de agarose a 1% foi realizado para a 

confirmação dos insertos. Alíquotas das bactérias transformadas foram estocadas em glicerol 

16%, a -80°C. 

 

4.7 Expressão e purificação da proteína recombinante 

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

utilizando 20 mL de cultura da bactéria transformada. Após a densidade ótica (DO) da cultura 

alcançar aproximadamente uma leitura de 0,5, em comprimento de onda de 600nm, uma 

alíquota de 1 mL foi removida, sendo correspondente ao tempo não induzido. A cultura foi 

induzida com 1 mM de IPTG (isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside, Promega) e 1, 2, 3 e 4 h 

após a indução, alíquotas de 1 mL foram retiradas para confirmação da expressão em gel 

SDS-PAGE. A proteína foi expressa em maior concentração após um período de 3 h de 

indução, em temperatura de 37C. 

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

cultura, dentro das condições  padronizadas. A lise das bactérias foi realizada em ultrassom (5 

pulsos de 90MHz), a proteína foi purificada por cromatografia de afinidade em colunas de 

níquel e a amostra foi dialisada frente a PBS 1x. A proteína foi submetida à purificação por 

gel filtração (Superdex
TM   

200)  e  em  seguida,  passadas  em  uma  coluna  de  agarose-

polimixina (Sigma), para remoção de qualquer endotoxina residual de bactéria. A proteína 

purificada foi dosada pelo método de Bradford, aplicada em gel SDS-PAGE a 10% para 

confirmação do peso molecular e estocada a -80C, até o momento do uso. 

 

4.8 Eletroforese em gel SDS-PAGE 

As eletroforeses de proteínas em géis desnaturantes (SDS-PAGE) foram realizadas em 

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

segundo Laemmli (1970). 
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4.9 Western-blot 

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

(1979), com modificações. Após o preparo do gel SDS-PAGE, 10 g da proteína foram 

aplicados e a corrida eletroforética foi realizada a 200 V. A proteína foi transferida do gel para 

uma membrana de nitrocelulose (NC, poro de 0,2 μm, Sigma) em tampão de transferência 

(0,192 M glicina, 0,025 M tris e metanol 20%), a 100 V por 1 h e 30 min. As membranas 

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

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

incubadas individualmente frente a um pool de soros de camundongos BALB/c infectados 

com L. infantum, L. major e L. braziliensis ou não infectados (diluídos 1:100 em solução 

PBS-T 1x. Em seguida, as membranas foram lavadas e incubadas com anticorpo secundário 

específico (anti-IgG de camundongo) conjugado à enzima peroxidase (Sigma-Aldrich), 

diluído em PBS-T 1x (1:10.000). Após realização das lavagens com PBS-T 1x, seguida por 

PBS 1x, o substrato (cloronaftol 12,5 mg, metanol 4%, diaminobenzidina 25 mg, 20 L de 

peróxido de hidrogênio (H2O2) 20 vol. e PBS 1x para um volume final de 50 mL) foi 

acrescentado para a revelação da reação. A reação foi interrompida com água destilada e as 

membranas foram secas em papel de filtro. 

 

4.10 ELISA para o sorodiagnóstico da LVC 

A avaliação da antigenicidade da proteína rLiHyD, foi realizada de acordo com 

Martins et al. (2013) com algumas modificações. Curvas de titulação foram realizadas a fim 

de determinar as concentrações mais apropriadas dos antígenos e a diluição dos soros para 

os experimentos. Placas de microtitulação de 96 poços (Falcon
®

) foram sensibilizadas com 

rLiHyD (1,0 μg), com os Peptídeos 1, 2 ou 3 (20,0 μg de cada), rA2 (1,0 μg) ou SLA L. 

infantum (2,0 μg), diluídos em 100 μL de tampão de sensibilização (carbonato de sódio 

0,1M e bicarbonato de sódio 0,05 M, pH 9,6). As placas foram lavadas com PBS-T e 

bloqueadas por 1 h a 37C. Após serem lavadas, as placas foram incubadas com 100μL por 

poço de soros de cães individuais, em duplicata, tendo sido diluídos a 1:100 em PBS-T . 

Após incubação por 1 h a 37C, as placas foram lavadas novamente e 100 μL do anticorpo 

anti-IgG de cão (Sigma) conjugado à peroxidase foi utilizado em uma diluição de 1:5,000 

em PBS-T 1x por 1 h a 37C. As placas foram lavadas 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] 
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durante 30 min e ao abrigo da luz. A reação de revelação foi parada adicionando-se 25 μL 

de 2N H2SO4 e a leitura ocorreu ao comprimento de onda de 492 nm em espectrofotômetro 

(Molecular Devices, Spectra Max Plus, Canada). Controles positivos e negativos foram 

utilizados em todas as placas. 

 

4.11 Imunização de camundongos BALB/c 

Grupos de camundongos BALB/c (n=8, por grupo) fêmeas 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 grupos dentro de quatro experimentos: 

 

Primeiro experimento (infecção L. infantum): 

1) Grupo inoculado com salina; 

2) Grupo imunizado com 25 μg de saponina (Quillaja saponaria bark saponin, 

Sigma); 

3) Grupo imunizado com 25 μg de rLiHyD + 25 μg de saponina; 
 

Segundo experimento (infecção L. major): 

1) Grupo inoculado com salina; 

2) Grupo imunizado com 25 μg de saponina (Quillaja saponaria bark saponin, 

Sigma); 

3) Grupo imunizado com 25 μg de rLiHyD; 

4) Grupo imunizado com 25 μg de rLiHyD+ 25 μg de saponina; 

 

Terceiro experimento (infecção L. braziliensis): 

1) Grupo inoculado com salina; 

2) Grupo imunizado com 25 μg de saponina (Quillaja saponaria bark saponin, 

Sigma); 

3) Grupo imunizado com 25 μg de rLiHyD; 

4) Grupo imunizado com 25 μg de rLiHyD+ 25 μg de saponina. 

 

As concentrações dos imunógenos e do adjuvante foram determinadas com base em 

experimentos vacinais padronizados por nosso grupo de pesquisa. 

 

4.12 Infecção desafio 

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

também ocorreu a eutanásia de metade do número dos animais de cada grupo para a 

realização de experimentos de imunogenicidade. Para tal, 1 x 10
7 

promastigotas em fase 
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estacionária de crescimento de L. infantum (primeiro experimento), 1 x 10
6 

promastigotas 

em fase estacionária de crescimento de L. major (segundo experimento) ou 1 x 10
7
 

promastigotas em fase estacionária de crescimento de L. braziliensis foram diluídas em 20 

μL de PBS 1x e inoculadas no coxim plantar direito de cada animal. Os camundongos 

infectados foram monitorados durante 10 semanas após o desafio e então eutanasiados para 

realização dos experimentos de imunogenicidade e determinação da carga parasitária. 

Animais desafiados com as espécies L. major e L. braziliensis foram submetidos à medição 

da lesão causada na pata infectada semanalmente, durante um período de 10 semanas, com 

auxílio de um paquímetro (L.S. Starrett S.A., SP, Brasil). 

 

4.13 Isolamento e cultura dos esplenócitos 

Camundongos imunizados ou imunizados e infectados foram submetidos à eutanásia 

para a coleta do baço. O isolamento, cultura e estimulação de esplenócitos foram realizados 

de acordo com Martins et al. (2013), com modificações. Para tal, 5 x 10
6 

células/mL foram 

incubadas em meio de cultura RPMI 1640 completo (acrescido com 20% de soro fetal 

bovino (SFB) inativado (Sigma), 20 mM de L-glutamina, 200 unidades por mililitro 

(U/mL) de penicilina e 100 microgramas por mililitro (µg/mL) de estreptomicina), na 

presença de  estímulos  específicos  (proteína recombinante ou SLA) ou não (controle 

negativo). 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. A avaliação da participação 

de LTCD4
+ 

e LTCD8
+ 

na produção de IFN-ɣ, pelos esplenócitos dos animais imunizados e 

desafiados foi realizada  com a utilização dos anticorpos monoclonais anti-CD4
+ 

(GK 1.5), 

anti-CD8
+ 

(53-6.7) ou anti-IL12 (C17.8) como recomendado pelo fabricante (todos da 

Pharmingen, San Diego, CA, USA). 

 

4.14 Dosagem das citocinas 

As citocinas IFN-ɣ, IL-4, IL-10, IL-12p70 e GM-CSF foram avaliadas. A dosagem 

das citocinas foi realizada através da técnica de ELISA de captura, utilizando-se os kits 

comerciais BD OptEIA 
TM 

Set Mouse, catálogo 555138, 555232 , 555167, 555256 e 555252, 

respectivamente (Pharmingen, San Diego, CA, USA), seguindo as instruções do fabricante. 
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4.15 Avaliação da produção de anticorpos IgG1 e IgG2a 

O perfil da resposta humoral nos animais imunizados ou imunizados e desafiados foi 

avaliado através da produção de anticorpos IgG1 e IgG2a específicos ao SLA de L.  

infantum, L. major ou L. braziliensis. Amostras de sangue dos animais foram retiradas 30 

dias após a última dose de imunização e na décima semana após a infecção, incubadas por 

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

de ELISA foram realizados em placas de 96 poços (Jet-Biofil
®
), sendo que 0,5 μg/poço de 

rLiHyD e 1,0 μg/poço de SLALi, SLALm o u  SLALb foram utilizados em 100 μL de 

tampão de sensibilização. As placas foram incubadas a 4°C por 18 h e após este período 

foram lavadas com PBS-T 1x e bloqueadas. Após uma nova lavagem, as amostras de soro 

foram aplicadas em duplicatas, diluídas 1:100 em PBS-T 1x e caseína 0,25%. Após 

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

camundongo, ligados à peroxidase (Sigma), foram acrescentados na diluição de 1:5.000 (no 

experimento com L. infantum) e 1:10000 (no experimento com L. major e L. braziliensis) 

em PBS-T 1x e caseína 0,25%. As amostras foram reveladas e 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. 

 

4.16 Avaliação da carga parasitária 

Para realizar a quantificação de parasitos, baço, fígado, linfonodo drenante, medula 

óssea e lesão da pata infectada (quando pertinente) foram removidos 10 semanas após a 

infecção. Os órgãos foram macerados em meio Schneider’s incompleto na proporção de 1 

mL de meio de cultura a cada 100 mg de tecido. Diluições seriadas foram realizadas 

utilizando meio de Schneider’s completo, partindo de uma diluição de 10
-1 

até uma diluição 

máxima de 10
-12

. As placas de cultura celular de 96 poços (Nunc) foram incubadas em 

estufa a 24ºC durante 7 dias e os resultados foram representados pela maior diluição na qual 

os parasitos puderam ser visualizados utilizando-se um microscópio trinocular invertido 

(Axiovert 25, Zeiss), de acordo com Coelho et al. (2003). 

 

4.17 Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas no software Graph Pad Prism (versão 6.0 
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para Windows). Curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) foram preparadas para 

análise dos dados de antigenicidade da proteína LiHyD e seus peptídeos. Para determinar se 

a variável foi distribuída normalmente, utilizou-se o teste de normalidade D'Agostino & 

Pearson. O teste t de Student não pareado também foi utilizado e diferenças significativas 

foram consideradas quando P < 0,05. A capacidade de diagnóstico de cada antígeno foi 

medida avaliando a sensibilidade (IC 95%), especificidade (IC 95%), área sob a curva 

(AUC) e acurácia (AC). Para a estatística da imunogenicidade, os valores encontrados para 

os diferentes grupos experimentais foram analisados pelo teste de análise de variância 

(ANOVA), seguido pelo teste de Bonferroni’s. Diferenças foram consideradas 

significativas quando o valor de P < 0.05.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Conforme as normas que regem a redação das dissertações de mestrado e teses de 

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

Tropical, as seções de Resultados e Discussão serão apresentadas sob a forma de três 

artigos científicos já publicados. 

 

5.1 Artigo 1 – Breve introdução e objetivo 

 

O primeiro artigo a ser apresentado é intitulado “A new Leishmania-specific 

hypothetical protein and its non-described specific B cell conformational epitope applied in 

the serodiagnosis of canine visceral leishmaniasis” e foi publicado na revista internacional 

Parasitology Research. 

O presente estudo avaliou as propriedades antigênicas da proteína LiHyD em 

experimentos de ELISA como marcador para o sorodiagnóstico da leishmaniose visceral 

canina. Com o objetivo de comparar a eficácia entre a proteína e seus peptídeos sintéticos, 

três epitopos de linfócitos B de LiHyD foram preditos, sendo dois lineares e um 

conformacional, e também avaliados como marcadores de diagnóstico. 
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 5.2 Artigo 2 – Breve introdução e objetivo 

 

O segundo artigo foi intitulado “Prophylactic properties of a Leishmania-specific 

hypothetical protein in a murine model of visceral leishmaniasis” e publicado na revista 

internacional Parasite Immunology. 

O presente estudo avaliou a proteína LiHyD como potencial candidata a compor uma 

vacina contra a leishmaniose visceral. Os efeitos da proteína obtida na sua forma 

recombinante (rLiHyD) administrada em camundongos BALB/c (associada à saponina) e 

sua capacidade protetora frente à infecção por L. infantum  foram estudados. A progressão 

da infecção e a resposta imune relacionada à proteção são discutidas neste trabalho. 
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 5.3 Artigo 3 – Breve introdução e objetivo 

 

 

O terceiro artigo foi intitulado “Cross protective efficacy of Leishmania infantum 

LiHyD protein against tegumentary leishmaniasis caused by Leishmania major and 

Leishmania braziliensis species”, publicado na revista internacional Acta Tropica. 

No presente estudo, a combinação entre rLiHyD e saponina foi testada em 

camundongos BALB/c para verificação de proteção contra a infecção causada pelas 

espécies Leishmania major e Leishmania braziliensis, no sentido de se desenvolver uma 

vacina que seja capaz de induzir proteção heteróloga contra espécies de Leishmania que 

podem causar as leishmanioses tegumentar e visceral. 
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6. CONCLUSÕES  

 

 

Considerando-se os resultados obtidos, pode-se concluir que: 

 

 Em relação ao potencial antigênico, a proteína rLiHyD e seu epitopo conformacional 

(Peptídeo-3) mostraram-se extremamente eficazes, tendo sido reconhecidos com elevadas 

sensibilidade e especificidade nos testes sorológicos para o diagnóstico da LVC. 

 

 A administração da proteína rLiHyD, associada com o adjuvante saponina, foi capaz de 

induzir proteção cruzada contra as infecções causadas pelas espécies L. infantum, L. 

major e L. braziliensis. Em todos os casos, a proteção foi correlacionada com o 

desenvolvimento de uma resposta imune Th1, caracterizada por elevados níveis de IFN-, 

IL-12 e GM-CSF e baixos níveis de IL-4 e IL-10 nos animais imunizados e/ou infectados. 

 

 

  Os resultados apresentados neste trabalho colocam a proteína recombinante LiHyD 

como uma possível candidata para ser usada no sorodiagnóstico e/ou como uma 

candidata à vacina contra as leishmanioses. 
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7. PERSPECTIVAS 

 

 

 Avaliar a proteína recombinante e seu epitopo conformacional frente a um maior número 

de amostras de soros de cães e de humanos, a fim de validar tais antígenos para o 

sorodiagnóstico das leishmanioses. 

 

 Avaliar o potencial imunogênico e o grau de proteção induzido pela proteína 

recombinante LiHyD em modelo de hamsters e/ou cão para proteção contra a infecção 

pelo parasito Leishmania. 
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ANEXOS 

 

Certificado de aprovação do projeto junto ao Comitê de Ética em Experimentação 

Animal (CEUA) da UFMG. 
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Patentes depositadas durante o mestrado 

Patente intitulada “Proteína quimérica, composição vacinal contra leishmanioses e usos”. 
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Patente intitulada “Composição vacinal contra as leishmanioses tegumentar e visceral, e 

uso”. 

 


