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CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

 

A escolha do tema desta tese ocorreu devido à elevada incidência das 

leishmanioses no mundo que, apesar de ser considerada como um problema de 

incidência global; investimentos de recursos voltados para a prevenção, diagnóstico e 

tratamento desse complexo de doenças ainda são precários. 

A ineficácia das medidas de controle contra doença e a observação da aquisição 

de imunidade duradoura contra a reinfecção após a cura da infecção por espécies de 

Leishmania indicam a possibilidade do desenvolvimento de uma vacina protetora contra 

a doença. Também, um diagnóstico precoce que apresente elevadas sensibilidade e 

especificidade poderia possibilitar um tratamento mais rápido e eficaz, sendo benéfico 

tanto para os pacientes quanto para os sistemas de Saúde dos países onde a doença 

ocorre. Outro fator também relevante na escolha do tema baseia-se no fato de ter 

conhecido o meu atual orientador Dr. Prof. Eduardo Coelho, que se dedica desde o ano 

de 2000 a estudos de tratamento, diagnóstico e vacina, graças a uma parceria durante o 

mestrado para avaliar o potencial de diagnóstico de uma proteína quimérica 

recombinante no diagnóstico da leishmaniose visceral canina usando amostras de seu 

painel sorológico.  

A linha de pesquisa deste estudo é em imunologia das doenças infecciosas e o 

objetivo geral da tese foi avaliar o desempenho diagnóstico de três proteínas 

recombinantes do parasito, usadas sob a forma isolada, bem como sua eficácia vacinal e 

de uma quimera polipeptídica composta por seus principais epitopos de células T em 

camundongos BALB/c contra a infecção experimental por L. infantum, principal espécie 

causadora de leishmaniose visceral nas Américas. O trabalho possibilitou a produção de 

cinco artigos científicos publicados em revistas de relevante impacto internacional, que 

serão apresentados neste documento, e no depósito de uma patente nacional.  

A apresentação deste documento foi realizada de acordo com a Resolução nº 

02/2013, de 18 de setembro de 2013; que regulamenta o formato dos trabalhos finais e 

de qualificação, estabelecendo condições para a marcação das defesas de teses e 

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

Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da UFMG.  
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RESUMO 

 

A proteção contra a reinfecção por espécies de Leishmania spp. indica a possibilidade 

do desenvolvimento de uma vacina profilática contra as leishmanioses. O avanço das 

ferramentas biotecnológicas vem se mostrando como uma boa perspectiva para o 

desenvolvimento de novos produtos. Neste trabalho, três proteínas: proteína contendo 

repetições de tetratricopeptídeo ricos em glutamina (SGT), uma proteína hipotética 

(LiHyS) e prohibitina (PHB), que foram identificadas em um estudo anterior pela 

técnica de imunoproteômica, na sua forma recombinante, foram utilizadas como 

marcador sorológico para as leishmanioses. A imunogenicidade das proteínas foi 

também avaliada nas suas formas recombinantes isoladas ou em associação, além de 

uma quimera proteica composta pelos principais epitopos de células T das moléculas. 

Todos associados com saponina como adjuvante e administradas em camundongos 

BALB/c. A eficácia vacinal foi avaliada contra a infecção desafio com L. infantum. Os 

resultados mostraram que os animais vacinados com as proteínas apresentaram uma 

produção elevada de IFN-ɣ, IL-12 e GM-CSF, aliados a uma baixa produção de IL-4 e 

IL-10, quando os comparados aos grupos controle. Os animais também apresentaram 

redução significativa na carga parasitária nos órgãos analisados. A proteção foi 

relacionada com uma elevada produção de IFN-ɣ, que ocorreu principalmente por meio 

de linfócitos T CD4+. De forma interessante, a quimera mostrou maior eficácia de 

proteção e imunogenicidade quando comparada ao uso das proteínas de forma isolada 

ou em associação. Quanto aos testes sorológicos, as proteínas recombinantes 

apresentaram também elevados valores de sensibilidade e especificidade para o 

diagnóstico da leishmaniose visceral, quando comparado ao uso do antígeno rA2 e de 

uma preparação antigênica de Leishmania usados como controles. Dessa forma, o 

presente trabalho apresenta novas proteínas e uma quimera recombinante que podem ser 

utilizadas como candidatos à vacina contra a leishmaniose visceral, bem como 

marcadores sorológicos para a detecção da doença nos hospedeiros mamíferos 

infectados.  

 

Palavras-chave: leishmanioses; proteínas recombinantes; quimera proteica; vacina; 

diagnóstico; imunoproteômica. 
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ABSTRACT 

 

Protection against reinfection by Leishmania spp. species indicates the possibility of 

developing a prophylactic vaccine against leishmaniasis. The advancement of 

biotechnology tools has been showing to be a good prospect for the development of new 

products. In the present work, three proteins: a protein containing glutamine-rich 

tetratricopeptide repetitions (SGT), a hypothetical protein (LiHyS) and prohibitin 

(PHB), which were identified in a previous study using an immunoproteomic technique, 

in their recombinant form, were used as serological markers for leishmaniasis. The 

immunogenicity of the proteins was also evaluated in their recombinant forms isolated 

or in association, as well as a protein chimera composed of the major T-cell epitopes of 

the molecules. All associated with saponin as adjuvant and administered in BALB/c 

mice. Vaccine efficacy was evaluated against challenge infection with L. infantum. The 

results showed that the animals vaccinated with the proteins presented a high production 

of IFN-γ, IL-12 and GM-CSF, allied to a low production of IL-4 and IL-10, when 

compared to the control groups. Also, the animals showed a significant reduction in the 

parasite load in all organs analyzed. The protection was related to a high production of 

IFN-γ, which occurred mainly through CD4+ T cells. Interestingly, the chimera 

presented a greater protection effectiveness and immunogenicity when compared to the 

use of proteins alone or in combination. As for the serological tests, the recombinant 

proteins also presented higher sensitivity and specificity values for the diagnosis of 

visceral leishmaniasis when compared to controls using the rA2 antigen and an antigen 

preparation of Leishmania. Thus, the present work presents novel proteins and a 

recombinant chimera that can be used as vaccine candidates against visceral 

leishmaniasis, as well as serological markers for detection of the disease in infected 

mammalian hosts. 

 

Keywords: Leishmaniasis; recombinant proteins; protein chimera; vaccine; diagnosis; 

immunoproteomics. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As leishmanioses são doenças causadas por parasitos protozoários do gênero 

Leishmania e que afetam milhões de pessoas em todo o mundo, com alta taxa de 

morbidade e letalidade. No Continente Americano, o Brasil é o país mais afetado, 

registrando aproximadamente 90% dos casos de leishmaniose visceral e 40% dos casos 

de leishmaniose tegumentar (LT), fato que torna a doença um problema de saúde 

pública e que requer uma atenção especial pelas autoridades competentes (ALVAR et 

al., 2012).  

As medidas profiláticas e de controle para as leishmanioses visam, 

principalmente, a interrupção do ciclo biológico do parasito; entretanto, o número 

variado de espécies de Leishmania spp., o caráter zoonótico da doença e a manutenção 

do ciclo silvestre da doença; dificultam a adoção de medidas efetivas de controle 

(TESH, 1995; WHO, 2010). Até o momento, nenhum dos testes de diagnóstico 

disponível é totalmente eficaz, apresentando valores variáveis de sensibilidade e/ou 

especificidade (GOMES et al., 2014). O diagnóstico sorológico da infecção por 

Leishmania na sua forma subclínica (assintomática) é complicado devido aos baixos 

títulos dos anticorpos de determinados antígenos e às reações-cruzadas com outras 

doenças (DAVIES et al., 2003). Além disso, as drogas disponíveis para o tratamento 

apresentam alta toxidade, diversos efeitos colaterais, custo elevado e um aumento da 

resistência dos parasitos às mesmas vêm sendo observado (GONTIJO, MELO, 2004; 

MINODIER; PAROLA, 2007; MONDAL et al., 2010).  

Diante disso, o desenvolvimento ou o aperfeiçoamento de estratégias que 

possam atuar na prevenção das leishmanioses, como a busca por vacinas eficazes 

capazes de induzir imunidade protetora contra a infecção pelo parasito Leishmania spp., 

tem-se tornado prioridade e vem sendo considerado como uma medida possível para o 

controle da doença (COSTA et al., 2011). Porém, o desenvolvimento de vacinas contra 

a doença apresenta-se como uma tarefa complexa, embora possa ser considerada uma 

solução real (GRIMALDI; TESH, 1993; RAMIRO et al., 2003; SUKUMARAN et al., 

2003; DESJEUX, 2004).  

A Organização Mundial de Saúde preconiza que, para uma vacina ou teste de 

diagnóstico ser efetivo contra as leishmanioses, os mesmos devem compartilhar de uma 

combinação de diferentes proteínas e/ou peptídeos imunogênicos, e contemplar 
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diferentes regiões antigênicas e imunogênicas de proteínas dos parasitos. A utilização de 

novas ferramentas biotecnológicas, como a imunoproteômica, tem levado à 

identificação de proteínas com potencial para o emprego na prevenção e/ou diagnóstico 

de distintas doenças. Esta técnica foi recentemente empregada por nosso grupo de 

pesquisa para identificar proteínas antigênicas do parasito Leishmania infantum na 

leishmaniose visceral canina. Dentre elas, as moléculas: proteína contendo repetições de 

tetratricopeptídeo ricos em glutamina (SGT), uma proteína hipotética (LiHyS) e 

prohibitina (PHB), foram reconhecidas por imunoglobulinas de cães com a doença 

assintomática e clínica (sintomática), e no presente trabalho foram avaliadas como 

candidatos vacinais em camundongos BALB/c contra a infecção por L. infantum. Uma 

quimera contendo epitopos específicos de linfócitos T de tais proteínas foi construída e 

também utilizada nos experimentos de vacinação. Quanto à eficácia diagnóstica, ensaios 

de ELISA foram realizados usando as moléculas recombinantes em amplo painel 

sorológico.  

 

 

 



4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

 

 



5 

 

2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 EPIDEMIOLOGIA DAS LEISHMANIOSES 

 

As leishmanioses são doenças causadas por parasitas protozoários do gênero 

Leishmania, que acorrem em cinco continentes e são endêmicas em 98 países, 

possuindo elevada taxa de morbidade e mortalidade (ALVAR et al., 2012). Estima-se 

que haja uma incidência anual de aproximadamente 0,2 a 0,4 milhões de casos de 

leishmaniose visceral (LV) e de 0,7 a 1,2 milhões de leishmaniose tegumentar (LT) 

(ALVAR et al., 2012; WHO, 2014). Este complexo de doenças é prevalente em áreas 

tropicais, subtropicais e Sul da Europa, com mais de 20 espécies de parasitos que 

causam a doença no homem.(WHO, 2014).  

A doença acomete, principalmente, pessoas de classe econômica baixa. Está 

associada à desnutrição, ao deslocamento da população, condições precárias de 

habitação, ao sistema imunológico debilitado e à falta de recursos. A diferença no 

avanço da doença está relacionada com a espécie do parasita infectante, bem como a 

suscetibilidade do hospedeiro, podendo variar entre distintas manifestações cutâneas até 

a forma visceral da doença (ASHFORD, 2000). Nos seres humanos, as formas clínicas 

da doença são divididas em LV e LT. A última, por sua vez, pode se apresentar nas 

formas cutânea, mucosa e cutâneo-difusa (WHO, 2014). 

Nas Américas, as formas cutânea e mucosa acometem pessoas em 20 países, 

sendo endêmica em 18 deles. Já os casos humanos de LV estão presentes em 12 países. 

No período entre 2001 e 2015 foram reportados 843.931 novos casos de LT, sendo 70% 

no Brasil, Colômbia e Peru e 52.176 novos casos de LV, sendo 96% no Brasil 

(OPAS/OMS, 2017). A figura 1 mostra a distribuição da doença no mundo em 2014. 
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Figura 1: Epidemiologia das leishmanioses em 2014. Fonte: WHO 2014 

 

As leishmanioses seguem sendo um problema de saúde pública devido à sua 

magnitude, complexidade clínica e biológica e epidemiológica. Apesar dos esforços já 

realizados para enfrentar a doença, novas estratégias e ações específicas ainda são 

necessárias para que os casos sejam mais precocemente diagnosticados e tratados de 

forma rápida e oportuna, evitando complicações e mortes (WHO 2014).  

 

 

2.2 A ETIOLOGIA E CICLO BIOLÓGICO DO PARASITA 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 responsável pela transmissão é o 

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

pertencente aos gêneros Phlebotomus em países do Velho Mundo e Lutzomyia nas 

Américas (GRIMALDI; TESH, 1993). Dentre os hospedeiros primários incluem 

humanos, cães e gatos domésticos, gambás, raposas e ratos (QUINNELL; 
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COURTENAY, 2009). Os cães infectados são considerados como o principal 

reservatório urbano, responsáveis pela transmissão do parasito aos homens – o que torna 

a LVC não apenas um problema veterinário, mas também de saúde pública (BANETH 

et al., 2008; TEIXEIRA-NETO et al., 2010). 

A transmissão do parasito ao inseto ocorre quando o mesmo realiza uma 

hematofagia em um hospedeiro vertebrado infectado. O vetor ingere juntamente com o 

sangue as formas amastigotas, que em seu intestino tornam-se promastigotas procíclicas 

e migram para o trato digestório médio e anterior, onde se multiplicam e diferenciam-se 

em promastigotas metacíclicas, colonizando as glândulas salivares do vetor. Quando o 

vetor flebotomíneo fêmea infectado realiza um repasto sanguíneo, as formas 

promastigotas metacíclicas são regurgitadas na pele do homem. Prontamente, as células 

do sistema fagocítico-mononuclear, neutrófilos, células dendríticas e especialmente os 

macrófagos migram para o local e fagocitam os parasitos (KAYE; SCOTT, 2011; 

RIBEIRO-GOMES, SACKS, 2012; HANDLER et al., 2015). No interior dos 

macrófagos ocorre a diferenciação das formas promastigotas em amastigotas e também 

sua replicação por divisão binária, podendo resultar no rompimento das células 

infectadas e consequentemente a liberação dos parasitos, iniciando uma infecção no 

mamífero. A proliferação também pode ocorrer em outras células de diferentes tecidos, 

como nos linfonodos e no fígado (BARSKY et al., 1978; REITHINGER et al., 2007). A 

Figura 2 resume o ciclo biológico do agente infeccioso das leishmanioses.  
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Figura 2: Ciclo biológico do parasito Leishmania: 1- Macrófagos infectados sendo ingeridos pelo vetor 

durante seu repasto sanguíneo. 2- No intestino do vetor, as amastigotas se diferenciam em promastigotas 

procíclicas e, posteriormente, em promastigotas metacíclicas, que migram para a porção anterior do 

intestino do mesmo. 3- Introdução de formas promastigotas metacíclicas na derme do hospedeiro 

mamífero. 4-Fagocitose das formas promastigotas metacíclicas por macrófagos do hospedeiro mamífero. 

5- Rompimento do macrófago infectado liberando formas amastigotas, que poderão ser fagocitadas por 

novas células. 6- Principais órgãos acometidos pelo parasito causador da forma visceral. Adaptado de 

(NIETO et al., 2011) 

 

 

2.3 MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS DAS LEISHMANIOSES 

 

A patogenia das leishmanioses é determinada pela espécie infectante e fatores 

relacionados ao hospedeiro, tais como o estado geral de saúde, genética e sistema imune 

(LOCKSLEY et al., 1999; TRIPATHI; SINGH; NAIK, 2007). Deste modo, o 

hospedeiro pode resistir à infecção, desenvolver a forma assintomática ou ainda 

manifestar a doença na sua forma tegumentar ou visceral (KANE et al., 2001). A 

doença é classificada de acordo com as manifestações clínicas em LT e LV 

(ASHFORD, 2000; DESJEUX, 2004). 

A LT apresenta as formas clínicas: leishmaniose cutânea (LC), leishmanioses 

cutâneo-difusa (LCD) e leishmanioses mucosa (LM). Tais patologias podem causar 

desde uma lesão cutânea única, no local da picada do vetor e que pode apresentar cura 

espontânea, até lesões debilitantes, disseminadas por pela epiderme e mucosa do 
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paciente e que não apresentam cura espontânea, necessitando de tratamento 

quimioterápico (GRIMALDI; TESH, 1993).  

A LC é a mais encontrada, ocorrendo em cerca de 90% dos pacientes. A doença 

se manifesta em partes mais expostas do corpo, como face, braços e pernas. 

Inicialmente apresenta-se como um nódulo no local da picada que evolui formando uma 

úlcera granulosa contornada por uma borda elevada. Em alguns casos, nódulos satélites 

podem ocorrer nas proximidades da lesão inicial. Quando curados, deixam cicatrizes 

permanentes, as quais podem levar a uma condição de morbidade (STEBUT, 2014).  

A LCD constitui manifestação rara e grave, não apresentando cura espontânea. 

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 à ineficiência 

ou ausência de resposta celular por parte do sistema imune do hospedeiro. Devido às 

frequentes recidivas, é considerada com 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 LM manifestam-se como lesões de caráter infiltrante, que podem ocasionar 

destruição parcial ou total da mucosa da cavidade do nariz, boca, faringe, laringe e, 

excepcionalmente, traqueia e árvore respiratória superior (WEIGLE, SARAVIA, 1996). 

Segundo a classificação proposta por MARZOCHI, MARZOCHI (1994) e 

considerando como parâmetros o tempo decorrido entre as lesões cutâneas e mucosas, o 

local de inoculação e a localização das lesões, a forma mucosa pode ser classificada em:  

• Forma primária – situação em que a lesão de mucosa é causada pela picada do 

vetor diretamente na mucosa, restrita às mucosas labial e genital. 

• Forma indeterminada – acometimento mucoso, sem identificação da porta de 

entrada, supondo-se que as lesões mucosas sejam originadas de infecção, sem 

manifestação cutânea clínica prévia. 

• Forma tardia – caracterizada pelo aparecimento da lesão mucosa após alguns 

anos do surgimento da lesão cutânea, fato que costuma ocorrer nos dois primeiros anos. 

Mas, há relatos de sua ocorrência décadas após a erupção da lesão na pele. 

A LV é caracterizada por um amplo espectro clínico, que pode variar em 

manifestações clínicas assintomáticas e sintomáticas que, por sua vez são classificadas 

como oligossintomáticas, moderadas e graves (CHAPPUIS et al., 2007). A intensidade 

das manifestações clínicas varia de acordo com cada hospedeiro, podendo ser 
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assintomática por longos anos, dificultando o diagnóstico clínico (BADARÓ et al., 

1986; GAMA et al., 2004).  

Na LV, a infecção parasitária acomete órgãos como o 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, incluindo febre, fadiga, fraqueza, perda de peso, evidências sugestivas da 

presença dos parasitos, como hepatoesplenomegalia e inchaço dos gânglios linfáticos, 

que quando não tratadas podem levar o paciente ao óbito (CHAPPUIS et al., 2007).  

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

vários fatores, tais como: a imunidade inata do cão, a espécie infectiva do parasita e a 

resposta imune gerada pelo animal. 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 infectivos durante tal época 

(LANOTTE et al., 1979; KEENAN et al., 1984). Os cães sintomáticos podem 

apresentar: linfoadenomegalia, enfraquecimento crônico, alopécia, úlceras, dermatite 

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

hipergamaglobulinemia e colites (CIARAMELLA et al., 1997; TAFURI et al., 2001). 

 As manifestações clínicas de acordo com cada espécie de parasito responsável 

em causar a infecção, e também os locais de ocorrência das doenças podem ser 

visualizados na tabela 1. 
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Tabela 1: Espécies de Leishmania. Adaptada de (WHO EXPERT COMMITTEE ON THE CONTROL 

OF THE LEISHMANIASES; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). 

Manifestação Clínica Espécie 

Velho Mundo Subgênero Leishmania 

Leishmaniose Visceral Leishmania donovani e Leishmania infantum 

Leishmaniose Cutânea Leishmania major, Leishmania tropica e Leishmania 

aethiopica  

Leishmaniose Cutâneo-Difusa Leishmania aethiopica  

Novo Mundo Subgênero Leishmania 

Leishmaniose Visceral Leishmania infantum  

Leishmaniose Cutânea Leishmania infantum, Leishmania mexicana, 

Leishmania pifanol e Leishmania amazonensis  

Leishmaniose Cutâneo-Difusa Leishmania mexicana e L. amazonensis  

Novo Mundo Subgênero Viannia 

Leishmaniose Cutânea Leishmania brasiliensis, Leishmania guyanensis, 

Leishmania panamensis e Leishmania peruviana  

Leishmaniose Mucosa Leishmania brasiliensis e Leishmania panamensis  

 

 

2.4 DIAGNÓTICO DAS LEISHMANIOSES  

 

 O diagnóstico clínico das leishmanioses é um desafio, uma vez que a doença 

abrange um grande espectro de características clínicas (CHAPPUIS et al., 2007). Os 

sinais são frequentemente confundidos com os de outras doenças, tais como lepra e 

câncer para LC e malária, esquistossomose, tripanossomíase, tuberculose e desnutrição 

para a LV (SINGH, 2006). Desse modo, o diagnóstico deve ser realizado com base na 

associação entre parâmetros clínicos e exames laboratoriais confirmatórios (TESH, 

1995). 

O diagnóstico parasitológico é o mais conclusivo quando comparado aos demais 

testes, uma vez que a identificação do parasito realizada por meio de análises 

microscópicas em amostras supostamente contaminadas não deixa dúvidas sobre a 

infecção. Porém, apresenta limitações quando a infecção apresenta baixa carga 

parasitária, a leitura da lâmina exige de tempo e treinamento adequado e, além disso, é 

um método invasivo em relação à coleta das amostras (TAVARES et al., 2003; 

REITHINGER et al., 2007).  

O primeiro teste de diagnóstico utilizado na detecção da doença foi o teste de 

intradermoreação de Montenegro (IDRM), que se baseia na resposta de células T de 



12 

 

memória que tiveram contato prévio com o parasito, as suas desvantagens são as baixas 

especificidade e sensibilidade (WEIGLE et al., 1991; DE PAIVA-CAVALCANTI et 

al., 2015). 

Testes sorológicos, tais como o ensaio imunoenzimático (ELISA), ensaio de 

imunofluorescência indireta (IFAT), teste de aglutinação direta (DAT), Western-blot e o 

teste imunocromatográfico (ICT) se baseiam na detecção de anticorpos e/ou antígenos 

específicos dos parasitos em amostras de soro ou plasma, também são utilizados no 

diagnóstico, porém apresentam variações na sensibilidade e/ou especificidade 

(MARZOCHI, MARZOCHI, 1994; TAVARES et al., 2003; DE PAIVA-

CAVALCANTI et al., 2015). 

Uma das técnicas muito utilizadas no meio científico para a detecção das do 

material genético do parasito é a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) e a PCR-Real 

Time, porém são consideradas caras para uma aplicação em grandes inquéritos 

epidemiológicos e, além disso, apresentam limitações no processo de execução e 

qualidade do material coletado (PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015; SRIVASTAVA et 

al., 2011; SUNDAR, RAI, PINHEIRO, 2002).   

Normalmente, o diagnóstico laboratorial é realizado através de testes sorológicos 

e testes moleculares. A sensibilidade da pesquisa parasitológica é baixa quando 

comparada com a do IFAT, que é inferior à dos testes de ELISA e DAT, que geralmente 

apresentam uma alta sensibilidade e especificidade variável (ROMERO; BOELAERT, 

2010).  

Quando se trata da detecção na LVC, o maior problema enfrentado são os cães 

assintomáticos que atuam como reservatórios e potenciais transmissores da doença, o 

diagnóstico preciso neste caso é de extrema importância para a realização de estudos 

epidemiológicos e controle efetivo da (MOLINA et al., 1994; DA COSTA-VAL et al., 

2007; MICHALSKY et al., 2007). Porém, até o momento, nenhum dos testes de 

diagnóstico disponível apresenta-se totalmente eficazes, ocorrendo diferenças na 

sensibilidade e especificidade, tornando necessário um conhecimento epidemiológico e 

clínico da doença para concluir o diagnóstico (GOMES et al., 2014). 

A fim de contornar esses problemas, proteínas recombinantes do parasito vêm 

sendo testadas como antígenos, com o objetivo de desenvolver um teste diagnostico 

mais sensível e específico para LVC, capaz de distinguir cães saudáveis vacinados de 

cães infectados (KUBAR, FRAGAKI, 2005). Além disso, objetiva-se diminuir a 

ocorrência de resultados falso-positivos devido à reatividade cruzada com anticorpos de 
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outras patologias, tais como: Doença de Chagas, ehrlichiose, babesiose, toxoplasmose, 

dentre outras (KAR, 1995; FERREIRA et al., 2007; PORROZZI et al., 2007). 

No Brasil, em 2011, o Ministério da Saúde através da Nota Técnica Conjunta 

01/2011 estabeleceu como protocolo de diagnóstico da LVC o DPP® (Dual-Path 

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

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, que apresenta elevada sensibilidade e 

especificidade na detecção de cães sintomáticos. Contudo, em relação à detecção de 

animais assintomáticos, apresenta uma variação em sua eficácia e baixa sensibilidade 

(GRIMALDI et al., 2012). O teste confirmatório de ELISA, por sua vez, apresenta uma 

elevada sensibilidade em identificar cães doentes, porém sua especificidade é baixa, o 

que pode ocasionar resultados falso-positivo (FARIA, ANDRADE, 2012. 

Por fim, para considerar que um teste diagnóstico seja satisfatório, ele deve 

apresentar uma elevada sensibilidade e especificidade, além de fácil padronização, 

execução e custo acessível (SRIVASTAVA et al., 2011). 

 

 

2.5 TRATAMENTO E MEDIDAS PROFILÁTICAS CONTRA AS 

LEISHMANIOSES 

 

As leishmanioses foram descritas e reconhecidas pela ciência médica há mais 

de um século, ainda que existam poucas alternativas atuais para o controle e tratamento 

da doença (KLING, KÖRNER, 2013). O tratamento clínico das leishmanioses é 

realizado para evitar a mortalidade causada pela LV e reduzir a morbidade provocada 

pelas lesões desfigurantes nas formas mais graves de LT (FRANKE et al., 1990). 

Os antimoniais pentavalentes são os fármacos de primeira linha na terapia 

medicamentosa contra as leishmanioses (GOTO, LINDOSO, 2010). Essa medicação 

está disponível em duas formulações: o antimoniato de N-metil glucamina, produzido 

sob o nome comercial de Glucantime (Rhône Poulenc Rorer, França) e o 

estibogluconato de sódio, produzido sob o nome comercial de Pentostan (Welcome 

Foundation, Inglaterra) (FRANKE et al., 1990; HERWALDT, 1999), sua administração 

é pela via intramuscular ou endovenosa e apresenta efeitos colaterais graves (TUON et 
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al., 2008). Infelizmente, um aumento na resistência dos parasitos a essas drogas tem 

sido documentado em várias regiões do mundo (GOTO, LINDOSO, 2010). 

O desoxicolato de anfotericina B (Fungizone®) é um antifúngico com excelente 

atividade in vitro na eliminação de Leishmania spp. É usada extensivamente no caso de 

falhas no tratamento com os antimoniais, apesar de sua elevada toxicidade e do fato de 

necessitar de administração parenteral (AMATO et al., 2000; SERENO; 

HOLZMULLER; LEMESRE, 2000). Quatro formulações deste medicamento estão 

disponíveis: anfotericina B livre, anfotericina B lipossomal, anfotericina dispersão 

colesterol e anfotericina complexo lipídico. Todas as formulações compartilham 

eficácia semelhante, no entanto, foram observadas diferenças em relação aos seus 

efeitos colaterais, sendo os mais graves associados com o uso da AmpB livre (GOTO & 

LINDOSO, 2010). 

A pentamidina (Lomidina®) tem sido usada no tratamento da LC e LM em 

algumas regiões do Mundo. É considerado um fármaco de segunda linha, mas 

comumente recomendado quando os antimoniais não podem ser administrados, embora 

também apresente efeitos adversos significantes e necessite de administração parenteral 

(MARZOCHI et al., 2010; NAGLE et al., 2014). Tal produto apresentou interesse 

renovado por seu possível uso como profilaxia secundária em pacientes co-infectados 

pelo HIV (DORLO, KAGER, 2008; PATEL, LOCKWOOD, 2009).  

A paramomicina é um antibiótico aminoglicosídico, também chamado de 

aminosidina, é o único medicamento que apresenta atividade antileishmanial contra 

todas as formas de leishmaniose, sua via de administração é parenteral (CROFT et al., 

2006; DAVIDSON et al., 2009; NAGLE et al., 2014).  

A miltefosina é uma alquilfosfocolina que tem atividade contra células 

cancerígenas e várias espécies de parasitos, assim como bactérias e fungos. Foi 

originalmente desenvolvida como um fármaco anticancerígeno, tendo sido aprovado na 

Índia como o primeiro tratamento oral para as leishmanioses (NAGLE et al., 2014; 

PEYRON et al., 2005). Desde 2002, a miltefosina é o único agente oral utilizado no 

tratamento as formas de leishmaniose em diversos países no mundo (DORLO et al., 

2012). 

Novos medicamentos eficazes e seguros, preferencialmente orais, são 

necessários. Os fármacos utilizados apresentam problemas bem conhecidos de 

toxicidade, eficácia, via de administração ou duração do tratamento e consequentemente 
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baixa adesão dos pacientes. Além disso, eles não eliminam completamente os parasitos 

dos indivíduos infectados (DESJEUX, 2004; EGGER et al., 2010).  

Devido às dificuldades inerentes ao tratamento e também pelo aumento do 

número de casos de recidiva da doença, algumas medidas preventivas podem ser 

adotadas, estas visam geralmente à interrupção do ciclo biológico dos parasitos, 

entretanto, seu caráter zoonótico, o número variado de espécies de Leishmania spp. e a 

manutenção do ciclo silvestre; dificultam a adoção de medidas de controle eficazes 

(TESH, 1995). Medidas aparentemente simples, como manter os cães em canis fechados 

durante períodos de atividade intensa do vetor, eliminar os microambientes que 

favorecem o desenvolvimento do vetor na residência, e utilizar nos cães coleiras 

impregnadas com inseticida (ALEXANDER, MAROLI, 2003; BANETH et al., 

2008).Entretanto, a implementação dessas medidas não depende somente da consciência 

do proprietário do cão, mas, principalmente de questões socioeconômicas, os animais 

pertencentes a famílias com renda inferior a dois salários mínimo apresentam duas 

vezes mais chances de serem infectados quando comparados com os cães de famílias 

com maior renda (COURA-VITAL et al., 2011). 

O Programa de Controle da Leishmaniose Visceral (PCLV) tem encontrado 

várias dificuldades, incluindo: altas taxas de infecção; gestão ineficaz no controle de 

vetores; grande intervalo entre o diagnóstico e a eliminação de cães infectados, precisão 

insuficiente dos kits de diagnóstico para a detecção da doença, permitindo assim que os 

cães assintomáticos persistam como reservatórios (COURTENAY et al., 2002; MAIA-

ELKHOURY; SENA, 2008; COURA-VITAL et al., 2011). 

A eutanásia de cães soropositivos constitui-se em uma medida profilática 

adotada por órgãos governamentais, porém, devido ao fato de serem animais de 

estimação, e por tal procedimento não impactar significativamente na redução do 

número de casos da doença no homem; tal medida é considerada eticamente 

questionável e ineficaz (TESH, 1995; GONTIJO, MELO, 2004; NERY et al., 2017).  A 

eliminação de reservatórios silvestres também não se encaixa como uma medida 

executável e ecologicamente correta, além da possibilidade de adaptação do parasito a 

outros reservatórios existentes naquele ambiente (GRAMICCIA; GRADONI, 2005; 

GRIMALDI; TESH, 1993) O tratamento dos cães é permitido apenas em alguns países, 

pois sua eficácia ainda se encontra em avaliação pelos pesquisadores, sendo necessários 

novos estudos de animais tratados (TRAVI et al., 2018). 
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Devido às dificuldades enfrentadas no diagnóstico, no tratamento e na 

prevenção, o desenvolvimento de uma vacina eficaz se faz necessário e tem sido objeto 

de investigação de diversos grupos de pesquisa. Dentre os diferentes tipos de vacinas 

em desenvolvimento, aquelas que contêm o parasito vivo, mas atenuado ou avirulento, e 

as multiproteicas contendo antígenos de várias espécies de Leishmania ssp. se 

apresentam como as opções mais promissoras (ALVAR et al., 2013; MUTISO et al., 

2013).  

 

 

2.6 IMUNOLOGIA DAS LEISHMANIOSES 

 

 Para que um modelo animal possa ser utilizado em pesquisas, ele deve ser 

semelhante aos humanos, preferencialmente, quanto a etiologia, fisiopatologia, 

sintomatologia e resposta aos agentes terapêuticos ou profiláticos (BEHFOROUZ, 

WENGER, MATHISON; 1986). Uma boa opção de modelo animal é o modelo murino, 

pois apresenta fácil condição de manejo quando comparado com cães, hamsters, 

macacos, dentre outros animais. Isso facilita os estudos dos mecanismos imunológicos 

em diversas patologias (NATALE, MELLO, MANZONI-DE-ALMEIDA; 2016).  

Um grande avanço no estudo das leishmanioses foi a elucidação do modelo de 

suscetibilidade, uma vez que camundongos BALB/c apresentam resposta do tipo T 

helper 1 (Th1) e T helper 2 (Th2) bem definidos quando da infecção com a espécie L. 

major, abrindo caminhos para a descrição dos papeis dos componentes celulares e 

humorais da resposta imunológica ao parasito Leishmania (MOSMANN et al., 1986; 

LOCKSLEY et al., 1987). Camundongos BALB/c são também utilizados como modelo 

de infecção para o estudo de candidatos vacinais contra várias espécies de Leishmania 

spp., tais como L. infantum e L. amazonensis (SACKS, NOBEN-TRAUTH, 2002; 

WILSON; JERONIMO; PEARSON, 2005). Também, auxiliam na elucidação da 

relação parasito-hospedeiro; bem como na resposta imune às diversas espécies de 

Leishmania, favorecendo o entendimento das funções das células que compõem esse 

sistema complexo (NATALE, MELLO, MANZONI-DE-ALMEIDA; 2016).  

A resistência da doença em camundongos C57BL/6 infectados por L. major, é 

devido à presença de linfócitos T CD4+ com fenótipo Th1 produtores de níveis elevados 

de IFN-γ. Essa polarização ocorre nos linfonodos drenantes do sítio inflamatório devido 

a altos níveis de IL-12 produzidos pelas células dendríticas no local da infecção. 
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Linfócitos Th1 produzem níveis elevados de IFN-γ, citocina que atua diretamente sobre 

os macrófagos (MOSSER, EDWARDS, 2008). Uma população de macrófagos com 

atividade microbicida é ativada pela combinação dos sinais de IFN-γ e TNF. O 

macrófago infectado e ativado produz, então, ânions superóxido e radicais de oxigênio e 

nitrogênio. Através do metabolismo do aminoácido L-arginina pela enzima óxido 

nítrico sintase-indutível (iNOS), há produção de óxido nítrico (NO), que mata o parasito 

intracelular. A expressão de iNOS é induzida por TNF- (TRACEY et al., 2008). 

 Em camundongos BALB/C infectados por L. major, a susceptibilidade a doença 

acontece devido a resposta do tipo Th2, determinada pelo perfil de linfócitos TCD4+, 

com altos níveis de IL-4 e baixos níveis de IFN-γ. Quando os macrófagos são ativados 

por IL-4, paralelamente a ativação de fatores de transcrição é promovida, aumentando 

então a expressão da enzima Aginase I, a qual converte L- arginina em ornitina e que 

não afeta a proliferação do parasito, diferentemente de quando os macrófagos são 

ativados por IFN-γ e TNF, onde produto da ação da enzima óxido nítrico sintase 

indutível (iNOS) lisam o parasito (KREIDER et al., 2007; LOKE et al., 2007). Outra 

citocina importante na proliferação dos parasitos e que independe do tipo de respostas 

Th1 ou Th2 é a IL-10. Quando macrófagos fagocitam parasitos opsonizados por IgG do 

hospedeiro, esses são induzidos a produzirem maiores quantidades de IL-10, inibe a 

produção de óxido nítrico (NO) por macrófagos infectados (KANE et al., 2001; 

NOBEN-TRAUTH et al., 2003).  

 

 

2.6.1 Resposta Imune na Leishmaniose Visceral 

 

 O controle da forma visceral da doença está associado ao padrão de resposta do 

tipo Th1, com produção das citocinas IFN-γ ou TNF que culmina na ativação dos 

macrófagos e matam o parasito das espécies L. infantum e L. donovani (PEARSON, 

STEIGBIGEL, 1981; MURRAY, RUBIN, ROTHERMEL, 1983). Mesmo quando as 

manifestações clínicas não são apresentadas pelo hospedeiro humano, é produzido uma 

intensa resposta DTH (hipersensibilidade do tipo tardio) e alta produção de IL-2, IL-12 

e IFN-γ por células mononucleares de sangue periférico (CARVALHO et al., 1985; 

SACKS, PERKINS, 1985). Em pacientes sintomáticos, há ausência de produção de IL-2 
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e de IFN-γ e elevados níveis séricos de IL-10 (DE CAMARGO et al., 2014; GOMES et 

al., 2014).  

 A susceptibilidade e o desenvolvimento de LV em humanos são caracterizados 

pelo padrão de resposta Th2, com produção de citocinas IL-4 e IL-13, dentre outras, 

responsáveis por inibir células efetoras do sistema imune que levam à ativação clássica 

de macrófagos (BABALOO, KAYE, ESLAMI, 2001; THAKUR, MITRA, 

NARAYAN, 2003). A função da IL-17 ainda não é muito bem esclarecida na LV, 

entretanto, estudos correlacionam a presença de linfócitos Th17 secretando tal citocina 

em sinergismo com IFN-γ (NASCIMENTO et al., 2015) e IL-22 (PITTA et al., 2009), 

exercendo papel protetor. Por outro lado, de acordo com o trabalho realizado por 

(ANDERSON et al., 2007), há maior gravidade da doença pela presença das células T 

reguladoras, que exerceriam efeito supressor sobre linfócitos Th1 por meio de 

mecanismos reguladores como a secreção de IL-10 e TGF-β.  

 

 

2.6.2 Resposta Imune na Leishmaniose Tegumentar  

 

Diferenças no desenvolvimento da doença causada por L. major ou L. 

amazonensis sugerem que diferentes aspectos da resposta imune podem estar 

envolvidos nas infecções por tais espécies, de forma que o papel protetor ou indutor de 

suscetibilidade não se aplica a todos os hospedeiros e a todas as espécies de parasitos 

(SOONG et al., 1997; CAMPBELL et al., 2003). 

 A suscetibilidade à infecção por L. amazonensis em modelos murinos não está 

diretamente ligada a uma polarização de resposta do tipo Th2, mas a uma baixa 

produção de citocinas como IFN-γ, IL-2, IL-12, dentre outras, o que mantêm a 

sobrevivência do parasito e uma elevada carga parasitária (JI, SUN, SOONG, 2003). 

Estudos relataram que a infecção por essa espécie de parasito é capaz de dificultar a 

migração de células dendríticas do sítio de infecção para os linfonodos drenantes 

(HERMIDA et al., 2014). Além de níveis baixos de IL-12, existe um comprometimento 

da expressão da cadeia β2 de seu receptor (HEINZEL et al., 1993; JONES et al., 2000) 

Em camundongos BALB/c, a infecção por L. amazonensis ocorre em maior 

nível quando há depleção de neutrófilos, em um mecanismo dependente das citocinas 

IL-17 e IL-10 (SOUSA et al., 2014). No homem, neutrófilos infectados por formas 
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promastigotas do parasito as produzem “NETs” (neutrophil extracelular traps) que 

eliminam os parasitos (GUIMARAES-COSTA et al., 2009; GUIMARAES-COSTA et 

al., 2014). Como são as primeiras células a chegarem ao sítio de infecção, os neutrófilos 

apresentam papel importante no controle do parasitismo no início da infecção 

(CARLSEN et al., 2013; GUIMARAES-COSTA et al., 2014). 

Uma característica marcante da infecção por L. amazonensis é o papel que o 

IFN-γ desempenha, uma vez que baixas concentrações dessa citocina induzem à 

proliferação de formas amastigotas em macrófagos infectados in vitro, assim como na 

infecção por L. major, onde o IFN-γ é crucial na ativação de macrófagos, na morte do 

parasito e na resolução da infecção (QI et al., 2004). Outra diferença na infecção por L. 

amazonensis é que as células T reguladoras parecem ter um papel de proteção, porém 

sua ação protetora não foi associada à produção de TGF-β e IL-10 (JI et al., 2005).  

 

 

2.7. DESENVOLVIMENTO DE VACINAS CONTRA AS LEISHMANIOSES 

 

O fato que sugere a possibilidade para o desenvolvimento de uma vacina contra 

as leishmanioses é que a maioria dos pacientes que tiveram contato com o parasito pode 

desenvolver imunidade duradoura de longo prazo (KUMAR et al., 2010; 

SELVAPANDIYAN et al., 2012). Para que uma vacina seja considerada efetiva contra 

as leishmanioses a mesma deve, preferencialmente, conter antígenos que sejam 

compartilhados por diferentes espécies dos parasitas, ser imunogênica contra a maioria 

das espécies, além de não interferir na imunogenicidade induzida pelos outros antígenos 

componentes da vacina (GRIMALDI, TESH, 1993; COELHO et al., 2003, CHÁVEZ-

FUMAGALLI et al., 2010). 

 A leishmanização foi uma das primeiras estratégias vacinais utilizadas no 

combate às leishmanioses, a técnica consiste na inoculação de uma pequena quantidade 

de parasitos vivos em uma região não exposta do corpo, com o objetivo de que uma 

lesão cutânea local se desenvolva e cure espontaneamente, conferindo ao indivíduo uma 

imunidade protetora contra a reinfecção. Entretanto, devido ao risco de causar uma 

infecção crônica, esse método foi abandonado, dando lugar à utilização de parasitos 

mortos (HANDMAN, 2001; KUMAR, ENGWERDA, 2014).  

Os resultados obtidos em experimentos que utilizaram os parasitos irradiados ou 

autoclavados foram conflitantes e insatisfatórios para proteger contra a doença 
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(GRIMALDI, TESH, 1993; HANDMAN, 2001). Observou-se que a persistência do 

patógeno no organismo do indivíduo tivesse uma grande importância na obtenção de 

uma resposta, e que para isso seria então necessário administrar mais doses do parasito. 

Sendo assim, vacinas com parasitos vivos atenuados pudesse ser a solução para 

contornar tal obstáculo (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). Apesar desse tipo de vacina 

permitir que o sistema imune do hospedeiro seja capaz de gerar uma resposta específica 

contra os antígenos e que células efetoras e de memória conferira uma proteção. Uma 

das preocupações com a utilização desta vacina é a possível reversão da virulência dos 

parasitos e a produção de formas mais graves da doença. Todavia, uma alternativa para 

contornar este problema seria a eliminação dos genes de virulência, a utilização de 

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

não patogênicas, como L. tarentolae. Porém, é necessário priorizar a segurança da 

vacina e atentar 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 

segura, apresenta 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 CD8. Além disso, 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, sendo 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). 
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Na Europa, proteínas de L. infantum secretadas e purificadas do sobrenadante da 

cultura foram utilizadas em uma formulação denominada LiESAP-MDP que 

posteriormente se tornou a vacina CaniLeish, apresentando eficácia de 92% nos animais 

vacinados (LEMESRE et al., 2007). No Brasil, a vacina Leishmune
 

que utiliza 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) sendo capaz de induzir proteção na 

maioria dos animais vacinados (PALATNIK-DE-SOUSA, 2012). A proteína 

recombinante A2 em associação com a saponina deu origem a 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., 2008). 

As técnicas de biologia molecular permitem a produção de proteínas sob a 

forma recombinante, tornando-se mais viáveis em relação à utilização de extratos 

proteicos solúveis ou totais dos parasitos (MAIA et al., 2012). Desta forma, 

moléculas específicas de determinada espécie ou fase de vida do parasito puderam ser 

reproduzidas e estudadas, originando novos alvos vacinais (JOSHI et al., 2014). O 

primeiro antígeno recombinante testado na imunização contra as leishmanioses foi a 

glicoproteína gp63, proteína de virulência do parasito e encontrado conservado em 

todas as espécies de leishmania. Tanto a proteína nativa quanto sua forma 

recombinante foram capazes de estimular uma resposta protetora em camundongos, 

demonstrando que a imunogenicidade foi relacionada ao processamento e 

apresentação de peptídeos e não apenas da estrutura conformacional nativa (DAS, 

ALI, 2012). 

Por meio da técnica de imunoproteômica, Coelho e colaboradores (2012) 

identificou novas proteínas, algumas ainda hipotéticas, mas que podem se apresentar 

como potenciais candidatas à vacina, pois foram antigênicas e imunogênicas na doença 

canina. Dentre elas, as proteínas hipotéticas LiHyp1, LiHyD, LiHyT e LiHyR 

apresentaram-se como possíveis alvos vacinais 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. (MARTINS et al., 2013; LAGE, et al.,2015; MARTINS et al, 2016; 

RIBEIRO et al., 2018).  
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O desenvolvimento de vacinas recombinantes ou mesmo de peptídeos sintéticos 

apresentam a vantagem de permitir a utilização de epitopos determinados e já 

caracterizados, (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 apresentam vantagens como ausência de qualquer 

material potencialmente infeccioso, possibilidade de inclusão de diversos e 

determinados epitopos, diminuição na quantidade de antígenos utilizados, dentre outras 

(JOSHI et al., 2014). Entretanto apresentam desvantagens como a incapacidade de 

alguns indivíduos responderem ao estímulo ofertado, além disso, normalmente vacinas 

com peptídeos isolados 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, cisteíno-

proteinases, dentre outras, vêm sendo utilizados para compor vacinas, uma vez que têm 

apresentado resultados satisfatórios em camundongos(JOSHI et al., 2014).  

Por meio da técnica de phage display, Costa e colaboradores (2014) 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. 

Devido aos polimorfismos genéticos encontrados no sistema imune de 

mamíferos, vacina de quimera proteica, composta por antígenos definidos e que leve a 

uma resposta imune do tipo Th1, pode apresentar uma melhor imunogenicidade e 

proteção do que os imunógenos utilizados isoladamente (GOTO et al., 2011; 

MARTINS et al., 2015). Essas vacinas vêm sendo testadas e têm apresentado bons 

resultados, como a proteína Q (Lip2a, Lip2b, H2A e P0) (MOLANO et al., 2003), a 

Leish111f – MPL – SE (TSA, LmSTI-1, LeIF) (COLER et al., 2007) e a KSAC 

(KMP11, SMT, A2 e CPB)(GOTO et al., 2011). 

Vacinas de DNA têm se tornado atrativas para 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, YURINA, 2018, RIBEIRO et al., 
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2018). Porém, dúvidas relacionadas à segurança deste tipo de vacina 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 experimentais com diferentes espécies de Leishmania spp. 

  Recentemente vacinas utilizando proteínas salivares de Phlebotomus spp. ou 

Lutzomyia spp., proteínas 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).  

 Estratégias vacinais contendo diferentes veículos de entrega, como lipossomas 

(FIROUZMAND et al., 2013), nanopartículas (DANESH- 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 a variação na utilização dos diferentes adjuvantes vacinais (VITORIANO-

SOUZA et al., 2012; THAKUR; KAUR; KAUR, 2015). Desta forma, a escolha dos 

antígenos, do veículo de entrega, do adjuvante e da via de administração da vacina são 

importantes ao se definir a estratégia vacinal a ser utilizada para uma prevenção efetiva 

contra as leishmanioses. 
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o desempenho diagnóstico das proteínas rSGT, rLiHyS, rPHB nas 

leishmanioses visceral e tegumentar e a eficácia vacinal das proteínas administradas nas 

suas formas isoladas, em associação ou como uma quimera polipeptídica contendo seus 

principais epitopos de células T em camundongos BALB/c contra a infecção 

experimental por L. infantum. 

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

 Analisar as proteínas previamente identificadas em L. infantum (Coelho et al., 

2012), por meio de programas de bioinformática de predição de epitopos 

específicos para linfócitos T CD4+ e CD8+; com posterior alinhamento das 

sequências de aminoácidos para verificação de sua conservação entre as 

espécies. 

 

 Clonar a região codificadora das proteínas selecionadas; expressar em células de 

Escherichia coli e purificar as proteínas recombinantes. 

 

 Desenhar e sintetizar uma quimera polipeptídica contendo epitopos selecionados 

das proteínas.  

 

 Avaliar o potencial diagnóstico das proteínas selecionadas rSGT, rLiHyS e 

rPHB contra um painel sorológico composto por amostras de soros de cães e 

humanos. 

 

 Imunizar camundongos BALB/c com as proteínas recombinantes e com a 

quimera polipeptídica e avaliar o perfil da resposta imune celular gerada nos 
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animais imunizados, por meio da dosagem das citocinas IFN-γ, IL-12, GM-CSF, 

IL-10 e IL-4 por ELISA de captura e citometria de fluxo.  

 

 Infectar os camundongos BALB/c imunizados com a espécie L. infantum e 

avaliar o grau de proteção nos animais imunizados e infectados, por meio da 

carga parasitária no baço, fígado, medula óssea e linfonodos drenantes através 

das técnicas de diluição limitante e por RT-PCR. 

 

 Avaliar o perfil da resposta imune celular gerada nos animais imunizados e 

infectados, por meio da dosagem das citocinas IFN-γ, IL-12, TGF-β, GM-CSF, 

IL-10 e IL-4 por ELISA de captura e citometria de fluxo; além da dosagem de 

óxido nítrico e da resposta humoral. 
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4. METODOLOGIA E RESULTADOS  

 

As seções de metodologia e resultados serão apresentadas sob a forma de artigos 

científicos, que foram diretamente derivados do projeto e que foram publicados em 

revistas internacionais de elevado impacto; conforme a Resolução nº 02/2013, de 18 de 

setembro de 2013 do Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde: Infectologia e 

Medicina Tropical.  

 

Artigos: 

 

Artigo 1 – Recombinant small glutamine-rich tetratricopeptide repeat-containing 

protein of Leishmania infantum: Potential vaccine and diagnostic application against 

visceral leishmaniasis.  

 

Artigo 2 – Antigenicity, immunogenicity and protective efficacy of a conserved 

Leishmania hypothetical protein against visceral leishmaniasis. 

 

Artigo 3 – Serological diagnosis and prognostic of tegumentary and visceral 

leishmaniasis using a conserved Leishmania hypothetical protein.  

 

Artigo 4 – Recombinant prohibitin protein of Leishmania infantum acts as a vaccine 

candidate and diagnostic marker against visceral leishmaniasis.  

 

Artigo 5 – Vaccination with a CD4+ and CD8+ T-cell epitopes-based recombinant 

chimeric protein derived from Leishmania infantum proteins confers protective 

immunity against visceral leishmaniasis 
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4.1 ARTIGO 1 – BREVE INTRODUÇÃO  

 

O primeiro artigo a ser apresentado foi intitulado como “Recombinant small 

glutamine-rich tetratricopeptide repeat-containing protein of Leishmania infantum: 

Potential vaccine and diagnostic application against visceral leishmaniasis” e publicado 

pela revista internacional Molecular Immunology (doi: 

http://dx.doi.org/10.1016/j.molimm.2017.09.017). 

O presente estudo avaliou a aplicação de uma proteína recombinante contendo 

repetições de tetratricopeptídeo ricos em glutamina (rSGT, XP_001467120.1) da 

espécie Leishmania infantum na proteção contra infecção e no diagnóstico sorológico da 

leishmaniose visceral.  
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4.2 ARTIGO 1 – CONCLUSÃO 

 

Os resultados apresentados indicaram a imunogenicidade da proteína rSGT e seu 

efeito protetor contra a LV murina, bem como seu potencial para o sorodiagnóstico da 

LV humana e canina. 
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4.3 ARTIGO 2 – BREVE INTRODUÇÃO 

 

 O segundo artigo a ser apresentado foi intitulado como “Antigenicity, 

immunogenicity and protective efficacy of a conserved Leishmania hypothetical protein 

against visceral leishmaniasis” e publicado pela revista internacional Parasitology (doi: 

https://doi.org/10.1017/S0031182017001731).  

 O presente artigo avaliou a antigenicidade, imunogenicidade e eficácia protetora 

contra a leishmaniose visceral (LV) por parte de uma proteína hipotética recombinante 

nomeada LiHyS (XP_001467126.1). As técnicas de Western-Blot e ELISA foram 

utilizadas para analisar a antigenicidade contra soros humanos e de cães por meio de 

ELISA, bem como a imunogenicidade em PBMCs humanos e a eficácia protetora em 

modelo murino contra a infecção por L. infantum foram avaliadas. 
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4.4 ARTIGO 2 – CONCLUSÃO 

 

Os resultados indicaram que a proteína rLiHyS, além de sua antigenicidade na 

LV canina e humana, foi imunogênica e capaz de conferir proteção parcial em 

camundongos BALB/c contra a infecção por L. infantum. Além disso, uma resposta 

positiva de linfoproliferação foi encontrada quando rLiHyS foi usado para estimular 

PBMCs de indivíduos saudáveis e pacientes com LV, sugerindo assim a possibilidade 

de avaliá-la como um imunógeno contra a doença humana. 
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4.5 ARTIGO 3 – BREVE INTRODUÇÃO  

 

 O terceiro artigo a ser apresentado foi intitulado como “Serological diagnosis 

and prognostic of tegumentary and visceral leishmaniasis using a conserved Leishmania 

hypothetical protein” e publicado na revista internacional Parasitology International – 

doi: https://doi.org/10.1016/j.cellimm.2017.11.001. 

 O presente artigo avaliou a aplicação da proteína LiHyS (XP_001467126.1) 

como marcador sorológico para o diagnóstico das leishmanioses visceral e tegumentar, 

além de biomarcador para o prognóstico da doença. 
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4.6 ARTIGO 3 – CONCLUSÃO 

 

O presente estudo mostrou um antígeno recombinante usado para a detecção 

sorológica das leishmanioses tegumentar e visceral, sendo capaz de distinguir pacientes 

tratados e curados daqueles que desenvolvem a doença ativa, dessa forma, colocando a 

proteína rLiHyS como um biomarcador promissor para o prognóstico das 

leishmanioses. 
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4.7 ARTIGO 4 – BREVE INTRODUÇÃO  

 

O quarto artigo a ser apresentado foi intitulado “Recombinant prohibitin protein 

of Leishmania infantum acts as a vaccine candidate and diagnostic marker against 

visceral leishmaniasis” e publicado na revista internacional Cellular Immunology  (doi: 

https://doi.org/10.1016/j.cellimm.2017.11.001). 

 O presente artigo teve como objetivo verificar a eficácia protetora da proteína 

recombinante Prohibitina (rPHB, XP_001468827.1) em camundongos BALB/c contra a 

infecção com L. infantum e seu uso como imunoestimulador de PBMCs de pacientes 

tratados e não-tratados com LV, bem como avaliar seu desempenho diagnostico na 

doença canina e humana. 
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4.8 ARTIGO 4 – CONCLUSÃO 

 

O presente estudo sugeriu que a proteína rPHB tem um potencial para a 

aplicação diagnóstica da LV canina e humana, bem como aplicação como vacina contra 

a infecção com L. infantum. 
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4.9 ARTIGO 5 – BREVE INTRODUÇÃO  

 

O quinto artigo a ser apresentado foi intitulado “Vaccination with a CD4+ and 

CD8+ T-cell epitopes-based recombinant chimeric protein derived from Leishmania 

infantum proteins confers protective immunity against visceral leishmaniasis”, e 

publicado na revista internacional Translational Research (doi: 

https://doi.org/10.1016/j.trsl.2018.05.001).  

O presente artigo teve como objetivo avaliar o desempenho vacinal de uma 

quimera proteica recombinante construída a partir da predição de epitopos específicos 

de moléculas de MHC de classe I e II da sequência de aminoácidos das moléculas: 

rSGT), uma proteína hipotética (rLiHyS) e a proteína prohibitina (PHB), proteínas essas 

já mostradas antigênicas e imunogênicas nas leishmanioses.  

 

 

https://doi.org/10.1016/j.trsl.2018.05.001
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4.10 ARTIGO 5 - CONCLUSÃO 

 

 Os resultados mostraram a imunogenicidade da quimera recombinante em 

PBMCs humanos e a eficácia protetora contra L. infantum no modelo murino, indicando 

que esta proteína pode ser considerada como um biomarcador contra a doença humana.  
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5. CONCLUSÃO GERAL 

 

Em conclusão, os resultados desta tese apresentam novos candidatos à vacina e 

diagnóstico para as leishmanioses tegumentar e visceral. Também, uma nova molécula, 

que foi baseada em uma quimera recombinante composta por partes imunogênicas das 

três proteínas do parasito Leishmania, rSGT, rLiHyS e rPHB, que foi capaz de ofertar 

proteção significativa contra a infecção por L. infantum. A quimera demonstrou também 

ser promissora para uma possível vacina humana, uma vez que ela foi imunogênica em 

PBMCs humanos de pacientes e indivíduos sadios residentes em área endêmica da 

doença.  
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6 PERSPECTIVAS 

 

 Avaliar o potencial imunogênico e o grau de proteção induzido pela quimera 

recombinante em modelo de hamster (Mesocricetus auratus) contra a infecção 

com L. infantum. 

 

 Avaliar a imunogenicidade e eficácia protetora (estudos de fase 2) da quimera 

recombinante no modelo canino. 

 

 Avaliar a aplicabilidade das proteínas na Imunoterapia.   
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8. ANEXO 

 

8.1. PATENTE  

 

 



115 

 

 

 

 


