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RESUMO  

Apesar da vacinação ser considerada a melhor estratégia para prevenir a 

infecção por Leishmania, não existe até o momento nenhuma vacina segura e 

eficaz para uso humano disponível. As vacinas atenuadas, consideradas 

padrão-ouro para proteção contra patógenos intracelulares, têm sido 

largamente estudadas como estratégia de imunização contra as leishmanioses. 

Dessa forma, com o objetivo de obter uma cepa atenuada de Leishmania, foi 

realizado o nocaute do gene Kharon1 (Kh1) em L. infantum, o qual foi descrito 

como sendo essencial para citocinese das formas amastigotas de L. mexicana. 

Os mutantes LiKh1-/- foram obtidos com sucesso por meio de recombinação 

homóloga e a deleção de ambas as cópias do gene foi confirmada por PCR, 

qPCR e Southern blot. Em seguida foram também obtidos mutantes 

complementados nos quais o gene Kh1 foi reinserido nos parasitos LiKh1-/-

(add-back). Apesar das formas promastigotas dos mutantes LiKh1-/- não 

apresentaram alteração do crescimento quando comparadas com LiWT, 

parasitos LiKh1-/- apresentam alteração morfológica, que não é detectada nos 

parasitos complementados. Apesar de Kh1 estar indiretamente relacionado 

com o transporte de glicose, os mutantes LiKh1-/- não apresentaram alteração 

da captação de glicose e nem alteração na sensibilidade ao antimônio. Por 

outro lado, as formas amastigotas de LiKh1-/- foram incapazes de manter a 

infecção em macrófagos humanos ou murinos, formando estruturas 

multinucleadas que não sobrevivem por mais de 16 dias in vitro. A análise do 

ciclo celular dos mutantes demonstrou que as amastigotas LiKh1-/- apresentam 

retenção em G2/M, confirmando que os mutantes LiKh1-/- apresentaram defeito 

na citocinese. Os parasitos deficientes em Kh1 também possuem menor 

capacidade de manter a infecção in vivo, até mesmo em camundongos 

imunossuprimidos. A deleção do gene Kh1 não interferiu na produção de óxido 

nítrico pelos macrófagos peritoneais murinos. Os resultados obtidos in vitro e in 

vivo nesse trabalho demonstram que os parasitos LiKh1-/- apresentam fenótipo 

atenuado, devido à alteração na divisão celular. Esses parasitos poderão ser 

futuramente testados como potenciais candidatos vacinais contra as 

leishmanioses. 

Palavras-chave: Leishmania, Kharon1, cepa viva atenuada, vacina 
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ABSTRACT  

Although vaccination is the most suitable approach to prevent Leishmania 

infection, there is no safe and efficacious vaccine against human leishmaniasis 

available. Live attenuated vaccines - golden-standard against intracellular 

pathogens - also have been used as strategy for immunization against 

Leishmania. In order to obtain an attenuated Leishmania parasite for vaccine 

purposes, we performed KO of L. infantum Kharon1 (KH1) gene - a target that 

was previously associated with growth defects in the amastigote stage of L. 

mexicana – by two rounds of conventional homologous gene replacement. 

LiKH1-/- mutants were confirmed by PCR, qPCR and Southern blot. We also 

generate a Kh1 add-back line with an episomal copy of Kh1. Despite there is no 

difference between the growth of LiKh1-/- promastigotas when compared with 

LiWT parasites, we observed morphological alterations in those mutants. 

Although Kh1 mediates flagellar targeting of a glucose transporter, there is no 

difference in the glucose uptake of the mutants when compared with the WT 

line and there is no change in the sensitivity of the parasites to antimony. On 

the other hand, LiKH1-/- amastigotes was not able to sustain the infection in 

neither human THP-1 macrophages or murine peritoneal macrophages, forming 

multinucleate cells that unable to survive more than 16 days. The cell cycle 

analysis of LiKh1-/- amastigotes shows an accumulation of cells in the G2/M 

phase, indicating a cytokinesis defect. The LiKH1-/- mutants displayed an 

attenuated growth in vivo, even in immunosuppressed mice. The Kh1 deletion 

did not interfere with the production of nitric oxide by murine peritoneal 

macrophages. Taken together, these results shows that these LiKH1-/-  

parasites present a atennuated  phenotype due to a cytokinesis defect. These 

LiKH1-/- parasites could be further tested as a potential vaccine against 

leishmaniasis. 

Keywords:  Leishmania; Kharon1; live attenuated strain; vaccine 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 As leishmanioses são um grupo de graves doenças negligenciadas, de 

caráter zoonótico ou antroponótico, causadas por protozoários do gênero 

Leishmania (Ordem Kinetoplastida; família Trypanosomatidae) (Ross, 1903). 

As leishmanioses podem ser classificadas em leishmaniose tegumentar (LT) e 

leishmaniose visceral (LV) e são transmitidas pela picada de fêmeas 

infectadas de insetos flebotomíneos das diferentes espécies dos gêneros 

Phlebotomus e Lutzomyia. Já foram descritas cerca de cinquenta e três 

espécies de Leishmania, sendo que dessas, vinte e uma são capazes de 

causar doença em humanos. Originalmente a classificação dos parasitos do 

gênero Leishmania era feita com base na morfologia, na patogenia e na 

distribuição geográfica (Adler 1964; Lainson & Shaw 1972; Lainson & Shaw 

1973). Atualmente os parasitos são classificados em dois subgêneros: 

Leishmania e Viannia, de acordo com o desenvolvimento dos parasitos no 

inseto vetor e com base em marcadores moleculares filogenéticos (Lainson, 

Ward, and Shaw 1987; Shaw et al. 1991; Boité et al. 2012).   

   

1.1   Epidemiologia 

 

 Recentemente, 98 países, distribuídos na Europa, África, Ásia, 

Américas e Oceania, reportaram a transmissão endêmica de leishmanioses; 

doenças que afetam principalmente populações pobres e marginalizadas. As 

leishmanioses são a segunda doença parasitária que causa maior mortalidade 

- cerca de 20.000 a 30.000 mortes anuais - ficando atrás apenas da malária. 

Anualmente são reportados mais de 58.000 casos de LV e 220.000 casos de 

LT. Entretanto, devido às altas taxas de subnotificação, estima-se que 

ocorram anualmente mais de 2 milhões de casos de leishmaniose (Alvar et al. 

2012; Kevric, Cappel, and Keeling 2015).  

 Enquanto a LT apresenta distribuição geográfica ampla, com a maioria 

dos casos ocorrendo no Afeganistão, Argélia, Brasil, Colômbia, Irã, Síria, 

Etiópia, Sudão do Norte, Costa Rica Paquistão e Peru; a LV apresenta alta 

concentração de casos, sendo mais de 90 % dos casos ocorrem em apenas 6 

países: Índia, Somália, Sudão, Sudão do Sul, Brasil e Etiópia (Alvar et al. 
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2012; WHO, 2014). A Figura 1 esquematiza a distribuição geográfica mundial das 

principais espécies Leishmania, seus vetores e reservatórios.  

 No Brasil as leishmanioses são doenças de notificação compulsória e 

constituem um grave problema de saúde pública, estando amplamente 

distribuídas por todo território nacional (Ministério da Saúde 2016). Nos 

últimos anos o número de casos da doença vem aumentando. No período de 

2003 a 2007, foram reportados uma média de 3.481 casos de LV e 26.008 

casos LT por ano no país, sendo que em 2006 a taxa de mortalidade por LV 

reportada no país foi de 7,2 %. Estima-se que nesse mesmo período possam 

ter ocorrido até 6.300 casos anuais de LV e até 119.600 de LT (Alvar et al. 

2012; Karagiannis-Voules et al. 2013). 

 A ocorrência dos casos de leishmaniose se correlaciona diretamente 

com variáveis socioambientais e socioeconômicas, de forma que as 

populações pobres são as mais afetadas pela doença. As áreas com as 

maiores incidências de casos de LT no Brasil são áreas de desmatamento e 

áreas que apresentam clima ameno e com alta umidade. Apresenta maior 

incidência em homens, no geral devido à exposição ocupacional (Ministério da 

Saúde 2013). Por outro lado, no caso da LV, o principal reservatório é o cão, e 

nos últimos anos a doença tem se tornado de caráter eminentemente urbano. 

A maior incidência de casos de LV ocorre em crianças menores de 10 anos, 

devido principalmente à imaturidade do sistema imunológico e à desnutrição. 

(Karagiannis-Voules et al. 2013; Ministério da Saúde 2014). 

 A busca por alternativas para controle e erradicação das leishmanioses 

é considerada uma prioridade pela Organização Mundial da Saúde (WHO 

2012). 
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Figura 1. Distribuição geográfica das principais espécies de Leishmania, seus vetores e reservatórios. L: Leishmania; V: Vetores; R: Reservatórios 
(Adaptado de Akhoundi et al. 2016)
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1.2   Ciclo biológico e interação parasito-hospedeiro  

 

 Os parasitos do gênero Leishmania possuem ciclo heteroxênico, passando 

por um hospedeiro invertebrado e por um hospedeiro vertebrado. Os hospedeiros 

vertebrados são mais comumente os roedores, canídeos, edentados, marsupiais, 

procionídeos, ungulados primitivos e primatas, incluindo o homem (Figura 1). 

Os flebotomíneos, insetos hematófagos da subfamília Phlebotominae são os 

hospedeiros invertebrados. De forma simplificada, no Velho Mundo (Europa, 

África e Ásia) os parasitos do gênero Leishmania são transmitidos por 

espécies do gênero Phlebotomus, enquanto que no Novo Mundo (Américas e 

Oceania) as espécies do gênero Lutzomyia fazem esse papel (Desjeux 1996; 

Quinnell and Courtenay 2009; Stockdale and Newton 2013; Akhoundi et al. 

2016). Dentre as mais de 800 espécies de flebotomíneos descritas, 

aproximadamente 375 são encontradas no Velho Mundo e cerca de 464 no Novo 

Mundo. Dentre estas, 31 são comprovadamente capazes de transmitir Leishmania 

no Velho Mundo e 47 no Novo Mundo, sendo que esse número pode ser bem 

maior (Seccombe et. al 1993; Galati 2003). O esquema do ciclo da leishmaniose 

pode ser observado na Figura 2. 

 Nos flebotomíneos as leishmanias são encontradas como promastigotas, 

móveis e delgadas, com 10 a 40 M de comprimento, um longo flagelo em sua 

porção anterior e núcleo arredondado na região mediana ou anterior. O 

cinetoplasto, que encerra o DNA mitocondrial, localiza-se entre a região anterior e 

o núcleo (Hoare and Wallace 1966; Gossage, Rogers, and Bates 2003; Ambit et al. 

2011; Wheeler, Gluenz, and Gull 2011). 

 Promastigotas dos diferentes subgêneros (Leishmania e Viannia) 

apresentam comportamentos distintos em seus vetores. Espécies do subgênero 

Leishmania se desenvolvem em regiões do trato digestivo anteriores ao piloro, em 

especial no intestino médio. Por outro lado, os parasitos do subgênero Viannia, 

encontrados no Novo Mundo, iniciam seu desenvolvimento no vetor em regiões 

posteriores do trato digestivo e depois migram para porções anteriores 

(Lainson, Ward, and Shaw 1987). 

 A multiplicação das formas promastigotas, por divisão binária simples, 

ocorre no sentido ântero-posterior do parasito. A divisão e segregação do núcleo e 

do cinetoplasto não ocorrem de forma sincronizada, e, em diferentes espécies de 

Leishmania, esses eventos podem ocorrem em ordens variadas. Em L. major e L. 



 

22 
 

tarentolae a divisão do cinetoplasto se completa antes do fim da divisão nuclear. Já 

em L. mexicana e L. donovani esses eventos ocorrem em ordem inversa. A 

duplicação do flagelo em L. major termina antes da duplicação do cinetoplasto, 

como podemos observar na Figura 3 (Simpson 1964; Havens et al. 2000; 

Tammana et al. 2010; Minocha 2011; Wheeler, Gluenz, and Gull 2011; Ambit et al. 

2011). 

 

 

 

  

Figura 2. Ciclo biológico da Leishmania. Formas promastigotas metacíclicas de 
Leishmania são transmitidas para os hospedeiros vertebrados durante o repasto 
sanguíneo de fêmeas de flebotomíneos. As promastigotas são fagocitadas por 
macrófagos e no interior do fagolisossomo se transformam em amastigotas. As 
amastigotas se multiplicam e saem dos macrófagos, podendo infectar outros 
macrófagos ou serem transmitidas para fêmeas de flebotomíneos. No trato digestivo 
dos flebotomíneos, as formas amastigotas se diferenciam em promastigotas que 
passam por processo de divisão. Posteriormente, se transformam em promastigotas 
metacíclicas, infectantes, que não se dividem. Essas formas migram para a válvula 
do estomodeu do vetor, sendo então transmitidas durante o repasto sanguíneo 
(Adaptado de Sacks & Noben-trauth 2002). 
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Figura 3. Representação esquemática das configurações morfológicas de 
promastigotas de L. major ao longo do ciclo celular. Na figura estão representados o 
número de núcleos (N), de cinetoplastos (K) e de flagelos (F) em cada configuração. 
Também estão indicadas as porcentagens da população correspondentes a cada 
configuração. Os asteriscos indicam se a organela se encontra em S ou G2; M indica 
mitose nuclear e K indica divisão do cinetoplasto (D). A) Configurações mais 
abundantes na população; B) Configurações menos frequentes que foram omitidas 
em A. (Adaptado de Ambit et. al, 2011). 
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Figura 4. Critério morfológico usado para discriminar entre as diferentes formas 
promastigotas de L. infantum. (Adaptado de Lei & Romine, 2010) 

 

 No vetor as promastigotas passam por vários estágios de desenvolvimento, 

caracterizados por alterações morfológicas e funcionais. Nesse processo, 

denominado metaciclogênese, os parasitos se apresentam inicialmente como 

promastigotas procíclicas, que se diferenciam sequencialmente em formas 

nectomonadas, haptomonadas, leptomonadas e por fim em promastigotas 

metacíclicas (Kamhawi 2006) (Figura 4). As promastigotas metacíclicas têm o 

corpo pequeno, flagelo muito longo e se movimentam rapidamente. Essas formas 

estão são transmitidas para os vertebrados pela picada das fêmeas de 

flebotomíneos (Sacks and Perkins 1984). De forma semelhante ao que ocorre 

no ciclo natural da doença, em cultura as formas leptomonadas predominam 

durante a fase logarítmica de crescimento (Lei, Romine, and Beetham 2010; 

Lei et al. 2010) e as formas metacíclicas estão presentes durante a fase 

estacionária, sendo aquelas com maior capacidade de infecção (Sacks & 

Perkins 1984,1985; Gossage et al. 2003). 

 Durante o repasto sanguíneo, além de inocular as formas promastigotas 

metacíclicas, os flebotomíneos também inoculam saliva, que tem papel 

fundamental no sucesso do repasto sanguíneo: nela está presente uma 

variedade de substâncias, como anticoagulantes, peptídeos vasodilatadores, 

e substâncias para impedir a agregação plaquetária (Ribeiro et al. 1988; 

Charlab et al. 1999; Ribeiro et al. 2003). Além disso, a saliva é responsável 

por modular a resposta imune do hospedeiro, diminuindo a ativação de 

linfócitos T e inibindo a produção de oxido nítrico (NO) e peróxido de 

hidrogênio (H2O2) pelos macrófagos, favorecendo a infecção por Leishmania 

(Theodos & Titus 1993; Hall and Titus 1995; Soares et al. 1998).  
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 Ao serem inoculadas no hospedeiro vertebrado, as promastigotas são 

fagocitadas por neutrófilos, que são as primeiras células a serem atraídas 

para o sítio da picada, e posteriormente por macrófagos e células dendríticas 

(Rittig and Bogdan 2000). Os neutrófilos podem também matar os parasitos 

pela liberação de NETs (neutrophil extracellular traps) que são compostas de 

DNA, histonas e proteínas, como a elastase (Guimarães-Costa et al. 2009; 

Rochael et al. 2015). Os neutrófilos infectados podem ser fagocitados por 

macrófagos e contribuem para que as leishmanias entrem de forma silenciosa 

nessas células (teoria do “Cavalo de Tróia”) (van Zandbergen et al. 2004; 

Peters et al. 2008; Gueirard et al. 2008; Ribeiro-Gomes et al. 2012).  

 Diferentes espécies de Leishmania podem interagir com diferentes 

receptores do macrófago, como receptores do complemento, receptores de 

manose, receptores de fibronectina ou receptores de imunoglobulinas Fcγ 

(Uenoa and Wilson 2013). A infectividade das leishmanias depende de vários 

fatores presentes em sua superfície como por exemplo a metaloprotease 

GP63 e o lipofosfoglicano (LPG), pois essas moléculas são importantes alvos 

para várias opsoninas, atraindo neutrófilos e monócitos para o sítio de picada 

e favorecendo a internalização dos parasitos (Olivier et al. 2012). Além disso, 

GP63, é um fator de virulência, presente em ambas formas dos parasitos 

(Schneider et al. 1992), que auxilia na aderência dos parasitos aos 

macrófagos (Brittingham et al. 1999) e também interfere em vias de 

sinalização dessas células (Olivier et al. 2012). O LPG também é um 

importante fator de virulência, sendo um dos componentes mais abundantes 

na superfície das formas promastigotas (Turco & Descoteaux, 1992). Nos 

hospedeiros vertebrados o LPG é responsável, por exemplo, por prevenir a 

lise dos parasitos pelo sistema complemento (Puentes et al. 1989) e por 

interferir na resposta anti-inflamatória (Becker et al. 2003). 

 Outros fatores importantes para internalização das leishmanias são: (I) a 

composição da membrana plasmática do macrófago, sendo o colesterol e os 

microdomínios de lipídio essenciais para a infecção; e (II) a integridade do 

citoesqueleto de actina dos macrófagos (Liu, Uzonna, and Bengoechea 2012; 

Duque and Descoteaux 2015; Podinovskaia and Descoteaux 2015).  

 Após a internalização, os fagolisossomos do macrófago contendo as 

leishmanias se fundem com lisossomos, formando fagolisosomos, ricos em 

enzimas hidrolíticas e com baixo pH. Além disso, os macrófagos produzem 
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óxido nítrico (NO) e espécies reativas de oxigênio (ROS) como por exemplo o 

radical superóxido (O2
-), o peróxido de hidrogênio (H2O2), o e o peroxinitrito 

(ONOO-), que são responsáveis por eliminar os patógenos fagocitados (Lima-

Junior et al. 2013). Outros fatores de estresse no novo hospedeiro são o 

aumento da temperatura e a mudança na disponibilidade de nutrientes. No 

entanto, a Leishmania desenvolveu uma série de mecanismos para sobreviver 

e replicar nesse microambiente hostil: as promastigotas se diferenciam em 

formas amastigotas, que são arredondadas e medem de 3 a 4 M. Possuem 

núcleo grande e arredondado, cinetoplasto em bastonete e flagelo vestigial 

intracitoplasmático, que raramente pode ser observado. As amastigotas possuem 

taxas de crescimento mais baixas e um metabolismo distinto, com diminuição 

da utilização de glicose e aminoácidos e aumento da β-oxidação de ácido 

graxos (Mcconville et al. 2007; Naderer and Mcconville 2008; Naderer and 

Mcconville 2011; Podinovskaia and Descoteaux 2015).  

 As leishmanias possuem uma via antioxidante única e muito eficiente, 

que se baseia na síntese e redução da tripanotiona, que reduz as espécies 

reativas de oxigênio produzidos pelo macrófago. As leishmanias também 

expressam a enzima ferro-superóxido dismutase, que transforma o O2
- em 

H2O2; e as enzimas triparredoxina e peroxirredoxina, as quais têm importante 

papel na redução do H2O2 (Krauth-siegel and Comini 2008; Assche et al. 

2011).  

 Outros mecanismos de escape utilizados pelas leishmanias incluem a 

interferência na sinalização celular dos macrófagos; a subversão das vias de 

sinalização dos receptores Toll-like; a contenção do processo inflamatório; o 

controle da apresentação de antígenos; a redução da ativação dos 

macrófagos; a modulação da produção de citocinas e quimiocinas; a 

modificação das respostas de linfócitos T e a indução de autofagia (Gupta, 

Oghumu, and Satoskar 2013; Podinovskaia and Descoteaux 2015). 

 O tamanho do vacúolo parasitóforo pode variar, dependendo da espécie 

de Leishmania. Enquanto que para L. donovani, L. major e L. infantum cada 

parasito se encontra em um pequeno vacúolo, parasitos das espécies L. 

amazonensis e L. mexicana se encontram em um único vacúolo grande, 

comum para todas as amastigotas presentes naquela célula (Antoine et al. 

1998; Courret et al. 2002). Após sucessivas multiplicações das amastigotas no 

interior dos macrófagos ocorre a última etapa no ciclo de vida das leishmanias: a 
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liberação das amastigotas, as quais podem ser então internalizadas por outros 

macrófagos ou infectar flebotomíneos durante o repasto sanguíneo. A liberação 

pode ocorrer com ou sem morte da célula hospedeira. Ao evadir, as leishmanias 

retêm componentes da célula hospedeira em sua superfície (de forma que não 

ocorre exposição ao meio extracelular) e são seletivamente internalizadas por 

macrófagos adjacentes. Essa transferência célula-célula também constitui um 

ponto fundamental para o estabelecimento do parasito no hospedeiro, pois permite 

escapar do sistema imune e modular a produção de citocinas (Real et al. 2014). 

   

1.3  Formas clínicas 

  

 As leishmanioses podem se manifestar de diferentes formas, que são 

didaticamente divididas em leishmaniose tegumentar (LT) e leishmaniose visceral 

(LV). Tanto a LT quanto a LV são doenças espectrais, sendo que a LT pode ser 

subdividida em leishmaniose cutânea, leishmaniose mucosa e leishmaniose 

difusa; enquanto que a LV pode se apresentar como assintomática, 

oligossintomática ou clássica. Vários fatores contribuem para ocorrência dessas 

diferentes formas clínicas: características do vetor, como composição da saliva e 

inóculo de Leishmania; características da espécie de Leishmania, como tropismo e 

virulência; e características do hospedeiro, como a idade, o estado nutricional e o 

status imunológico (Herwaldt 1999; Murray et al. 2005; Lipoldová and Demant 

2006).  

 A resposta imune está intimamente relacionada com o desenvolvimento 

de diferentes formas clínicas. As respostas iniciais do sistema imune 

adaptativo contra a infecção por Leishmania são protagonizadas por 

neutrófilos, células dendríticas e macrófagos. Posteriormente ocorre a 

ativação dos linfócitos, efetores das respostas imunes adaptativas celular e 

humoral. Como a Leishmania é um parasito intracelular, a resposta humoral 

não tem papel importante no controle da doença, e a resolução da infecção 

depende da resposta imune celular (Frederick P Heinzel et al. 1991; P. Scott 

and Farrell 1998; D. Sacks and Noben-trauth 2002; Rostami et al. 2010; Scott 

& Novais 2016).  

 Classicamente, a resposta imune protetora contra Leishmania é do tipo 

TH1 (T helper 1), na qual a produção de interleucina 12 (IL-12) por células 

dendríticas ativa linfócitos T auxiliares (CD4+) e linfócitos T citotóxicos (CD8+). 
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A produção de interferon-γ (IFN-γ), IL-2 e fator de necrose tumoral (TNF-α) 

por linfócitos T CD4+ ativa macrófagos e elicita a produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS), resultando na morte do parasito (Frederick P 

Heinzel et al. 1991; F P Heinzel et al. 1993; Sypek et al. 1993; Moura et al. 

2005). Por outro lado, um aumento da resposta do tipo TH2 (T helper 2), com 

alta produção de IL-4, IL-10 e anticorpos, está relacionada com a maior 

suscetibilidade à infecção e desenvolvimento de formas mais graves da 

doença (Chatelain, Varkila, and Coffman 1992).  

 Essa dicotomização foi inicialmente demonstrada em camundongos, 

mas recentemente tem sido proposta uma maior complexidade da resposta 

imune contra leishmaniose, sendo necessário um balanço entre as respostas 

TH1 e TH2. Uma resposta do tipo TH1 exacerbada está relacionada com uma 

imunopatologia severa e, por outro lado, a produção basal de citocinas anti-

inflamatórias na resposta TH2 pode acelerar o processo de cicatrização (B. Y. 

P. Scott et al. 1988; Frederick P Heinzel et al. 1991; D. Sacks and Noben-

trauth 2002; Scott & Novais 2016; Maspi, Abdoli, and Ghaffarifar 2016). 

 

1.3.1 Leishmaniose Cutânea: 

 As principais espécies que causam leishmaniose cutânea no Brasil são 

Leishmania braziliensis, L. amazonensis e L. guyanensis. A leishmaniose 

cutânea é caracterizada por lesões ulceradas locais, únicas ou múltiplas, com 

bordas elevadas e fundo granulomatoso (Ministério da Saúde 2013; Kevric, 

Cappel, and Keeling 2015). Apesar das lesões serem classicamente consideradas 

como indolores, atualmente podemos considerar que o paciente pode ou não 

apresentar dor, dependendo da cepa do parasito, carga parasitária e da resposta 

imune do hospedeiro (Borghi et al. 2017).  

 As respostas do tipo TH1 e TH2 na leishmaniose cutânea são balanceadas, 

de forma que o paciente geralmente responde bem ao tratamento e pode até 

mesmo apresentar cura espontânea. Por outro lado, apesar do tratamento, os 

parasitos podem persistir na cicatriz da lesão e nos linfonodos, podendo gerar uma 

reativação em período de imunossupressão (Reithinger et al. 2007; Nylén & 

Eidsmo 2012; Scott & Novais 2016). 
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1.3.2 Leishmaniose mucosa: 

 A leishmaniose mucosa é uma manifestação clínica severa, causada 

principalmente por leishmanias do Novo Mundo, como L. braziliensis e L. 

guyanensis. Possui caráter altamente inflamatório devido a uma resposta TH1 

exacerbada, com elevada citotoxicidade, elevada produção de ROS e altos níveis 

de citocinas pró-inflamatórias (Bacellar et al. 2002; Scott & Novais 2016). Poucos 

parasitos são encontrados nas lesões, mas, por outro lado, ocorre extensa lesão 

tecidual, com rápida destruição das mucosas nasal e oral e da cavidade faríngea. 

As lesões são altamente desfigurantes e geram grande sofrimento e estigma social 

por toda vida (Reithinger et al. 2007; Nylén & Eidsmo 2012; Ministério da Saúde 

2013). 

 

1.3.3 Leishmaniose disseminada: 

 A leishmaniose disseminada é a forma menos frequente e constitui o polo 

anérgico da LT, sendo causada por L. amazonensis. Também é uma forma 

severa, que ocorre em indivíduos com defeito na resposta imune celular. Esses 

indivíduos apresentam um predomínio da resposta do tipo TH2, de caráter anti-

inflamatório. Os pacientes apresentam cargas parasitárias muito elevadas, altos 

níveis de anticorpos e elevados níveis de IL-10 (Nylén & Eidsmo 2012; Scott & 

Novais 2016). As lesões, que não curam de forma espontânea, são disseminadas 

por toda pele em semelhança às da hanseníase lepromatosa. A ulceração não é 

característica dessa forma, mas pode ocorrer (Ministério da Saúde 2013). 

 

1.3.4 Leishmaniose Visceral: 

 No Brasil o agente etiológico da LV é a L. infantum. A LV pode ser 

classificada em assintomática, oligossintomática e LV clássica. Na LV clássica 

são acometidos principalmente fígado, baço e medula óssea, e os pacientes 

apresentam pancitopenia, linfadenopatia, hepatoesplenomegalia, perda de 

peso e febre. É uma forma extremamente grave e normalmente letal caso não 

seja tratada (Ministério da Saúde 2014). Um importante fator de complicação 

para LV é a co-infecção com HIV. Pacientes com HIV têm maior chance de 

desenvolver a forma clássica da LV, devido à diminuição tanto da resposta 

humoral quanto celular. Pacientes co-infectados apresentam formas mais 

severas da LV além de poder manifestar apresentações atípicas da LV, como 

por exemplo presença de parasitos no intestino, cavidade oral, pele e 
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pulmões. Da mesma forma, pacientes com leishmaniose apresentam maior 

susceptibilidade ao HIV e uma progressão mais rápida da AIDS. Além disso, o 

tratamento desses pacientes é menos eficaz e com maior risco de apresentar 

reativação da LV. Condições semelhantes são observadas em pacientes 

transplantados ou acometidos por doenças autoimunes (Saporito et al. 2013; 

Griensven et al. 2014). 

 Na LV clássica existe um perfil misto das respostas TH1 e TH2, mas com 

predomínio de TH2, favorecendo a sobrevivência dos parasitos. Por outro lado, 

indivíduos assintomáticos apresentam indução de uma resposta do tipo TH1 

(Nylén & Sacks 2007). Os dois principais órgãos acometidos pela LV, fígado e 

baço, desenvolvem respostas específicas: enquanto o fígado produz 

granulomas em torno das células de Kupffer, de forma a resistir à infecção, o 

baço se torna um local de persistência dos parasitos. Os granulomas no 

fígado são um ambiente inflamatório, com elevada produção de IFN-γ e TNF-

α, que estimulam as células de Kupffer a produzir ROS, o que controla a 

proliferação dos parasitos (Rodrigues et al. 2016). Já no baço são produzidas 

grandes quantidades de TNF e IL-10. Altos níveis de IL-10 – que é uma 

citocina regulatória, produzida para evitar danos teciduais decorrentes da 

inflamação exacerbada – estão intimamente relacionados com a replicação 

dos parasitos e progressão da doença (Nylén & Sacks 2007; Stanley and 

Engwerda 2007; Rodrigues et al. 2016).  

 

1.4  Diagnóstico 

 

 O diagnóstico laboratorial das leishmanioses pode ser feito por meio de 

métodos parasitológicos, sorológicos ou moleculares. O diagnóstico de certeza é 

dado pelos métodos parasitológicos (diretos), nos quais é investigada a presença 

do parasito. Em pacientes com LT o diagnóstico parasitológico é feito por meio do 

achado do parasito em raspado de lesão, biópsia e punção aspirativa. A partir a 

biópsia são realizados imprint, cortes histológicos, cultura e PCR; a punção 

aspirativa é usada para preparar lâminas e para realizar a cultura e a PCR. A partir 

dos raspados são preparadas lâminas. No caso da LV, a detecção é realizada em 

amostras de biópsia da medula óssea, linfonodo, baço ou fígado; mas esses 

métodos são extremamente invasivos e possuem sensibilidade variável (Chappuis 

et al. 2007; Ameen 2010; Elmahallawy et al. 2014; CDC 2016). 
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 Os exames imunológicos que podem ser usados para o diagnóstico das 

leishmanioses são a imunofluorescência (RIFI), o Ensaio Imunoenzimático 

(ELISA), o teste de aglutinação e o Western blot. Uma das principais limitações 

dos exames sorológicos é a detecção dos anticorpos em indivíduos curados ou em 

indivíduos saudáveis de áreas endêmicas. A sorologia tem pouca utilidade no 

diagnóstico da LT, mas na LV a RIFI e o ELISA são invariavelmente reativos 

(Chappuis et al. 2007; Ameen 2010; Elmahallawy et al. 2014). No Brasil, os kits de 

diagnóstico para leishmaniose humana e canina são produzidos pela Fundação 

Oswaldo Cruz em Bio-Manguinhos. Para diagnóstico da leishmaniose humana é 

usada a RIFI e para o diagnóstico de leishmaniose canina o teste rápido (DPP®) e 

o ELISA (Fiocruz 2014). 

 A intradermoreação (Teste de Montenegro) é usada como método 

diagnóstico para LT, mas na LV é frequentemente negativa. O teste apresenta 

resultado falso positivo para pacientes que já realizaram o teste anteriormente, e 

apresenta reação cruzada com doença de Chagas, hanseníase, tuberculose, 

esporotricose e cromomicose. Apresenta resultado falso negativo para 

imunossuprimidos e no início da infecção (Borges et al. 2003; Ministério da Saúde 

2013). 

 O diagnóstico molecular por meio da reação em cadeia da polimerase 

(PCR) apresenta sensibilidade e especificidade elevadas, sendo capaz de detectar 

o DNA dos parasitos antes mesmo do aparecimento dos sinais clínicos da LV. A 

PCR também pode ser usada no diagnóstico da LT, sendo capaz de determinar a 

espécie de Leishmania, o que é útil principalmente em regiões onde várias 

espécies coexistem (Dawit, Girma, and Simenew 2013; Ministério da Saúde 2013).  

 

1.5 Tratamento 

 

 As drogas de primeira escolha para a quimioterapia das leishmanioses 

são fármacos antimoniais pentavalentes (SbV): antimoniato de N-

metilglucamina (Glucantime®) e o estibogluconato sódico (Pentostam®); e a 

Anfotericina B, nas formulações desoxicolato e lipossomal. O tratamento 

possui várias limitações, como alta toxicidade, alto custo (no caso da anfotericina 

B lipossomal), a dificuldade de administração e a ocorrência de cepas 

resistentes. Outras drogas também utilizadas no tratamento das 

leishmanioses são: Pentamidina, a Miltefosina e a Paromomicina, além de 

https://www.bio.fiocruz.br/index.php/produtos/reativos/testes-rapidos/dppr-leishmaniose-canina


 

32 
 

combinações de drogas (Herwaldt 1999; Croft, Sundar, and Fairlamb 2006). 

Tratamentos alternativos vêm sendo testados, mas se baseiam principalmente 

em reformulações e em reposicionamento de fármacos, especialmente devido 

a lacunas na compreensão da biologia das diferentes espécies de Leishmania 

e da resposta imunológica do hospedeiro (Sundar and Singh 2016). 

 

1.6 Prevenção e Controle  

 

 A diminuição do número de casos de leishmaniose é uma tarefa complexa 

que requer que medidas de prevenção e de controle sejam tomadas de forma 

integrada. Como o tratamento dos pacientes tem pouco impacto na 

epidemiologia das leishmanioses do Novo Mundo, para diminuição dos casos 

são fundamentais: a educação em saúde, o controle dos vetores e o controle dos 

reservatórios. O controle vetorial é realizado principalmente por meio da limpeza 

urbana, com a retirada de entulhos e de depósitos de lixo para eliminar os locais 

de proliferação do vetor. Também pode ser realizado o uso de inseticidas no 

domicílio e peridomicílio, mas já existem relatos de casos de resistência dos 

vetores aos inseticidas organoclorados, organofosforados e piretróides. É 

recomendado utilizar medidas de proteção individual e evitar exposição nos 

horários de maior atividade do vetor: crepúsculo e noite (Ministério da Saúde 2014; 

World Health Organization 2010). 

 Para o controle dos reservatórios caninos no Brasil é recomendada a 

eutanásia de todos os cães soropositivos e/ou com exame parasitológico positivo 

(Ministério da Saúde 2013). Entretanto, a demora para a realização do diagnóstico, 

o longo tempo entre o diagnóstico e a eutanásia, a baixa sensibilidade dos testes 

diagnósticos e o exame de apenas parte da população canina torna essa medida 

ineficaz, já que os cães infectados, mesmo assintomáticos, têm papel ativo na 

transmissão da leishmaniose (Dietzi et al. 1997; Palatnik-de-Sousa et al. 2001; 

Gontijo & Melo 2004). Uma diminuição significativa do número de casos só ocorre 

quando essa medida é aplicada em conjunto com outras medidas de prevenção e 

controle (Magalhães et al. 1980, Ashford et al. 1998; Barata et al. 2011).  

 De acordo com a Portaria Interministerial n° 1.426 de 11 de Julho de 2008 é 

proibido o tratamento de cães infectados com medicamentos usados no 

tratamento de humanos devido à baixa eficácia (os cães não apresentam cura 

parasitológica e continuam transmitindo a doença) e devido à possibilidade de 
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desenvolvimento de parasitos resistentes (Gómez Pérez et al. 2016). 

Recentemente o Ministério da Saúde e o Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento emitiram nota técnica permitindo o uso veterinário do Milteforan 

(Miltefosina) no país, já que no Brasil a droga não é utilizada para tratamento da 

leishmaniose humana. A nota emitida no ano de 2016 ressalta que o tratamento de 

cães não configura uma medida de saúde pública para controle da leishmaniose 

visceral (MAPA/MS 2016). 

 A proteção dos cães pode ser feita por meio do uso de inseticidas locais 

(coleiras impregnadas com deltametrina), ou pela vacinação (Solano-gallego et al. 

2009; World Health Organization 2010; Maroli et al. 2010; Otranto and Dantas-

torres 2013; Ministério da Saúde 2014). A vacina canina Leish-Tec®, composta 

pela proteína recombinante A2 e saponina, foi aprovada pelo Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento e pelo Ministério da Saúde, e está 

atualmente disponível no mercado (Fernandes et al. 2008; Barreto et al. 2014; 

Souza et al. 2014).  

 

 

1.7 Vacina 

 

 Diante dos inúmeros desafios enfrentados na prevenção e controle das 

leishmanioses, o desenvolvimento de uma vacina humana eficaz e acessível é 

a melhor estratégia para o controle dessa grave doença. Mas, apesar do 

grande esforço empregado nos últimos anos, ainda não existe nenhuma 

vacina disponível para uso humano. As principais questões a serem 

solucionadas são o custo elevado, a complexidade antigênica dos parasitos e 

a grande complexidade de respostas produzidas pelo hospedeiro (Evans and 

Kedzierski 2012; Singh and Sundar 2012; Duarte et al. 2016; Srivastava et al. 

2016). No entanto, alguns fatos indicam a possibilidade de se desenvolver 

uma vacina contra as leishmanioses: (I) existem formas subclínicas de 

leishmaniose nas quais a resposta imune controla a infecção (Zijlstra et al. 

1994) e, (II) o hospedeiro é capaz de gerar células de memória após infecção 

por Leishmania e se tornar resistente no caso de uma segunda exposição 

(Zaph et al. 2004).  

 As primeiras tentativas de se desenvolver uma vacina contra a 

leishmaniose datam do século XX na ex-União Soviética, Ásia e Oriente 
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Médio, onde era realizado o inóculo de L. major virulenta em regiões do corpo 

que não ficavam expostas, a fim de se desenvolver imunidade contra 

infecções subsequentes (Nadim et al. 1988; Nadim, Javadian, and Mohebali 

1997; Dunning 2009). Essa prática, conhecida como leishmanização, apesar 

de eficiente, foi abandonada devido a questões de segurança, éticas, 

problemas no controle de qualidade (como a perda de virulência dos parasitos 

após sucessivas passagens in vitro), e devido à persistência do parasito no 

hospedeiro, o que é uma questão grave, principalmente em pacientes com 

supressão do sistema imune (Amini 1991; Housseini, Hatam, and Ardehali 

2005; Yazdanpanab et al. 2006; Khamesipour et al. 2012). 

 A primeira geração de vacinas inclui, além do uso de parasitos 

virulentos, vacinas de parasitos mortos e de parasitos atenuados. Vacinas de 

parasitos mortos, apesar de seguras, não têm composição bem definida, 

apresentam baixa eficácia e não produzem respostas imunológicas 

duradouras (Streit et al. 2001). Por outro lado, as vacinas de parasitos vivos 

atenuados, consideradas padrão ouro contra patógenos intracelulares, são 

uma opção promissora no desenvolvimento de vacinas contra as 

leishmanioses. A infecção por Leishmania atenuada é semelhante à infecção 

por parasitos patogênicos, de forma que ocorre apresentação de vários 

antígenos do parasito para às células do sistema imune. Ao induzir uma 

infecção subclínica, as leishmanias atenuadas elicitam a geração de células 

de memória (Silvestre, Cordeiro, and Ouaissi 2008; Kaye and Aebischer 2011; 

Chhajer and Ali 2014; Srivastava et al. 2016). Além disso, vacinas de 

parasitos atenuados vivos são muito imunogênicas e dispensam o uso de 

adjuvantes (Mitchell et al. 1984; Gorczynski 1985; Rivier et al. 1993; Kimsey et 

al 1993; Daneshvar et al. 2003, Fiuza et al. 2015).  

 Ainda como estratégia para o desenvolvimento de vacinas vivas, 

podemos citar o uso da L. tarentolae. Apesar de não causar doença, essa 

espécie de Leishmania simula o curso natural de infecção das demais 

leishmanias e imunizações com L. tarentolae foram capazes de gerar 

proteção contra L. infantum (Breton et al. 2005). Na tentativa de melhorar a 

resposta induzida por L. tarentolae estudos têm sido conduzidos associando 

antígenos que podem ser expressos pela própria L. tarentolae (Mizbani et al. 

2010; Mizbani, Taslimi, and Zahedifard 2011; Saljoughian et al. 2013; 

Zahedifard et al. 2014; Katebi et al. 2015; Shahbazi et al. 2015).  
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 Ao longo dos anos, várias técnicas foram utilizadas para realizar 

atenuação de Leishmania, como exposição à radiação, a altas temperaturas 

ou a drogas (Nagill and Kaur 2011). Atualmente, por conhecer o genoma de 

várias espécies de Leishmania é possível realizar modificações definidas por 

meio de deleções de genes específicos para assim obter parasitos atenuados 

(Silvestre, Cordeiro, and Ouaissi 2008; Dunning 2009; Chhajer and Ali 2014; 

Srivastava et al. 2016). Além da obtenção de parasitos atenuados por deleção 

gênica, é possível introduzir no genoma da Leishmania “sequências suicidas”, 

que são responsáveis por matar os parasitos em resposta a um estímulo 

externo (Davoudi et al. 2005). 

 Vários parasitos nocautes já foram avaliados quanto a capacidade de 

gerar uma resposta protetora (Silvestre, Cordeiro, and Ouaissi 2008). Para 

realizar atenuação podem ser deletados genes essenciais para o parasito, 

genes relacionados com a divisão celular ou fatores de virulência 

(Selvapandiyan et al. 2014). Como exemplo, podemos citar os parasitos 

deficientes em centrina, uma proteína do citoesqueleto, envolvida na divisão 

celular, cuja deleção resulta na atenuação específica das formas amastigotas 

intracelulares, mas não das promastigotas (Selvapandiyan et al. 2001; 

Selvapandiyan et al. 2004). Imunizações com parasitos nocautes para 

centrina foram capazes de promover uma resposta imune protetora duradoura 

em camundongos, hamsters e cães (Selvapandiyan et al. 2009; Fiuza et al. 

2013;  Fiuza et al. 2015; Fiuza et al. 2016; Bhattacharya et al. 2016). Parasitos 

com deleções de gene que codificam para enzimas do metabolismo das 

poliaminas, como espermidina, ornitina descarboxilase e tripanotiona 

redutase, também mostraram menor virulência in vitro e in vivo, pois essa é 

uma via essencial para regulação do estresse oxidativo nos 

tripanossomatídeos (Dumas et al. 1997; Boitz et al. 2009; Gilroy et al. 2011). 

Outro exemplo de parasitos atenuados são os nocautes para fatores de 

virulência, como parasitos nocautes para lipofosfoglicanos (lpg1-/- e lpg2-/-) 

(Ryan et al. 1993; Huang and Turco 1993; Uzonna et al. 2004) e parasitos 

deficientes em cisteína-proteinases (Alexander, Coombs, and Jeremy 1998).  

 A maioria dos estudos de vacinas contra as leishmanioses se baseia 

nas vacinas de segunda geração, que englobam vacinas de composição bem 

definida, como por exemplo, vacinas de proteínas recombinantes e as vacinas 

de frações purificadas de Leishmania. As vacinas de segunda geração são 
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seguras e têm menor custo de produção, mas são menos imunogênicas e 

apresentam taxas variáveis de proteção, de acordo com a formulação, com o 

adjuvante usado e o modelo animal no qual foi testada (Duarte et al. 2016). 

Assim, além da escolha de um bom antígeno, a escolha do adjuvante é um 

passo essencial no desenvolvimento desse tipo de vacina, já que o adjuvante 

poderá direcionar a resposta imune. Adjuvantes como IL-12 recombinante, 

saponina, BCG, Monofosforil lípido A (MPL), CpG e vírus recombinantes são 

capazes de induzir uma resposta do tipo TH1 (Mutiso, Macharia, and Gicheru 

2010; Raman et al. 2012). As emulsões oleosas e os sais de alumínio, que 

são os adjuvantes mais empregados em vacinas de uso veterinário e humano, 

induzem produção de anticorpos, mas são fracos indutores da resposta do 

tipo TH1 (Coler and Reed 2005; Singh and Sundar 2012; Duarte et al. 2016; 

Srivastava et al. 2016).  

 Vários antígenos de Leishmania já tiveram sua capacidade imunogênica 

avaliada e, dentre os que ofereceram proteção em modelos animais, podemos 

citar: a proteína A2 (A. Ghosh, Zhang, and Matlashewski 2002; Coelho et al. 

2003; Zanin et al. 2007; Fernandes et al. 2008; Souza et al. 2014), cisteína-

proteinases (Rafati, Zahedifard, and Nazgouee 2006; Khoshgoo et al. 2008), 

HASPB (Stäger et al. 2000), KMP11 (Basu et al. 2005), LdSir2HP (Baharia et 

al. 2015), LeishF1 ou Leish-111f (Chakravarty et al. 2011), LeishH1 (Agallou et 

al. 2012), L3/L5 (Ramirez et al. 2014) e ORFF (Tewary et al. 2005). Levando 

em consideração que mais de um antígeno é geralmente necessário para se 

produzir uma resposta imune eficaz, também têm sido estudadas vacinas 

compostas de proteínas ou peptídeos de fusão (vacinas quiméricas) além de 

coquetéis de antígenos (Duarte et al. 2016; Srivastava et al. 2016). 

 Além das vacinas compostas por antígenos de Leishmania, um campo 

promissor é o estudo de vacinas compostas por proteínas da saliva dos 

vetores, que são capazes de induzir uma resposta do tipo TH1 (Giunchetti et 

al. 2008; Collin et al. 2009; Gomes et al. 2012; Zahedifard et al. 2014; Katebi 

et al. 2015; Oliveira et al. 2015).  

 Ainda como estratégia vacinal contra as leishmanioses podemos citar 

vacinas de DNA e as vacinas de células dendríticas. Várias vacinas de DNA 

têm sido estudadas, como vacinas para expressão dos antígenos LACK 

(Gurunathan et al. 1997), PapLe22 (Fragaki et al. 2001) e Kmp11 (Basu et al. 

2005); mas no geral conferem proteção apenas parcial. As vacinas de células 
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dendríticas podem ser administradas com antígenos de Leishmania e podem 

ser transformadas para expressar grandes quantidades de IL-12 e assim 

aumentar a proteção contra Leishmania (Ahuja et al. 1999). 

 

  

1.8 Genoma 

 

 O número de cromossomos varia entre as diferentes espécies do 

gênero: enquanto L. donovani, L. infantum e L. major possuem 36 

cromossomos, L. braziliensis possui 35 (devido à fusão dos cromossomos 20 

e 34) e L. mexicana possui 34 (devido à fusão dos cromossomos 8 e 29, e dos 

cromossomos 20 e 36) (Britto et al. 1998; Peacock et al. 2007). Apesar das 

espécies de Leishmania serem consideradas diplóides, a ploidia também varia 

entre as diferentes espécies e/ou cepas/isolados de uma mesma espécie. 

Trinta cromossomos de L. braziliensis, nove em L. infantum e um de L. 

mexicana são trissômicos. Os demais cromossomos de L. braziliensis são 

tetrassômicos, pentassômicos ou hexassômicos. L. infantum, L. major e L. 

mexicana possuem cada uma um cromossomo tetrassômico (Rogers et al. 

2011). O sequenciamento do genoma de isolados clínicos revelou que a 

ploidia das diferentes cepas de L. donovani é variável e altamente instável 

(Downing et al. 2011). Estudos em L. major demonstraram que a ploidia pode 

sofrer alterações inclusive durante a mitose, com o conteúdo cromossomal 

variando de célula para célula em uma mesma população (Sterkers et al. 

2011). Estes fenômenos ocorrem devido à grande plasticidade do genoma da 

Leishmania, que permite a duplicação de genes e até mesmo de 

cromossomos inteiros, gerando rápida diversidade entre os parasitos, o que 

os permite adaptar aos diferentes ambientes que encontra durante seu ciclo 

de vida (Sterkers et al. 2012; Lachaud et al. 2013).  

 Além do DNA nuclear, parasitos da ordem Kinetoplastidae apresentam o 

cinetoplasto, que consiste no DNA mitocondrial ou kDNA, presente na 

mitocôndria única desses parasitos. O kDNA é composto por maxicírculos e 

minicírculos de DNA concatenados e, assim como mitocôndrias de outros 

eucariotos, o kDNA contém sequências de RNA ribossomal e de componentes 

de complexos respiratórios (Borst and Hoeijmakers 1979; Lukes et al. 2002; B. 

Liu et al. 2005).  



 

38 
 

 O genoma destes organismos não apresenta introns, de forma que o 

DNA genômico pode ser utilizado como molde para realização da PCR. A 

organização genômica e os mecanismos de controle da expressão gênica da 

Leishmania são pouco usuais, em especial devido à transcrição policistrônica. 

Possuem as RNA polimerases I, II e III (Sadhukhan et al. 1997) e os pré-

mRNAs são processados para dar origem a RNAs maduros, por meio de 

transplicing e poliadenilação (Borst 1986; Lebowitz et al. 1993; Myler et al. 

1999; Martinez-Calvillo et al. 2003; Peacock et al. 2007). A expressão 

diferencial de genes em diferentes etapas do ciclo de vida desses parasitos é 

mediada por eventos pós-transcricionais; pela estabilidade dos RNAs; pela 

mobilidade do mRNA no polissomo e pela reciclagem de proteínas. Como o 

conteúdo genético das diferentes espécies é altamente conservado e poucos 

genes são espécie-específicos, muitas diferenças podem ser devido à 

expressão diferencial que conta com fatores epigenéticos. Dos mais de 8000 

genes preditos no genoma das diferentes espécies de Leishmania, cerca de 

40 % codificam proteínas hipotéticas de função desconhecida e vários outros 

são anotados com base na homologia com genes ortólogos (Peacock et al. 

2007; Martinez-Calvillo et al. 2010; Kazemi 2011). 

 Além da reprodução assexuada, parasitos do gênero Leishmania são 

capazes de realizar troca de material genético durante sua passagem pelo 

vetor (Pages et al. 1989; Panton et al. 1991; Akopyants et al. 2009; Calvo-

Álvarez et al. 2014). Estudos têm demonstrado que a reprodução sexuada 

ocorre com elevada frequência em Leishmania e que é uma estratégia 

reprodutiva natural desses parasitos (Inbar et al. 2013; Romano et al. 2014). 

No entanto, para melhor compreender o impacto evolutivo desse fenômeno na 

estrutura genética dos parasitos, são necessários estudos adicionais com 

ferramentas de genética populacional e marcadores genéticos adequados 

(Rougeron, Meeûs, and Bañuls 2016). 

   

1.9 Manipulação genética de Leishmania 

 

 Várias ferramentas podem ser usadas para manipulação genética de 

Leishmania. Em conjunto com o sequenciamento do genoma, a manipulação 

genética tem propiciado grandes avanços no conhecimento da função de 



 

39 
 

genes dos parasitos, da regulação de vias metabólicas e da biologia dos 

parasitos (Clayton 1999; Roberts 2011). 

 

1.9.1 Deleções 

 As deleções gênicas em Leishmania, muito utilizadas para estudar a 

função de genes, têm sido realizadas principalmente por meio de 

recombinação homóloga. Essa técnica consiste em substituir um gene alvo 

por um marcador de resistência a drogas, de forma a selecionar os parasitos 

nocautes. São transfectadas, por eletroporação, sequências que contêm o 

marcador de resistência a drogas e regiões que flanqueiam o gene alvo, para 

que ocorra a recombinação homóloga. Estando o gene em um cromossomo 

diplóide, para se obter o nocaute são necessárias duas transfecções, com 

marcadores que conferem resistência a dois antibióticos marcadores 

diferentes, para a substituição alélica. Ao utilizar essa técnica, cópias 

adicionais do gene alvo podem aparecer no genoma, devido à plasticidade 

desses parasitos, principalmente no caso da deleção de genes alvo 

essenciais (Sterkers et al. 2012; Lachaud et al. 2013). Após a deleção se faz 

necessário reinserir o gene no parasito nocaute, a fim de verificar que o 

fenótipo observado se deve realmente à deleção, e não à outra mutação não 

relacionada que possa ter ocorrido (Clayton 1999; Roberts 2011; Späth and 

Clos 2016). 

 Com o objetivo de aumentar a eficiência e a facilidade de edição gênica 

nos tripanosomatídeos, novas ferramentas surgiram recentemente, como o 

uso do sistema DiCre (Duncan et al. 2016) e do sistema CRISPR/Cas9 

(Sollelis et al. 2015; W. Zhang and Matlashewski 2015; W.-W. Zhang, 

Lypaczewski, and Matlashewski 2017). O Sistema DiCre, que teve origem a 

partir do sistema Cre-Lox, permite a deleção induzível de um alvo por meio da 

recombinação que ocorre entre duas sequências Lox, com excisão mediada 

pela recombinase dimerizável (DiCre) (Sauer 1987). Essa abordagem, assim 

como a recombinação homóloga, também não previne o aparecimento de 

cópias extras no genoma dos parasitos. O sistema DiCre também não tem 

grande utilidade na realização de deleções de genes multicópias, já que 

também exige que seja feita a transfecção com um cassete diferente para 

deleção de cada alelo. No entanto esse sistema, por permitir deleções 

induzíveis, se mostra como uma ferramenta muito útil para realizar estudos in 
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vivo de genes que são essenciais não só para amastigotas mas também para 

promastigotas (Duncan et al. 2016; Späth and Clos 2016).  

 O CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeat)-

Cas (CRISPR associated proteins) é um conjunto de repetições palindrômicas 

curtas encontradas no genoma de bactérias e Arqueas (Ishino et al. 1987; 

Jansen et al. 2002) que funcionam como sistema imune adaptativo desses 

organismos (Bolotin et al. 2005; Barrangou 2012). Recentemente foi descrito 

que o sistema CRISPR/Cas9 pode ser usado para realizar edição genômica 

com elevada eficiência (Jinek et al. 2013; Gasiunas et al. 2012), iniciando uma 

nova era na Biologia Molecular. De forma simplificada, no sistema 

CRISPR/Cas9 é realizada uma transfecção com um plasmídeo que contém 

sequência da endonuclease Cas9 e de um RNA guia (sgNA). O sgRNA irá se 

ligar ao DNA alvo, em uma região denominada protospacer, que deve ser 

localizada imediatamente antes de uma sequência NGG, denominada PAM 

(protospacer adjacent motif). A Cas9 reconhece a sequencia PAM e o sgRNA, 

e forma um complexo, que irá quebrar a fita dupla de DNA. De acordo com o 

mecanismo de reparo presente no organismo, erros serão inseridos na 

sequencia alvo (Lander, Chiurillo, and Docampo 2016). Recentemente, o 

sistema CRISPR/Cas9 foi utilizado para edição do genoma de L. major 

(Sollelis et al. 2015; W.-W. Zhang, Lypaczewski, and Matlashewski 2017), L. 

donovani (W. Zhang and Matlashewski 2015; W.-W. Zhang, Lypaczewski, and 

Matlashewski 2017) e L. mexicana (W.-W. Zhang, Lypaczewski, and 

Matlashewski 2017). Por meio do uso do CRISPR/Cas9 os parasitos nocautes 

podem ser facilmente selecionados com uma única transfecção (Lander, 

Chiurillo, and Docampo 2016). 

 

1.9.2 Silenciamento 

 A interferência de RNA (RNAi) é uma técnica muito usada para realizar 

o silenciamento de genes em diferentes organismos por meio da indução da 

degradação de um RNA mensageiro (mRNA) especifico. Um RNA dupla-fita e 

homólogo ao mRNA alvo é reconhecido e processado pela enzima Dicer e 

pela dsRBP (dsRNA binding protein). Uma das fitas do RNA é degradada e a 

outra é incorporada no complexo RISC (RNA-induced-silencing complex). 

Após reconhecer o mRNA homólogo, a enzima Argonauta faz a clivagem do 

alvo (Ullu, Tschudi, and Chakraborty 2004). Essa abordagem apresenta 



 

41 
 

vantagens, como o fato do alvo ser o mRNA, e assim o número de cópias do 

gene ser irrelevante na realização da técnica. Além disso, é possível reduzir a 

expressão dos genes de forma induzida, o que permite estudar genes 

essenciais. No entanto, em alguns casos só é possível obter uma redução 

parcial da expressão do gene, o que é a principal limitação da técnica (Kolev, 

Tschudi, and Ullu 2011). Apesar de ser uma técnica muito usada em estudos 

com Trypanosoma brucei, a maioria das espécies de Leishmania não possui 

maquinaria para realizar o RNAi, exceto por espécies do subgênero Viannia 

(Lye et al. 2010). 

 

1.9.3 Superexpressão 

 A superexpressão de proteínas endógenas ou a expressão de proteínas 

heterólogas pode ser realizada em Leishmania por meio de transfecção 

estável ou por meio da transfecção transiente. O primeiro caso, mais usado 

em estudos quantitativos e funcionais, consiste na transfecção de DNA 

plasmidial, linearizado com enzimas de restrição, que irá integrar do genoma 

da Leishmania (Kapler, Coburn, and Beverley 1990; Laban et al. 1990). No 

segundo caso, é realizada a transfecção de um plasmídeo circular, que irá se 

manter nos parasitos na forma epissomal (Kelly et al. 1992). Nesse último 

caso, as culturas devem ser mantidas sob pressão contínua de droga para 

que a Leishmania não elimine o plasmídeo “obsoleto” transfectado. Para que 

os genes sejam expressos é necessário adicionar aos plasmídeos os sinais 

necessários para que ocorra a maturação do mRNA (Clayton 1999; Roberts 

2011).  

 Vários estudos estão sendo realizados a fim de se obter ferramentas 

para regular a expressão de uma proteína especifica, como por exemplo 

estudos com a utilização de promotores induzíveis, controlados pela adição de 

drogas (Yan, Myler, and Stuart 2001; Yan et al. 2002; Kushnir et al. 2005; Yao 

et al. 2008; Kraeva et al. 2014), e estudos com a adição de um domínio de 

desestabilização à proteína alvo, que é degradada, a não ser que seja 

adicionado um ligante que a proteja essa proteína da degradação (Madeira et 

al. 2009).  
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1.10 A proteína Kharon1 

 

 A proteína Kharon1 (Kh1) foi recentemente descrita durante a 

caracterização de um transportador de glicose em L. mexicana (LmxGT1). 

Para melhor compreender o mecanismo de endereçamento desse 

transportador, foi realizado a purificação de proteínas que interagiam com 

LmxGT1, seguida da espectrometria de massas, sendo então identificada a 

proteína Kharon1. Foi demonstrado que Kh1 está localizada na base do 

flagelo e se associa com o citoesqueleto e com o axonema flagelar, sendo 

necessária para o transporte de LmxGT1 da bolsa flagelar para o flagelo. O 

nome da proteína deriva-se dessa função, já que se assemelha a função do 

Kharon mitológico (em português Caronte), barqueiro de Hades que 

transportava os recém-falecidos para o submundo (Tran et al. 2013). 

 Durante esse estudo foi observado que as formas amastigotas dos 

mutantes LmxKh1-/- não foram capazes de manter a infecção em macrófagos, 

mas que as formas promastigotas não apresentam nenhuma alteração no 

fitness (Tran et al. 2013). Mais tarde foi demonstrado que os mutantes 

LmxKh1-/- são capazes de infectar os macrófagos e se diferenciar em 

amastigotas, mas as amastigotas possuem uma falha na citocinese, gerando 

formas multinucleadas inviáveis. Como consequência, os mutantes LmxKh1-/- 

não foram capazes de gerar lesão in vivo (Tran et al. 2015). 

 Um trabalho posterior, realizado em T. brucei demonstrou que Kharon é 

uma proteína essencial para a viabilidade do parasito em todas as etapas do 

seu ciclo de vida, diferente do observado em L. mexicana. Além disso, em T. 

brucei, Kh não está relacionada com o endereçamento de um transportador 

de glicose, mas de um transportador de cálcio. Foi demonstrado ainda que 

além da associação com os microtúbulos subpeliculares, TbKh está associada 

ao fuso mitótico. Em parasitos TbKh-/- o fuso mitótico não é capaz de se 

formar, o que provavelmente é a principal causa de letalidade desses 

parasitos. Como o gene Kharon só possui ortólogos entre os Kinetoplastídeos, 

possivelmente possui papel fundamental na biologia desses parasitos 

(Sanchez et al. 2016). 

 No presente trabalho realizamos a obtenção e caracterização de L. 

infantum deficiente em Kh1. Esse parasito recombinante é uma ferramenta 

tanto para o desenvolvimento de vacinas quanto para a geração de 
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conhecimento sobre a proteína Kh1, sobre os aspectos da biologia do parasito 

e de sua interação com o hospedeiro.   

 Em L. infantum, o gene que codifica a proteína Kh1 (LinJ.36.6110) está 

presente no cromossomo 36 e possui 1593 pb. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 Diante das inúmeras dificuldades enfrentadas na profilaxia e controle 

das leishmanioses, o desenvolvimento de uma vacina eficaz se torna uma 

missão urgente, já que a vacinação é uma das formas mais eficientes de se 

realizar o controle de doenças. Apesar dos esforços empregados nos últimos 

anos, ainda não existe nenhuma vacina segura e eficaz contra leishmaniose 

disponível para humanos. Sabe-se que para patógenos intracelulares as 

vacinas consideradas padrão-ouro são aquelas constituídas de vírus e 

bactérias atenuados, sendo essa a composição da maioria das vacinas 

disponíveis. Estudos utilizando leishmanias atenuadas têm demonstrado que 

essa é uma boa estratégia para se produzir uma resposta imune protetora 

duradoura. Dessa forma, no presente estudo foi obtida e caracterizada uma 

cepa atenuada de L. infantum, agente etiológico da leishmaniose visceral no 

Brasil. A cepa foi atenuada mediante a deleção do gene Kharon1 (Kh1), que 

está envolvido no processo de divisão celular das formas amastigotas. L. 

infantum deficiente em Kh1 obtida nesse projeto poderá ser estudada como 

candidata vacinal para cães e humanos, podendo contribuir para resolução de 

um grave problema de saúde pública.  
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3 OBJETIVOS 

  

3.1 Objetivo Geral: 

 

 Deletar o gene Kharon1 (Kh1) para obter uma cepa atenuada de L. 

infantum e caracterizar fenotípica e molecularmente os mutantes 

selecionados. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

- Obter mutantes de L. infantum deficientes em KH1; 

- Caracterizar genotipicamente os mutantes de L. infantum deficientes em 

KH1; 

- Caracterizar fenotipicamente as formas promastigotas e amastigotas dos 

mutantes de L. infantum deficientes em KH1. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Cultivo e manutenção dos parasitos  

 Formas promastigotas de L. infantum (MHOM/MA/67/ITMAP-263) foram 

cultivadas em meio α-MEM (GIBCO®) suplementado com 10 % de soro fetal 

bovino, 5 µg/mL de hemina e 5 µM de biopterina, em pH 7 a 26 °C. As 

contagens do número de parasitos foram realizadas utilizando o contador de 

células Z1 Coulter® Particle Counter (Beckman Coulter™) e as culturas foram 

mantidas realizando-se dois repiques semanais, sendo inoculados 1 x 106 

parasitos para cada 5 mL de meio. Para criopreservação, as culturas de 

parasitos em fase logarítimica de crescimento foram homogeneizadas com 20 

% de soro fetal bovino e 10 % de DMSO, acondicionadas em criotubos e 

rapidamente transferidas para freezers à –70 °C, onde podem ficar 

armazenados por longos períodos. 

 

4.2 Cultivo e manutenção das células THP-1 

 Macrófagos diferenciados derivados da linhagem monocítica humana 

THP-1 foram cultivados em frascos em meio RPMI 1640 completo 

(suplementado 10 % de soro fetal bovino, 2 mM de glutamina, 100 U/mL de 

penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina). As células foram contadas em 

câmara de Neubauer (New Optics) espelhada, de 0,1 mm2 de profundidade. 

As culturas foram mantidas realizando-se dois repiques semanais, sendo 

inoculadas 5 x105 células para cada 25 mL de meio. 

 

4.3 Extração de DNA genômico 

 Sedimentos contendo aproximadamente 1 x 108 promastigotas de L. 

infantum WT e dos mutantes em fase exponencial foram utilizados para extrair 

DNA genômico. Foram realizados dois métodos diferentes para esse fim; 

fazendo uso do fenol (Thermo Scientific) ou o DNAzol® (Invitrogen). Na 

extração utilizando o fenol, as culturas foram centrifugadas a 13.400 x g por 5 

min, lavadas e os sedimentos foram incubados com Proteinase K (10 mg/mL) 

e RNase (20 mg/mL) a 37 °C por 2 h sob agitação. Em seguida, foi adicionado 

o fenol, e a amostra foi centrifugada a 2.100 x g por 10 min. A fase aquosa, 

onde se encontra o DNA, foi transferida para um tubo novo e em seguida foi 

adicionado etanol 99 %. O DNA foi retirado com auxílio de uma alça 
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bacteriológica descartável, lavado em álcool 70 % e ressuspendido em água 

livre de DNase e RNase. Para as extrações utilizando o DNAzol, as culturas 

foram centrifugadas a 13.400 x g por 5 min, lavadas e os sedimentos lisados 

com DNAzol. Em seguida foi adicionado etanol 99% para precipitação das 

proteínas e o DNA foi retirado com auxílio de uma alça bacteriológica 

descartável. Após lavagem em álcool 70 % o DNA foi ressuspendido em água 

livre de DNase e RNase. As dosagens dos DNAs extraídos foram realizadas 

no Nanodrop Espectrophotometer ND-1000 (Nanodrop®). 

 

4.4 Produção das construções destinadas à deleção de KH1 

 A deleção completa de Kh1 (LinJ.36.6110) em L. infantum foi realizada 

por meio do método convencional de substituição alélica por recombinação 

homóloga mediante duas transfecções com cassetes lineares contendo os 

marcadores de seleção para neomicina (NEO) e higromicina (HYG). Foram 

necessárias duas transfecções com marcadores de resistência diferentes, 

pois, em L. infantum, Kh1 localiza-se no cromossomo 36, diplóide (Rogers et 

al. 2011). As regiões 5’UTR e 3’UTR que flanqueiam a região codificante 

(open reading frame - ORF) do gene LinJ.36.6110 foram amplificadas por 

PCR a partir do DNA genômico de L. infantum mediante utilização de 

iniciadores específicos (iniciadores 3 a 11), conforme indicado na Tabela 1. 

Para amplificação dos marcadores de resistência foram utilizados como molde 

plasmídeos com as sequências de interesse. Cada iniciador reverso contém 

20 pares de bases que geram uma região de homologia com o próximo 

fragmento que será incorporado no cassete pela técnica de PCR de fusão. O 

esquema das construções pode ser observado na Figura 7.  

 Após a amplificação inicial das sequências 5’UTR de KH1, marcadores 

de resistência (NEO E HYG) e 3’UTR de KH1, foi realizada uma segunda 

PCR, utilizando os três fragmentos obtidos e os iniciadores 3 e 7, para fusão 

total e obtenção das construções 5’Kh1::NEO::3’Kh1 e 5’Kh1::HYG::3’Kh1. 

Tanto para obtenção dos fragmentos quanto para PCR de fusão, foi utilizada a 

enzima Taq DNA polimerase de alta fidelidade Phusion®  (New England 

Biolabs) e um programa de temperaturas do tipo touchdown. As condições 

utilizadas nas reações estão especificadas na Tabela 2.  
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Tabela 1. Iniciadores e Sondas utilizados no estudo 

 
  

  
 As sequências sublinhadas correspondem aos sítios de restrição inseridos nos produtos de amplificação. As sequências em cinza correspondem às 
 sequências de homologia necessárias para realização da PCR de fusão. O desenho dos iniciadores utilizados no estudo foi feito usando a ferramenta 
 Primer QuestSM  (www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index). 

ENSAIO GENE INICIADOR SEQUENCIA (5’3’) 
Temperatura De 
Pareamento (°C) 

Tamanho Do 
Fragmento 

(pb) 

PCR 
LinJ.36.6110  

(Kh1) 

1 XbaI.Kh1_Fw TCTAGAATGACGCAGGAAACCTCCCC 61,8  
1.600  

2 SalI.LinJ.Kh1_Rev GTCGACTTAAATTAAAGCAATGCTCG 55  

PCR de 
Fusão 

5'UTR de Kh1 

3 XbaI.5'-Kh1_Fw TCTAGAGTATCGTCCGAGTTCCCTTTC 58,8   
4 degHYG_5'-Kh1_Rev GTGAGTTCAGGCTTTTTCATCGTGGAAGTGCTCGAGACGG 72  554 

5 degNEO_5'-Kh1_Rev AATCCATCTTGTTCAATCATCGTGGAAGTGCTCGAGACGG 72   

3'UTR de Kh1 
6 3'Kh1_Fw GAAGCAGCACCACCCCTGGG 63,6  

528 
7 SalI.3'-Kh1_rev GTCGACCTGTTTGCTGCGCTGTTTAT 61,7  

HYG 
8 HYG_Fw ATGAAAAAGCCTGAACTCACCGCG 60,2  

1.025 
9 deg3'Kh1_HYG_Rev CCCAGGGGTGGTGCTGCTTCTCATCGATGATGGGGATCT 71,9  

NEO 
10 NEO_Fw ATGATTGAACAAGATGGATTGCACGC 58,4  

794 
11 deg3'Kh1_NEO_Rev CCCAGGGGTGGTGCTGCTTCTCAGAAGAACTCGTCAAGAA 69,2  

PCR de 
Integração 

5'UTR::NEO e 
5'UTR:HYG 

12 5'outKH1_Fw TTTGGTGCTGGTGAGTGTAG 55,7  
1.600 e 
1.476 

13 NEO_mid_Rev GCCAACGCTATGTCCTGATA 57,2  

14 HYG_mid_Rev CTGACGGTGTCGTCCATAAC 57,4  

qPCR 

LinJ.36.6110  
(Kh1) 

15 rt_Kh1_36.6110_Fw CCTCCTCGCAACAACTTCA 58,4  
105 

16 rt_Kh1_36.6110_Rev GTCACGGTTACAGTTGGGATAG 57,1  

LinJ.36.2480 
(GAPDH) 

17 rt_GAPDH TGTGGAGAAGCGAGCAACGTACAA 67  
74  

18 rt_GAPDH ATGAGACGAGCTTGACGAAGTGCT 65  

LinJ.16.1640   
(DNA polimerase) 

19 rt_DNApol CGAGGGCAAGACATAC 48  
69 

20 rt_DNApol GAGAGCGGGCACCAATCAC 62  

Southern 
blot 

5’UTR-Kh1 
21 5’UTR-Kh1-Fw CCGTCTATCGCTTTTACTTCG - 

364 
22 5’UTR-Kh1-Rev CGTGGAAGTGCTCGAGACGGC - 

Kh1 
23 Kh1-Fw ATGACGCAGGAAACCTCCCCT - 

859 
24 Kh1-Ver GCTTGAACGGCTGTGGCTTCT - 
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Tabela 2. Condições das Reações de PCR 

 

Enzima 
Reação 

Programa De Temperaturas 

Componente Volume (µL) 

Taq DNA Polimerase 
(Phoneutria 

Biotecnologia e 
Serviços Ltda.) 

Tampão IV 5X 
dNTPs (10mM) 
Iniciadores 
DNA molde (100 ng/µL) 
Taq DNA polimerase 
Água 

2 
1 
1 (de cada) 
1 
0,15 
3,85 

Desnaturação 
inicial  
35 ciclos 
 
 
Extensão final 

95 °C – 5 min 
95 °C - 30 s 
variável - 30 s  
72 °C - variável* 
72 °C - 5 min 

Phusion®  

High-Fidelity DNA 
Polymerase (New 
England Biolabs) 

 

Tampão GC  5x 
dNTPs (10mM) 
Iniciadores 
DNA molde (100 ng/µL) 
DMSO 
Phusion DNA 
polimerase 
Água 

10 
1 
2,5 (de cada) 
1** 
1,5 
0,5 
31 

Desnaturação 
inicial  
10 ciclos 
 
 
25 ciclos 
 
 
Extensão final 

98 °C - 30 s 
98 °C - 10 s 
71 °C - 30 s (-1°C por 
ciclo) 
72 °C – 1 min 
98 °C - 10 s 
60 °C - 30 s  
72 °C - /1 min 
72 °C - 5 min 

SYBR Green Mix (Sybr Green) 
Iniciadores 
DNA molde (100 ng/µL) 
Água 

10 
1 (de cada) 
1 
7 

Desnaturação 
inicial  
40 ciclos 
 
 

95 °C – 5 min 
95 °C - 15 s 
60 °C - 15 s  
72 °C - 30 s 

*1 minuto para cada 1 kb 
**Para PCR de Fusão adicionar 1 µL de cada fragmento de DNA. 
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4.5 Eletroforese de DNA em gel de agarose 

 Todas as migrações por eletroforese em gel de agarose foram 

realizadas utilizando géis 1 % (p/v) corados com GelRedTM (Biotium, Inc) na 

proporção de 1:50.000. Para estimar o tamanho dos fragmentos foi utilizado o 

marcador DNA Ladder 1 Kb plus (Invitrogen™). As eletroforeses foram 

realizadas a 80 V em tampão de corrida TBE 1 X (89 mM Tris-Borato; 2 mM 

EDTA, pH 8,0) e suporte de eletroforese BRL Horizontal Gel Eletrophoresis 

Horizon 11.14 (Gibco-Life Technologies). As imagens foram obtidas utilizando 

o equipamento ImageQuant Las 4000 (GE).  

 

4.6 Preparo de Células Cálcio competentes 

 Um pré-inóculo de colônia isolada da bactéria E. coli cepa TOP 10F' 

(Invitrogen) foi incubado em 5 mL de meio LB líquido sob agitação constante a 

37 ºC por 16 h. Após a incubação, foi transferido 1 mL do pré-inóculo para 100 

mL de meio LB líquido, mantendo-se sob agitação a 37 ºC. A densidade óptica 

da cultura foi monitorada a 600 nm até que a absorbância atingisse valores 

entre 0,4 e 0,6. A colônia foi então resfriada no gelo por 15 min. As culturas 

foram transferidas para tubos de 50 mL, centrifugadas a 3.300 x g por 7 min a 

4 ºC, o sobrenadante foi descartado e os sedimentos de cada tubo foram 

ressuspendidos em 25 mL de solução de cloreto de cálcio (100 mM CaCl2; 10 

mM HEPES; pH 7) gelado e estéril. Manteve-se no gelo por 20min, 

centrifugou-se novamente e descartou-se o sobrenadante. Ressuspendeu-se 

os sedimentos em 1 mL de solução de cloreto de cálcio-glicerina (100mM 

CaCl2; 10mM HEPES; 10% glicerol; pH 7) gelado e estéril. As células foram 

aliquotadas em 100 uL e armazenadas a -70 ºC. 

 

4.7 Clonagem dos cassetes de deleção de Kh1 em pGEM-T easy 

 Os amplicons resultantes da PCR de fusão foram clonados no vetor 

pGEM-T easy (Promega) (Figura 5). Após realização da poliadenilação dos 

produtos de PCR (construções 5’Kh1::NEO::3’Kh1 e 5’Kh1::HYG::3’Kh1), foi 

preparada a reação de ligação: os amplicons foram incubados com o vetor a 4 

°C por 16 h na presença de DNA ligase T4 (Invitrogen). Os produtos da 

ligação foram então transformados em bactérias E. coli cálcio competentes 

TOP10F’ (Invitrogen) por meio de choque térmico (as bactérias foram 

incubadas com os produtos da ligação por 30 min a 4 °C e em seguida são 
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rapidamente transferidas para banho-seco a 42 °C por 2 min). Após o choque 

térmico as bactérias foram incubadas por 1 h a 37 °C e posteriormente 

plaqueadas em meio LB sólido na presença de ampicilina (Sigma-Aldrich®), X-

Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) (Promega) e IPTG (isopropyl 

β-D-1-thiogalactopyranoside) (Sigma-Aldrich®). Após 16 h a 37 °C foram 

selecionadas as colônias brancas (positivas) para serem crescidas em meio 

líquido. Os plasmídeos foram purificados utilizando o kit QIAprep (Qiagen) 

conforme orientações do fabricante. Para a confirmação da presença de 

inserto esperado, os plasmídeos foram digeridos com as enzimas de restrição 

SalI e XbaI, cujos sítios foram previamente inseridos no desenho de 

iniciadores para a PCR de fusão (Tabela 1).  

 
 

 
 
Figura 5. Mapa do vetor pGEM®-T Easy (Promega) indicando a localização da 
origem de replicação do fago F1 (ori), do sítio múltiplo de clonagem flanqueado pelos 
promotores T7 e SP6, do operon LacZ e do gene de resistência à ampicilina. 
 
 
 

4.8 Sequenciamento 

 Uma vez confirmada a presença dos insertos nos vetores, as 

construções foram sequenciadas pelo método Sanger pela Plataforma de 

Sequenciamento do Centro de Pesquisas René Rachou/Fiocruz Minas. As 

análises das sequências e montagem dos contigs foram realizadas com o 

auxílio de softwares como CloneManager, DNASTAR, BioEdit e MEGA. 
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4.9 Clonagem do gene Kh1 em vetor pSP72αZEOα 

 Para amplificar a sequência codificante do gene Kh1 por PCR, foram 

utilizados iniciadores 1 e 2 (Tabela 1), e a enzima Taq DNA polimerase 

Phusion® (New England Biolabs), nas condições indicadas na Tabela 2. O 

produto resultante da amplificação foi ligado em vetor pGEM e transformado 

em bactérias E. coli cálcio competentes TOP10F’ (Invitrogen) conforme 

descrito no item 4.7. Após seleção de clones a partir do perfil de restrição 

enzimática, e confirmação da correta sequência do gene por sequenciamento, 

foi realizada a clivagem do vetor pSP72αZEOα e do inserto com as enzimas 

de restrição SalI e XbaI. A sequência do Kh1 foi ligada em vetor pSP72αZEOα 

(Figura 6) utilizando enzima T4 DNA ligase (Invitrogen) e subclonado em 

bactérias E. coli TOP10F’ (Item 4.7). Para a confirmação da presença de 

inserto esperado, foi realizada a PCR de colônia utilizando a enzima Taq DNA 

Polimerase (Phoneutria), com iniciadores 1 e 2 (Tabela 1) e nas condições 

indicadas na Tabela 2. Ainda para confirmar a presença do inserto de 

interesse, os plasmídeos também foram digeridos com as enzimas de 

restrição SalI e XbaI e o perfil de restrição foi avaliado. Após confirmação da 

presença do inserto os plasmídeos foram purificados. 

 

Figura 6. Mapa do vetor pSP72αZEOα. O vetor foi construído a partir do vetor pSP72 
(Promega), por meio da adição de duas sequências intergênicas de alfa tubulina 
flanqueando o marcador de resistência. Inicialmente o vetor foi construído com a 
sequência de higromicina fosfotransferase, que foi substituída pelo gene da 
neomicina fosfotransferase (Papadopoulou, Roy, and Ouellette 1991) e mais tarde 
pelo gene da bleomicina que confere resistência à zeocina (Richard et al. 2004). No 
mapa estão indicados sítios de restrição; o gene de resistência à ampicilina e o gene 
de resistência à zeocina, flanqueado pelas sequências intergênicas de alfa tubulina. 
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4.10 Transfecções em formas promastigotas de L. infantum 

 Após confirmadas as sequências corretas das construções, as mesmas 

foram produzidas em larga escala em bactéria e purificadas. Culturas de 

promastigotas de L. infantum em fase log (com aproximadamente com 1 x 108 

parasitos) foram lavadas, os sedimentos ressuspendidos em 400 µL de 

HEPES-NaCl (20 mM de HEPES, 0.15 M de NaCl, 10 mM de glicose, pH 7.2) 

e incubadas com 5 µg de DNA linear ou 20 µg de DNA circular, no gelo, por 

15 min. Após esse período foi realizada a eletroporação utilizando o 

equipamento Gene Pulser XCellTM (BioRad). Em todas as eletroporações 

foram aplicados dois pulsos de 1.500 V e 25 µF cada, como descrito 

previamente (Cruz, Coburn, and Beverley 1991; Robinson and Beverley 

2003). Foram estabelecidos intervalos de 10 a 15 segundos entre os pulsos e 

as constantes de tempo ideais foram mantidas entre 3 e 6 ms. Após a 

eletroporação, as cubetas foram deixadas à temperatura ambiente por 10 

minutos e em seguida as culturas foram transferidas para garrafas de 25 cm2 

contendo 10 mL de meio ɑ-MEN. A seleção das cepas foi realizada em meio 

liquido mediante adição do antibiótico marcador, com posterior seleção de 

clones em meio sólido na presença do antibiótico. Este processo foi repetido 

para cada uma das construções (5’Kh1::NEO::3’Kh1 e 5’Kh1::HYG::3’Kh1) no 

intuito de deletar os dois alelos presentes em L. infantum. Uma terceira 

transfecção foi realizada para obtenção do add-back onde formas 

promastigotas de Kh1-/- foram transfectadas com o plasmídeo 

pSP72αZEOα::Kh1. Nesse último caso, a seleção das cepas foi realizada 

somente em meio liquido mediante adição do antibiótico marcador, e foram 

obtidos parasitos com o gene Kh1 na forma epissomal. Em paralelo, um 

controle, transfectado com o vetor vazio (mock) pSP72αZEOαØ, foi 

estabelecido. 

 Os parasitos mutantes foram mantidos na presença das drogas 

específicas para os marcadores de resistência adquiridos na transfecção. As 

concentrações das drogas estão indicadas na Tabela 3. 
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Tabela 3. Marcadores de resistência usados no estudo 

 

Gene Droga Concentração Referências 

Higromicina 
fosfotranferase B 
(HYG) 

 Hygromicin (HYG) 
(Invitrogen, Life Technologies) 

600 µg/mL Cruz et al. 1991 

Neomicina 
fosfotransferase (NEO) 

Geneticin® (G418)  
(Gibco, Life Technologies) 

80 µg/mL 

Asbroek et al. 
1990; 

Cruz & Beverley 
1990 

Bleomicina (BLEO) 
Zeocin TM (ZEO) 
(Invitrogen, Life Technologies) 

800 µg/mL 
Freedman & 

Beverley 1993 

 

 

4.11 Reação em cadeia da polimerase (PCR) para confirmar deleções 

 Para confirmação da deleção do gene Kh1 foi realizada a PCR para 

verificar a presença das sequências codificantes de Kh1 (iniciadores 1 e 2), 

HYG (iniciadores 8 e 9) e de NEO (iniciadores 10 e 11). Também foi verificada 

a integração dos cassetes por meio da reação de PCR usando iniciadores que 

anelam no interior da sequência de cada cassete (iniciadores 13 e 14) e outro 

que reconhece uma região cromossômica que flanqueia a sequência do 

cassete (iniciador 12), conforme indicado na Tabela 1. As reações foram 

realizadas utilizando a enzima Taq DNA Polimerase (Phoneutria) de acordo 

com as condições indicadas na Tabela 2.  

 

4.12 Quantificação do número de cópias gênicas 

 Para quantificar o percentual de perda no número de cópias de Kh1, foi 

utilizada a técnica de PCR quantitativo em tempo real (qPCR). O DNA 

genômico dos parasitos foi extraído e amplificado com iniciadores de Kh1 na 

presença do intercalante Power SYBR® Green Master Mix (Applied 

Biosystems
®). A intensidade de fluorescência emitida pelo SYBR Green ao 

intercalar na fita dupla de DNA genômico é proporcional à quantidade de DNA 

produzido, aumentando a cada ciclo. A fluorescência emitida é convertida em 

uma curva de amplificação e quantidade de DNA é então calculada como 

base na análise do Ct (cycle threshold). Os valores de Ct são inversamente 

proporcionais à quantidade inicial de DNA. A quantificação absoluta e relativa 

foi obtida pela comparação com o background selvagem. Para quantificação 

relativa foram utilizados dois genes constitutivos como normalizadores: 
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GAPDH (LinJ.36.2480) e DNA polimerase (LinJ.16.1640). Em cada reação foi 

utilizado 1 µL de DNA genômico a 100 ng/µL. As sequências dos iniciadores 

utilizados (iniciadores 15 a 20) podem ser encontradas na Tabela 1. As 

condições das reações de PCR estão indicadas na Tabela 2. Os ensaios de 

qPCR foram realizados na plataforma de PCR em tempo real do 

CPqRR/Fiocruz Minas. Os dados foram analizados pelo método 2-ΔΔCT 

(Applied Biosystems 2004). 

 

4.13 Southern blot 

 O DNA genômico de cada um dos parasitos foi extraído e digerido com 

as enzimas de restrição PvuII e NdeI. As reações de digestão foram 

incubadas a 37 °C por 16 h e em seguida as amostras foram submetidas a 

eletroforese em gel de agarose 1 %. Os géis foram tratados com solução de 

HCl 0,25 M HCl por 15 min e em seguida desnaturado por solução alcalina 

(0,5 M NaOH e 1,5 M NaCl) por 45 min. A neutralização foi feita em solução 

de equilíbrio (Tris-HCl 0,5 M HCl e 3 M NaCl, pH 7) por 20 min. 

Posteriormente os fragmentos foram transferidos por capilaridade para 

membranas de náilon (Hybond-Amersham Biosciences) em tampão SSC 10 X 

(1,5 M NaCl; 150 mM citrato de sódio), por 16-20 h. Após secar, as 

membranas foram expostas à luz ultra-violeta utilizando o equipamento UV 

Stratalinker® 1800 para que ocorresse fixação dos fragmentos de DNA 

(crosslink). As membranas foram então hibridizadas com sondas marcadas 

com fósforo radioativo (dCTP32), específicas para Kh1 e para região 5’UTR de 

Kh1 (Tabela 1). Após a hibridização, as membranas foram lavadas e expostas 

a filme fotográfico por 48 h para elucidação das bandas. Os experimentos de 

hibridização foram realizados com a colaboração do Dr. Marc Ouellette 

(Depto. de Microbiologia, Infectologia e Imunologia da Universidade Laval, 

Québec, Canadá). Após aquisição as imagens, as análises densitométricas 

foram realizadas em nosso laboratório utilizando o software ImageJ. 

 

4.14 Curva de Crescimento das formas promastigotas 

 Os parasitos foram incubados em uma concentração de 1 x 106 

parasitos por mL em meio ɑ-MEN, à 26 °C. O número de parasitos foi 

determinado diariamente utilizando o contador de células Z1 Coulter® Particle 

Counter (Beckman Coulter™). A análise estatística das curvas de crescimento 
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foi realizada usando o teste 2way ANOVA, com pós-teste de Bonferroni. Para 

avaliar possível alteração na morfologia dos parasitos, foram confeccionadas 

lâminas ao longo da curva de crescimento. Os parasitos foram fixados na 

lâmina com metanol e posteriormente foi realizada coloração utilizando o 

Panótico Rápido (Laborclin) e as imagens obtidas por câmera Nikon® L810 

em Microscópio Olimpus BH2 System Microscope. 

 

4.15 Avaliação da suscetibilidade dos mutantes Kh1-/- ao antimônio 

 Parasitos na forma promastigota foram lavados, contados e 

posteriormente incubados na concentração de 1x106 parasitos/mL na 

presença de diferentes concentrações de tartarato de antimônio (Sigma) como 

fonte de SbIII, a 26 °C por 72 h. O número de parasitos crescidos na presença 

e na ausência da droga foi determinado utilizando o contador de células Z1 

Coulter® Particle Counter (Beckman Coulter™). A concentração que inibe 50 

% do crescimento (IC50) foi determinada por regressão não-linear utilizando o 

programa GraphPad Prism, Inc . 

 

4.16 Modulação do transporte de glicose nos mutantes Kh1-/-  

 Para avaliar se KH1 está envolvida com o transporte de glicose, os 

parasitos WT e Kh1-/- (1x108 parasitos/mL) foram lavados, ressuspendidos em 

PBS 1 X (140 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 8,1 mM Na2HPO4; 1,5 mM KH2PO4) e 

incubados a 37 °C com 90 µM do análogo fluorescente da glicose 2-NBDG (2-

(N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)Amino)-2-Deoxyglucose) (Invitrogen™). 

Como controle, os parasitos também foram incubados com 2 mM de glicose 

antes da incubação com 2-NBDG. Após as incubações, os parasitos foram 

lavados três vezes com PBS 1 X a fim de retirar todo 2-NBDG que não foi 

incorporado. As amostras foram lisadas com Tween-20 e em seguida 

avaliadas em espectrofluorímetro SpectraMax M5 (Molecular Devices) quanto 

a intensidade de fluorescência nos comprimentos de onda de 

excitação/emissão de 488/560 nm, respectivamente. 

 

4.17 Infecção de células THP-1  

 Monócitos derivados da linhagem monocítica humana THP-1 foram 

diferenciados em macrófagos pela adição de 20 ng/mL de acetato de forbol 

miristato (PMA) em cultura. Após 72 h, macrófagos THP-1 foram infectados 
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com formas promastigotas estacionárias na proporção de 10 leishmanias para 

cada macrófago (10:1), por um período de 6 h. Os parasitos que não foram 

capazes de infectar os macrófagos foram retirados por meio de lavagens 

sucessivas e os macrófagos infectados foram incubados em meio RPMI-1640. 

O desenvolvimento das amastigotas intracelulares foi acompanhado durante 

10 dias. As lâminas foram coradas com Panótico Rápido (Laborclin) e 

fotografadas por câmera Nikon® L810 em Microscópio Olimpus BH2 System 

Microscope. A infecção foi quantificada por meio contagem de amastigotas 

intracelulares utilizando o programa gratuito ImageJ. 

 

4.18 Infecção de Macrófagos peritoneais murinos 

 Os macrófagos peritoneais murinos elicitados por tioglicolato foram 

coletados de camundongos BALB/c e C57BL/6 por lavagem peritoneal com 

RPMI-1640 e semeados em placa de 24 poços na concentração de 3×105 

células/poço. Após 18 h de aderência a 37 °C em atmosfera úmida contendo 

5% de CO2, os macrófagos foram incubados com parasitos na fase 

estacionária, numa concentração de 10 leishmanias para cada macrófago 

(10:1). Os parasitos que não foram capazes de infectar os macrófagos foram 

retirados por meio de lavagens sucessivas após 6 h de incubação e a 

infectividade dos mutantes foi acompanhada durante 16 dias. As lâminas 

foram coradas com Panótico Rápido (Laborclin) e fotografadas por câmera 

Nikon® L810 em Microscópio Olimpus BH2 System Microscope. A infecção foi 

quantificada por meio contagem de amastigotas intracelulares utilizando o 

programa gratuito ImageJ. 

 

4.19 Avaliação da produção de óxido nítrico pelo método de Griess 

 Para avaliação da produção de óxido nítrico (NO), os macrófagos 

peritoneais murinos, coletados conforme especificado no item 4.18, foram 

semeados em placa de 96 poços em uma concentração de 3×105 

células/poço. Após 5 h de aderência 37 °C em atmosfera úmida contendo 5% 

de CO2, foi adicionado aos poços IFN-ɣ na concentração de 3 U/mL. Foram 

incubados por mais 18 h a 37 °C e 5 % de CO2, e em seguida infectados com 

parasitos na fase estacionária em uma concentração de 10 leishmanias para 

cada macrófago (10:1). Os parasitos que não foram capazes de infectar os 

macrófagos foram retirados por meio de lavagens sucessivas após 6 h de 
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incubação. Como controle positivo do ensaio, macrófagos não infectados 

foram estimulados pela adição de lipofosfoglicanos (LPS) em uma 

concentração de 0,1 µg/mL. Após 48 h de incubação, foi realizada a dosagem 

de nitrito (NO2
-) no sobrenadante, já que é um dos produtos primários do NO. 

Para tal, foi utilizado o método de Griess. A placa foi centrifugada a 3.300 x g 

por 10 min e 50 µL do sobrenadante foram transferidos para uma placa nova. 

Na mesma placa foi montada uma curva de calibração, com concentrações de 

nitrito variando entre 100 e 1,56 µM. Sob proteção da luz, foi adicionado a 

cada poço 50 µL da solução de sulfanilamida e após 10 min de incubação, 50 

µL da solução de cloridrato de N-(l-naftil)etilenodiamina (NED). Após nova 

incubação de 10 min, foi realizada a leitura da absorbância a 520 nm em 

espectômetro SpectraMax 190 Microplate Reader (Molecular Devices). Os 

resultados foram analisados utilizando o programa SoftMax® Pro. 

 

4.20 Avaliação do ciclo celular dos mutantes Kh1-/- 

 Para realizar a purificação das formas amastigotas, macrófagos THP-1 

infectados (item 4.18) foram coletados no 4° dia de infecção usando cell 

scrapper (NuncTM), lavados com tampão Hepes-NaCl, ressuspendidos em 800 

µL de Hepes-NaCl e passados 30 vezes em agulha 27G X 4 11/16" para que 

ocorresse rompimento dos macrófagos e liberação das amastigotas. As 

amastigotas foram separadas dos fragmentos celulares pelo emprego de 

centrifugações diferenciais. Foi realizada uma centrifugação a 134 x g por 5 

min de forma que as amastigotas ficassem no sobrenadante e os fragmentos 

celulares no sedimento. O sobrenadante foi coletado e lavado 4 vezes com 

solução Hepes-NaCl em centrifugações de 1.200 x g por 5 min. Foi realizada 

contagem das amastigotas e ressuspensão de 300.000 parasitos em 300 µL 

da solução fluorocrômica hipotônica (HFS) [citrato de sódio 0,1 % (p/v) e triton 

X 100 0,1 % (p/v), 50 µg/mL de iodeto de propídeo (PI) e água milli-Q (volume 

final = 50 mL)]. As amostras foram incubadas por 4 h a 4 °C, protegidos da 

luz. A leitura foi realizada em citômetro de fluxo (FacsCalibur®, BD, EUA), 

adquirindo-se 50.000 eventos/amostra. A leitura no citômetro foi realizada na 

plataforma de Citometria do CPqRR/Fiocruz Minas. A análise dos dados foi 

realizada utilizando o software FlowJo® (FlowJo, LLC). 
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4.21 Infecção de camundongos e recuperação dos parasitos 

 Para avaliar a infectividade dos mutantes, camundongos Balb/c e 

camundongos nocautes para IFN-ɣ (3 ou 4 por grupo) foram infectados com 

parasitos WT e Kh1-/-. As vias utilizadas para infecção, concentração e forma 

dos parasitos estão indicados na Tabela 4. Para recuperar os parasitos foram 

coletados os baços e fígados dos animais infectados. Os órgãos foram 

processados usando cell strainer (Corning®) e as amostras incubadas em ɑ-

MEN. As culturas foram acompanhadas por até 2 meses. Os protocolos 

propostos para uso dos animais foram aprovados pela Comissão de Ética no 

Uso de Animais da FIOCRUZ (CEUA nº LW-28/14 – “Identificação de novos 

candidatos para drogas e vacinas contra Leishmanioses” - ANEXO I). 

 

4.22 Diluição limitante 

 Os ensaios de diluição limitante foram realizados conforme proposto por 

(Titus et al. 1985). Fígado e baço de camundongos infectados (item 4.21) 

foram processados usando cell strainer e as amostras centrifugadas a 134 x g 

por 10 min. Os sedimentos foram ressuspendidos em 1 mL de meio ɑ-MEN no 

caso do baço, ou 5 mL no caso do fígado. As amostras foram adicionadas nos 

primeiros poços de placas de 96 poços e dessa concentração inicial de 

células foram realizadas diluições sucessivas até o 12° poço, utilizando o fator 

de diluição de 10 x. As placas foram incubadas por 15 dias a 26 °C e então 

avaliadas quanto ao crescimento dos parasitos. 

 

  

Tabela 4. Esquema de infecção dos Camundongos 
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5 RESULTADOS  

 

5.1 Produção das construções destinadas à deleção do gene Kh1 

 

 Com o objetivo de construir os cassetes 5’Kh1::NEO::3’Kh1 e 

5’Kh1::HYG::3’Kh1 para deleção do gene Kh1, esquematizados na Figura 7A, 

as sequências de interesse foram amplificadas, separadas em gel de agarose 

e purificadas com utilização do QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen). Na 

Figura 7B podem ser observados os produtos de PCR com tamanho 

esperado. A partir dos fragmentos purificados foi realizada a PCR de fusão e 

cassetes de tamanho esperado foram obtidos com sucesso (Figura 7C).  

 Os cassetes obtidos na PCR de fusão foram purificados do gel, ligados 

em vetor pGEM-Teasy e transformados em bactérias E. coli TOP10F’. Foi 

realizada a triagem das colônias pela digestão dos plasmídeos purificados 

com as enzimas de restrição SalI e XbaI para verificar aquelas que possuíam 

o inserto de tamanho correto. Os resultados da triagem podem ser 

visualizados na Figura 8 e demonstram a alta eficiência das clonagens, sendo 

obtidos fragmentos de tamanho esperado em todas as colônias. Após a 

triagem foi realizado o sequenciamento dos produtos de miniprep das colônias 

positivas. Todas as colônias apresentaram a sequência correta para os 

cassetes 5’Kh1::NEO::3’Kh1 e 5’Kh1::HYG::3’Kh1 (ANEXOS II e III). Uma 

colônia de cada cassete foi crescida em grande quantidade em meio LB e os 

plasmídeos foram purificados com o QIAprep® Spin Miniprep Kit e digeridas 

com as enzimas de restrição SalI e XbaI. Os cassetes foram purificados do gel 

de agarose (Figura 9), dosados e usados para realizar as transfecções em 

promastigotas de L. infantum.  
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Figura 7. Construção dos cassetes por PCR de Fusão. A) Esquema para construção 
dos cassetes para deleção do gene Kh1, indicando o tamanho dos fragmentos a 
serem obtidos e o tamanho de cada cassete apósa PCR de Fusão. Cada fragmento 
possui região de homologia com a próxima sequência a ser inserida no cassete. B) 
Eletroforese em gel de agarose a 1 % dos produtos de PCR para amplificação dos 
fragmentos: 5′UTR de Kh1 com sequência que sobrepõe a sequência codificante de 
HYG (5′::HYG); sequência codificante de HYG com sequência que sobrepõe 3′UTR 
de Kh1 (HYG::3’); 5′UTR de Kh1 com sequência que sobrepõe a sequencia 
codificante de NEO (5′::NEO); sequência codificante de NEO com sequência que 
sobrepõe 3′UTR de Kh1 (NEO::3’); e 3’UTR de Kh1. C) Eletroforese em gel de 
agarose 1% dos produtos das PCRs resultantes da fusão dos três fragmentos que 
culminaram com a construção dos cassetes NEO e HYG. PM: marcador de peso 
molecular; CN: controle negativo. 
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Figura 8. Triagem de colônias por perfil de restrição enzimática. Eletroforese em gel 
de agarose a 1 % dos produtos da reação de digestão de A) pGEM-NEO e B) pGEM-
HYG com as enzimas de restrição SalI e XbaI para triagem das colônias obtidas após 
transformação. PM: marcador de peso molecular. 

 

 

 
 
Figura 9. Purificação dos cassetes. Eletroforese em gel de agarose 1 % dos produtos 
da reação de digestão de A) pGEM-NEO e B) pGEM-HYG com as enzimas de 
restrição SalI e XbaI para purificação dos cassetes. PM: marcador de peso molecular. 
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5.2 Clonagem do gene Kh1 em vetor pSP72αZEOα 

 

 Após deleção do gene Kh1 foi realizada uma terceira transfecção com 

os plasmídeos pSP72αZEOαØ (plasmídeo vazio, com zeocina como marcador 

de seleção) e pSP72αZEOα::Kh1 (plasmídeo contendo o gene Kh1 e com 

zeocina como marcador de seleção). 

 Para construção do plasmídeo pSP72αZEOα::Kh1 inicialmente foi 

realizada a amplificação do gene Kh1 de L. infantum e a clonagem da 

sequência no vetor pGEM®-T Easy (Figura 10A). A seleção das colônias 

positivas foi realizada a partir da digestão (Figura 10B) e do sequenciamento 

(ANEXO IV). A partir da seleção de uma colônia com a sequência correta do 

gene, foi realizada a subclonagem da mesma no vetor pSP72αZEOα. Para tal, 

o vetor e os insertos foram digeridos com as enzimas de restrição SalI e XbaI, 

e em seguida ligados usando a enzima T4 DNA ligase (Invitrogen). Vale 

ressaltar que, como os sítios de restrição das enzimas SalI e XbaI estão muito 

próximos no vetor pSP72αZEOα (Figura 6), nenhum fragmento foi liberado 

após a digestão, como podemos observar na Figura 10C. Após ligação e 

transformação em E. coli TOP10F’, a seleção da colônia para realizar a 

purificação do plasmídeo foi realizada com base na PCR de colônia e na 

digestão (Figura 10D-E).  

 Após seleção da colônia foi realizada a purificação do plasmídeo para 

realização da transfecção nos parasitos Kh1-/- (clone1). Também foi realizada, 

simultaneamente, a purificação do plasmídeo vazio pSP72αZEOαØ para ser 

utilizado como controle. 
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Figura 10. Construção do plasmídeo pSP72αZEOα::Kh1. A) PCR para amplificação 
do gene Kh1. B) Digestão com as enzimas de restrição SalI e XbaI para triagem das 
colônias positivas após clonagem no vetor pGEM-T easy. C) Digestão do vetor 

pSP72αZEOα com as enzimas de restrição SalI e XbaI. D) PCR de colônia e E) 

Digestão com as enzimas de restrição SalI e XbaI para triagem das colônias positivas 
após clonagem de Kh1 no vetor pSP72αZEOα. PM: marcador de peso molecular; 
CN: Controle negativo. 
 

 

 

5.3 Transfecções em L. infantum 

 Após a obtenção dos cassetes e dos plasmídeos, foram realizadas as 

transfecções em L. infantum. Inicialmente foram realizadas transfecções com 

ambos cassetes 5’Kh1::NEO::3’Kh1 e 5’Kh1::HYG::3’Kh1 de forma isolada, de 

forma a substituir a primeira cópia do gene Kh1 por neomicina e por 

higromicina respectivamente. A seleção dos mutantes foi realizada em meio 

ɑMEN mediante adição dos antibióticos marcadores (G418 ou higromicina) de 

acordo com especificações da Tabela 3. Inicialmente a seleção foi realizada 

em líquido por cerca de uma semana e em seguida em semi-sólido por cerca 

de 12 dias. Após a seleção em meio semi-sólido foram obtidos 4 clones cuja 
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deleção da primeira cópia de Kh1 foi realizada utilizando o cassete 

5’Kh1::NEO::3’Kh1 e outros quatro clones cuja deleção foi realizada utilizando 

o cassete 5’Kh1::HYG::3’Kh1, conforme demonstrado na Tabela 5.  

 Para deletar a segunda cópia do gene Kh1, um dos clones de parasitos 

cuja deleção da primeira cópia havia sido realizada com cassete 

5’Kh1::NEO::3’Kh1 (clone LiKh1-/+::NEO) foi transfectado com o cassete 

5’Kh1::HYG::3’Kh1. De forma semelhante à primeira deleção, a seleção dos 

mutantes foi realizada em meio ɑMEN líquido e em seguida em meio ɑMEN 

semi-sólido, sendo que foi realizada a adição de ambos antibióticos 

marcadores G418 e higromicina de acordo com especificações da Tabela 3. 

Após cerca de 3 semanas foram selecionados 6 clones de parasitos com 

deleção nas duas cópias do gene Kh1 (parasitos LiKh1-/-) (Tabela 5). 

 Para reinserir o gene Kh1 nos parasitos nocaute LiKh1-/-, um dos clones 

obtidos foi transfectado com o plasmídeo pSP72αZEOα::Kh1 na forma circular. 

A seleção dos parasitos foi feita somente em meio ɑMEN líquido mediante 

adição de zeocina (Tabela 3) e após 1 semana foi obtida uma população de 

parasitos Kh1-/-[pSP72αZEOα::Kh1] (add back). Também foi realizada, como 

controle, a transfecção do plasmídeo vazio pSP72αZEOαØ em parasitos 

nocaute LiKh1-/- (Tabela 5). 

 
 

 

Tabela 5. Mutantes gerados no estudo 

 

Mutante Descrição 
Forma de 
Seleção 

Clones 
Isolados 

LiKh1-/+::NEO Deleção da primeira cópia do gene Kh1 
em L. infantum usando o cassete de 
resistência a NEO.  

clonal 4 

LiKh1-/+::HYG Deleção da primeira cópia do gene Kh1 
em L. infantum usando o cassete de 
resistência a NEO. 

clonal 4 

LiKh1-/- Deleção da segunda cópia do gene Kh1 
nos parasitos LiKh1-/+::NEO usando o 
cassete de resistência a HYG. 

clonal 6 

Kh1-/-[pSP72αZEOα::Ø] 
(controle) 

Parasitos LiKh1-/- transfectados com 
plasmídeo pSP72αZEOα vazio na forma 
circular. 

população - 

Kh1-/-

[pSP72αZEOα::Kh1] 
(add back) 

Reinserção do gene Kh1 nos parasitos 
LiKh1-/- por meio da transfecção 
plasmídeo pSP72αZEOα::Kh1 na forma 
circular. 

população - 

 



 

66 
 

5.4 Kh1 não é um gene essencial para L. infantum 

 

 Após a realização das transfecções, para confirmar a deleção do gene 

Kh1 nos diferentes clones, foram realizados PCRs convencionais, qPCR e 

Southern blot. Os resultados das PCRs podem ser observados na Figura 11. 

Todos os clones obtidos apresentaram fragmentos de tamanho esperado para 

as sequências de higromicina e de neomicina (Figura 11A-B), assim como 

fragmentos de tamanho esperado nas PCRs de integração de ambos os 

cassetes (Figura 11C-D). 

 Na PCR realizada para amplificar o gene Kh1 (Figura 11E) observamos 

fragmentos de tamanho esperado para o gene nas amostras WT, Kh1-/+, add-

back (Kh1-/-[pSP72αZEOα::Kh1]) e também no controle positivo (plasmídeo 

pSP72αZEOα::Kh1 livre). Por outro lado, as amostras Kh1-/- e Kh1-/-

[pSP72αZEOαØ] não apresentaram o fragmento de tamanho esperado do 

gene Kh1 de 1593 pb. Essas amostras apresentaram amplificações 

inespecíficas, menos intensas e de tamanho maior que o esperado para o 

gene Kh1. Apesar de inúmeras tentativas para padronizar a reação de PCR, 

as bandas inespecíficas não desapareceram. Diante desse resultado, para 

confirmar a deleção do gene Kh1 foram também realizados a qPCR e o 

Southern blot. 
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Figura 11. Deleção do gene Kh1 por recombinação homóloga usando os cassetes 
NEO e HYG. Amplificação dos genes NEO (A) e HYG (B) nos parasitos selvagens e 
mutantes. C) A deleção da primeira cópia de Kh1 pelo cassete NEO foi confirmada 
pela utilização de um iniciador que anela em uma região 5’UTR fora do cassete e por 
outro iniciador que anela no interior do cassete de NEO. D) A deleção da segunda 
cópia de Kh1 pelo cassette HYG foi confirmada pela utilização de um iniciador que 
anela em uma região 5’UTR fora do cassete e por outro iniciador que anela no interior 
do cassete de HYG. Após a segunda transfecção os clones apresentam ambos os 
fragmentos NEO e HYG com tamanho esperado. E) PCR realizada para verificar a 
presença do gene Kh1. Os tamanhos dos fragmentos obtidos estão esquematizados 
abaixo de cada gel. PM: Padrão de peso molecular; CP: controle positivo; CN: 
controle negativo.  
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 A qPCR foi realizada para avaliar o número de cópias do gene Kh1. 

Nesse ensaio foi utilizado o SYBR Green para detecção do DNA genômico 

amplificado. Inicialmente foi realizada uma padronização da reação de qPCR, 

cujos resultados podem ser observados na Figura 12. Foram avaliados os 

iniciadores para amplificação dos genes Kh1, GAPDH e DNA polimerase, e 

como amostra foi utilizada uma mistura composta de DNA genômico de L. 

infantum WT dos diferentes mutantes. Por meio da análise da curva de 

calibração foi obtida a eficiência de cada par de iniciadores; enquanto que 

curvas de dissociação evidenciam suas especificidades (Figura 12). Todos os 

iniciadores foram específicos, o que foi demonstrado pelos picos únicos nas 

curvas de dissociação, e apresentaram eficiência semelhante, muito próximas 

a 100 %. Esses resultados demonstram que o número de cópias do gene Kh1 

pode ser comparado entre as amostras utilizando o método 2-ΔΔCT, 

normalizado com os valores obtidos para os genes constitutivos GAPDH e 

DNA polimerase. 

 Após a padronização foi realizada amplificação das amostras. Não foi 

observada amplificação do gene em nenhum dos clones Kh1-/-, resultado que 

pode ser observado na Figura 13. A amostra Kh1-/+ apresenta cerca da 

metade do número de cópias de Kh1 quando comparada com a amostra WT. 

Já a amostra Kh1-/-[pSP72αZEOα::Kh1] apresenta 1,5 a 1,8 vezes o número 

de cópias de Kh1 em relação à WT.  
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Figura 12. Padronização da qPCR. Amplificação dos genes Kh1, GAPDH e DNA 
polimerase por qPCR. Curvas padrão e curvas de dissociação dos gene Kh1 (A), 
GAPDH (B) e DNA polimerase (C). 
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Figura 13. Comparação do número de cópias do gene Kh1 nos mutantes. O número 
de cópias foi determinado quantitativamente em relação ao número de cópias dos 
genes constitutivos GAPDH e DNA polimerase por PCR quantitativo em tempo-real 
usando o método comparativo 2-ΔΔCT. Os iniciadores utilizados apresentaram 
eficiência semelhante, permitindo a comparação: Kh 99,25 % de eficiência, GAPDH 
100,97 % de eficiência e DNApol 98,95 % de eficiência. 
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 Para confirmar a ocorrência das deleções, foi realizado também o 

Southern blot. A enzima de restrição NdeI é capaz de clivar a região 5’UTR e 

a sequência de HYG em apenas um ponto. Já a enzima de restrição PvuII é 

capaz de clivar as sequencias de Kh1 e de NEO, cada uma em apenas um 

ponto, como podemos observar no esquema apresentado na Figura 14A.  

 Para ambas as sondas foi obtido o perfil de bandas esperado. A sonda 

que reconhece a região 5’UTR (Figura 14B) revelou uma banda de cerca de 

1.228 pb, correspondente ao fragmento do gene Kh1 somente nas amostras 

WT e Kh1-/+. A amostra Kh1-/+ também apresentou uma banda menor que 

corresponde ao fragmento de NEO. Ambos os clones Kh1-/- apresentaram 

bandas de tamanho esperado para os fragmentos de NEO e HYG. A diferença 

de tamanho observada entre os fragmentos dos clones 1 e 2 pode ser devido 

a distorção da corrida no gel de agarose. De forma a confirmar a deleção, 

esses clones não apresentaram a banda correspondente ao gene Kh1, 

confirmando o caráter não essencial do mesmo. Como podemos observar na 

Figura 14C, a sonda que reconhece o gene Kh1 revelou uma banda de 

tamanho esperado nas amostras WT e Kh1-/+, indicando a presença do gene 

nessas amostras, sendo que, de acordo com a análise densitométrica, Kh1-/+ 

apresenta cerca da metade do número de cópias de Kh1 quando comparada 

com a amostra WT. Não existe reconhecimento de nenhuma banda nas 

amostras dos duplos nocautes, confirmando o sucesso da deleção. Na 

amostra do add-back, a sonda Kh1 reconhece grande quantidade de DNA 

possivelmente extracromossomal dos plasmidios circulares, que corresponde 

a construção pSP72αZEOα::Kh1, que está presente nos parasitos (Figura 

14C). 

 Em conjunto, os resultados das PCRs, da qPCR e do Southern blot 

confirmam a completa deleção do gene Kh1 nos mutantes. 
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Figura 14. Southern blot para confirmar a deleção de Kh1 em L. infantum. A) 
Representação esquemática da localização gênica de Kh1 (LinJ.36.6110) antes e 
depois das integrações dos cassetes de NEO e HYG. Estão representados os sítios 
de clivagem das enzimas de restrição NdeI e PvuII e o tamanho dos fragmentos 
gerados. B) e C) Análise de Southern blot realizado com 10 µg de DNA genômico de 
L. infantum WT e dos mutantes digerido com as enzimas de restrição NdeI e PvuII.  
As membranas foram hibridizadas com sondas marcadas com fósforo radioativo 
(dCTP32), específicas para região 5’UTR de Kh1 (B) e para Kh1 (C). As quantidades 
de DNA aplicadas foram normalizadas em função do número de cópias de GAPDH. 
PM: Peso molecular.  
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5.5 A deleção de Kh1 não altera o crescimento das formas 

promastigotas, mas modifica sua morfologia 

 

 Após a obtenção dos mutantes Kh1-/- foram realizados ensaios para 

avaliação do fitness dos parasitos mediante deleção do gene Kh1. Como 

podemos observar na Figura 15, não houve diferença do crescimento da cepa 

selvagem quando comparado ao dos mutantes. O mesmo perfil de 

crescimento foi observado em dois clones diferentes de parasitos LiKh1-/- 

(dados não mostrados). Podemos observar que apenas no quarto dia da 

curva houve diferença entre o crescimento dos parasitos WT e os LiKh1-/-

[pSP72αZEOαØ] e LiKh1-/-[pSP72αZEOα::Kh1].  

 
Figura 15. Crescimento das formas promastigotas mediante perda do gene Kh1. Foi 
realizado o cultivo de parasitos WT, Kh1-/+ e Kh1-/- a partir de uma concentração 
inicial de 1 x 106 parasitos por mL. A concentração de parasitos foi determinada a 
cada 24 h através da contagem do número dos parasitos. Os dados apresentados 
correspondem à média de três experimentos independentes. A análise estatística das 
curvas foi realizada usando o teste 2way ANOVA, com pós teste de Bonferroni. 
Foram considerados resultados com diferença estatística aqueles que apresentaram 
p<0,05. * indica ponto da curva no qual houve diferença entre o crescimento de L. 
infantum WT e as populações Kh1-/-[pSP72αZEOαØ] e Kh1-/-[pSP72αZEOα::Kh1]. 
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 Apesar de não alterar o padrão de crescimento dos parasitos, a deleção 

do gene Kh1 parece gerar uma alteração morfológica das formas 

promastigotas, que na ausência do gene se mostram mais arredondadas. 

Com a reinserção do gene as promastigotas recuperam sua forma alongada 

nas fases logarítmica e estacionária de crescimento (Figura 16). Outra 

característica que podemos observar na morfologia das formas promastigotas 

selvagens é um possível aumento na quantidade de formas nectomonadas 

(>12 µm) e uma diminuição de metacíclicas (<11,5 µm) na fase estacionária. 

Na Figura 16 pode ser observada a morfologia das formas promastigotas 

selvagens e mutantes ao longo da curva de crescimento. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Morfologia das formas promastigotas ao longo da curva de crescimento. 
Imagens adquiridas com câmera Nikon® L810 em Microscópio Olimpus BH2 System 

Microscope. Barra: 10 M.  
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5.6 A deleção de Kh1 não altera a sensibilidade das formas 

promastigotas ao antimônio 

 

 Dentre os mecanismos de ação do SbIII podemos citar o desbalanço 

das vias energéticas, como beta-oxidação de ácidos graxos e glicólise. Dessa 

forma, foi avaliada a sensibilidade dos parasitos mutantes ao tartarato de 

antimônio. Apesar de o gene Kh1 estar indiretamente relacionado com o 

transporte de glicose para o interior dos parasitos, os mutantes Kh1-/- foram 

igualmente sensíveis ao antimônio quando comparados com a WT, resultado 

que pode ser observado na Figura 17.  

 

 

 
Figura 17. Sensibilidade dos parasitos WT, Kh1-/+ e Kh1-/- ao antimônio. Teste de 
susceptibilidade in vitro de WT e Kh1-/-. Parasitos foram cultivados na presença de 
concentrações crescentes de tartarato de antimônio e potássio (18,75 a 600 µM). 
Após 72 h de incubação, a concentração dos parasitos foi determinada usando o 
contador Coulter (Beckman, Life Sciences). Os dados apresentados correspondem à 
média de três experimentos independentes. O IC50 foi determinado pelo método de 
regressão não linear. Valores de IC50 estão apresentados no canto superior direito. 
Os dados apresentados correspondem à média de três experimentos independentes.  
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5.7 A deleção de Kh1 não altera a captação de glicose por formas 

promastigotas  

 

 Como Kh1 está indiretamente relacionado ao transporte de glicose em 

L. mexicana por ser responsável pelo endereçamento do transportador de 

glicose (LmxGT), foi realizado um ensaio para medir a capacidade dos 

parasitos LiKh1-/- de captar glicose utilizando um análogo fluorescente da 

glicose, o 2-NBDG (Invitrogen™). Como podemos observar na Figura 18, que 

representa a concentração em µM de 2-NBDG captada pelos parasitos, não 

existe diferença na captação de glicose realizada pelos parasitos Kh1-/- 

quando comparados ao seu par selvagem em nenhum dos intervalos de 

tempo avaliados (1 h e 3 h). No ensaio de competição, no qual foi adicionada 

glicose além do 2-NBDG, tanto os parasitos selvagens quanto mutantes 

incorporam menos 2-NBDG do que na ausência da glicose. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figura 18. Captação de glicose por formas promastigotas de WT e Kh1-/-. O gráfico 

representa a concentração em µM de 2-NBDG captada pelos parasitos em cada 

tempo de exposição (1h ou 3h). Os dados apresentados correspondem à média de 

dois experimentos independentes. A análise estatística foi realizada usando o teste 

1way ANOVA, com pós-teste de Bonferroni. Foram considerados resultados com 

diferença estatística aqueles que apresentaram p<0,05. 
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5.8 Parasitos LiKh1-/- não são capazes de manter a infecção em 

macrófagos 

 

 Para avaliar se a deleção do gene Kh1-/- altera o fitness das formas 

amastigotas intracelulares foi realizada infecção experimental de macrófagos 

humanos THP-1 e macrófagos peritoneais murinos com os parasitos WT, 

LiKh1-/+, LiKh1-/-, e LiKh1-/-[pSP72αZEOα::Kh1].  

 Os parasitos LiKh1-/+ apresentaram a mesma infectividade e a mesma 

capacidade de multiplicar no interior dos macrófagos quando comparados aos 

parasitos selvagens (dados não mostrados). 

 Conforme resultados apresentados nas Figuras 19 a 20, podemos 

observar que as amastigotas LiKh1-/- são capazes de infectar os macrófagos e 

de diferenciar em amastigotas, não sendo observada diferença com relação 

aos parasitos selvagens. No entanto, os mutantes LiKh1-/- são incapazes de 

manter a infecção, tanto nos macrófagos THP-1 quanto nos macrófagos 

peritoneais murinos. 

 Após oito dias de infecção dos macrófagos THP-1 (Figura 19), 

observamos uma redução de 96 % no número de macrófagos infectados por 

Kh1-/- quando comparado a WT e uma redução de 94 % na razão 

amastigotas/100 macrófagos. Os macrófagos THP-1 só foram acompanhados 

por 10 dias devido à significativa perda de viabilidade das células após esse 

período. Assim, não foi possível avaliar nesse experimento se ocorre o 

desaparecimento completo das amastigotas LiKh1-/-. Na infecção de 

macrófagos THP-1 observamos também que os parasitos add-back 

apresentaram uma infecção semelhante aos parasitos selvagens (Figura 

19A), entretanto o número de parasitos por macrófago foi menor que o 

controle, WT (Figura 19B). 

 Com o objetivo de investigar se existe um momento no qual não são 

mais encontradas amastigotas LiKh1-/- nos macrófagos, foi realizada a 

infecção dos macrófagos obtidos de lavado peritoneal de camundongos 

BALB/c, os quais se mantêm viáveis em cultura por mais de 20 dias. Apesar 

dos parasitos selvagens e nocautes apresentarem a mesma capacidade de 

infectar os macrófagos (o que foi observado no segundo dia de infecção), os 

parasitos mutantes apresentam replicação diminuída, não ultrapassando a 

proporção de 300 parasitos para cada 100 macrófagos (Figura 20). Os 
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parasitos selvagens infectam todas as células rapidamente e se multiplicam 

de forma intensa no interior dos macrófagos. Por outro lado, após 16 dias de 

infecção, nenhuma amastigota LiKh1-/- pôde ser observada (Figura 20).  

 A avaliação quantitativa dos núcleos das amastigotas revelou a 

presença de células multinucleadas nos parasitos mutantes LiKh1-/-, sendo 

que no 12° dia de infecção, mais de 90 % dos parasitos apresentaram mais de 

dois núcleos (Figuras 21 e 22).  

 Podemos observar em ambos os experimentos que os parasitos Kh1-/-

[pSP72αZEOα::Kh1] recuperaram apenas parcialmente a capacidade de 

replicar no interior dos macrófagos (Figuras 19B e 20B). Apesar de não ser 

esperado, os parasitos Kh1-/-[pSP72αZEOα::Kh1] apresentaram células 

multinucleadas (Figura 21C), assim como parasitos Kh1-/-, embora em 

menores proporções. No 12° dia de infecção, enquanto que 25 % dos 

parasitos WT apresentaram 2 núcleos e 75 % apresentaram 1 núcleo, 

somente 30 % dos parasitos add-back apresentaram 1 núcleo, 30 % 2 núcleos 

e 40 % mais de dois núcleos. 
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Figura 19. Análise da infectividade dos parasitos Kh1-/- em macrófagos THP-1. Para 
avaliar o fitness dos parasitos mutantes, macrófagos THP-1 foram infectados com L. 
infantum WT, Kh1-/- e Kh1-/-[pSP72αZEOα::Kh1] em uma proporção de 1:10 (10 
leishmanias para cada macrófago). A) Porcentagem de macrófagos infectados em 
diferentes tempos de incubação. B) Número de amastigotas intracelulares por 100 
macrófagos em diferentes tempos após a infecção. Os dados apresentados 
correspondem à média de dois experimentos independentes. Imagens 
representativas do 8° dia de infecção de L. infantum WT (C) e Kh1-/- (D) 
demonstrando a diminuição no número de parasitos Kh1-/-. As amastigotas mutantes 
remanescentes estão indicados pelas setas. As barras correspondem a 50 µm. 
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Figura 20. Análise da infectividade dos parasitos LiKh1-/- em macrófagos peritoneais 
murinos. Avaliação do fitness dos parasitos L. infantum WT, Kh1-/- e Kh1-/-

[pSP72αZEOα::Kh1] em macrófagos peritoneais murinos. A) Porcentagem de 
macrófagos infectados em diferentes tempos de incubação. B) Número de 
amastigotas intracelulares por 100 macrófagos em diferentes tempos após a 
infecção. Os dados apresentados correspondem à média de dois experimentos 
independentes. Imagens representativas do 16° dia de infecção de L. infantum WT 
(C) e Kh1-/- (D) demonstrando a ausência de parasitos Kh1-/-. As barras 
correspondem a 50 µm. 
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Figura 21. Análise quantitativa do número de núcleos dos parasitos. Parasitos L. 

infantum WT (A), LiKh1-/- (B) e LiKh1-/-[pSP72αZEOα::Kh1] (C) foram avaliados em 

relação a presença de um, dois ou mais núcleos. Pelo menos 150 parasitos foram 

contados e a porcentagem de cada tipo de células foi plotada. O número de núcleos 

foi determinado a partir do experimento de infecção de macrófagos peritoneais 

murinos e os resultados apresentados correspondem à média de dois experimentos 

independentes. 
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Figura 22. Comparação da morfologia das amastigotas WT e Kh1-/- por microscopia 
ótica. Macrófagos THP-1 e macrófagos peritoneais murinos infectados com L. 
infantum WT e Kh1-/- após 4 dias de infecção, mostrando amastigotas Kh1-/- 
multinucleadas. Todas escalas representam 10 µm. Imagens adquiridas com câmera 
Nikon® L810 em Microscópio Olimpus BH2 System Microscope.  
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5.9 Mutantes Kh1-/- apresentam alteração no ciclo celular 
 

 Para melhor analisar a causa do defeito no crescimento das formas 

amastigotas Kh1-/-, foi realizada a análise do ciclo celular desses parasitos por 

citometria de fluxo. Nesse ensaio foram avaliadas amastigotas purificadas de 

macrófagos THP-1 após 4 dias de infecção e marcadas com iodeto de 

propídeo (PI). Como podemos observar na Figura 23, os parasitos LiKh1-/- 

apresentaram diminuição na fase G0/G1 e retenção nas fases G2/M quando 

comparados aos parasitos selvagens, indicando uma diminuição na ciclagem 

celular.  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Avaliação do ciclo celular dos mutantes de L. infantum Kh1-/-. Histogramas 
representativos do ciclo celular mostram o conteúdo de DNA por amastigotas LiWT 
(A) e Likh1-/- (B) após marcação com PI e leitura em FACS Calibur. C) Porcentagem 
de amastigotas LiWT e Likh1-/- em diferentes fases do ciclo celular. Os dados 
apresentados correspondem à média de dois experimentos independentes. A análise 
estatística foi realizada usando o teste 1way ANOVA, com pós-teste de Bonferroni. 
Foram considerados resultados com diferença estatística aqueles que apresentaram 
p<0,05. 
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5.10 Infecção por parasitos LiKh1-/- não interfere na produção de óxido 

nítrico  

 

 Para investigar se os parasitos LiKh1-/- podem induzir uma resposta 

diferente dos parasitos WT durante a infecção, foi realizado o estímulo de 

macrófagos peritoneais murinos com IFN-ɣ, a infecção com os parasitos e em 

seguida a determinação de nitrito presente no sobrenadante das culturas pelo 

método de Griess. Os resultados obtidos, representados na Figura 24, 

demonstram que os parasitos WT, LiKh1-/-, LiKh1-/-[pSP72αZEOαØ] e LiKh1-/-

[pSP72αZEOα::Kh1] não estimularam a produção de NO, nem em macrófagos 

de camundongos BALB/c e nem em macrófagos de C57BL/6. Como controle 

positivo do ensaio foi usado o lipopolissacarídeo (LPS), que é muito eficiente 

para induzir a produção de óxido nítrico sintase pelos macrófagos em poucas 

horas. Como podemos observar, o LPS foi capaz de induzir a produção de NO 

pelos macrófagos em quantidade satisfatória, validando o experimento. 

Podemos perceber que mesmo para o LPS, os macrófagos só são capazes 

de produzir elevadas quantidades de NO se previamente estimulados com 

IFN- ɣ. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Infecção por parasitos Kh1-/- não interfere na produção de óxido nítrico. 
Produção de NO por macrófagos peritoneais murinos de camundongos BALB/c e 
C57BL/6 infectados com parasitos WT, Kh1-/-, Kh1-/-[pSP72αZEOαØ] e Kh1-/-

[pSP72αZEOα::Kh1]. Os resultados apresentados correspondem à média de dois 
experimentos independentes, realizados cada um com três camundongos. CN: 
controle negativo; LPS: lipopolissacarídeo. 
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5.11  Infecção de camundongos e recuperação dos parasitos 

 

 Foi avaliada a capacidade dos parasitos WT e LiKh1-/- de infectarem 

camundongos BALB/c e camundongos C57BL/6 nocautes para IFN-ɣ-/-. Foram 

realizados diferentes esquemas de infecção a fim de se avaliar qual seria a 

melhor estratégia para recuperação dos parasitos. Na Tabela 6 podemos 

observar os resultados obtidos em cada esquema de infecção. 

 Foram obtidas baixas taxas de infecção quando realizado inóculo de 

formas promastigotas de L. infantum em camundongos BALB/c, seja por via 

intraperitoneal ou na veia da cauda. Nesses esquemas, nem mesmo os 

parasitos selvagens foram capazes de infectar os camundongos de forma 

satisfatória (Tabela 6).  

 A infecção dos camundongos BALB/c realizada com formas amastigotas 

resultou num maior sucesso quando comparada com a infecção realizada com 

formas promastigotas, sendo recuperados parasitos WT tanto no baço quanto 

no fígado de todos os camundongos. Por outro lado, as formas amastigotas 

dos parasitos LiKh1-/- não foram capazes de infectar os camundongos BALB/c 

(Tabela 6 e Figura 25).  

 Sendo assim, também foi avaliada a infectividade das formas 

promastigotas dos parasitos WT e LiKh1-/- em camundongos 

imunossuprimidos deficientes em IFN-ɣ. As formas promastigotas, inclusive 

dos parasitos LiKh1-/- foram capazes de infectar todos os camundongos. No 

entanto, de acordo com resultado da diluição limitante (Figura 25), podemos 

observar que os parasitos LiKh1-/- tiveram menor capacidade de infectar ou de 

manter a infecção mesmo nos camundongos nocaute para IFN-ɣ, sendo 

obtido um número bem menor de parasitos quando comparados aos parasitos 

WT. Não foi observada diferença estatística entre o número de parasitos 

recuperados do baço e do fígado dos animais (Figura 25). 
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 Tabela 6. Infecção de camundongos e recuperação dos parasitos 

 

Camundongo
s 

Camundongo
s por grupo 

Parasitos 
Inóculo 

(parasitos) 
Via de infecção 

Eutanásia 
(semanas) 

Porcentagem 
de infecção 

Órgãos dos 
quais foram 
recuperados 

Tempo para 
crescimento 
em cultura 

axênica (dias) 

Balb/c 

4 Promastigotas 

WT 
1 x 10

6
 veia da cauda 2 

25 Fígado 15 

Kh1
-/-

 0 - - 

WT 
1 x 10

6
 veia da cauda 4 

25 Fígado 15 

Kh1
-/-

 0 - - 

WT 
1 x 10

7
 intraperitoneal 2 

0 - - 

Kh1
-/-

 0 - - 

3 Amastigotas 
WT 

1 x 10
6
 intraperitoneal 2 

100 Baço e fígado 8 

Kh1
-/-

 0 - - 

C57BL/6 
nocaute para 

IFNɣ 
3 Promastigotas 

WT 
1 x 10

7
 intraperitoneal 2 

100 Baço e fígado 4 

Kh1
-/-

 100 Baço e fígado 8 
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Figura 25 - Carga parasitária de camundongos infectados com L. infantum WT e Kh1-

/-. Carga parasitária de camundongos BALB/c (A) e C57BL/6 nocaute para IFN-ɣ (B), 
infectados com formas amastigotas e formas promastigotas, respectivamente. A 
carga foi avaliada por diluição limitante de macerados de fígado e baço, obtidos após 
15 dias de infecção. A leitura foi realizada 15 dias após a eutanásia dos animais. A 
análise estatística foi realizada usando o teste 1way ANOVA, com pós-teste de 
Bonferroni. Foram considerados resultados com diferença estatística aqueles que 
apresentaram p<0,05. 
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5.12     Resumo dos resultados 

 

 Os dados obtidos nesse trabalho demonstram que o gene Kh1 não é um 

gene essencial em L. infantum, e que sua deleção não altera o perfil de 

crescimento das formas promastigotas, e nem a capacidade dos parasitos de 

captar glicose. Por outro lado, nossos resultados sugerem que a deleção do 

gene Kh1 gera uma alteração morfológica das promastigotas de L. infantum. 

Diferente das formas promastigotas, as formas amastigotas mutantes 

apresentam defeito no ciclo celular, apresentando retenção em G2/M. Esse 

defeito culminou com a formação de amastigotas multinucleadas que não são 

capazes de manter a infecção em macrófagos in vitro e que apresentam 

menor capacidade de manter a infecção in vivo quando comparada aos 

parasitos selvagens. Em conjunto, os resultados do trabalho indicam que os 

parasitos mutantes Likh1-/- são potenciais candidatos vacinais contra as 

leishmanioses.  

 



 

89 
 

6 DISCUSSÃO 

 

 Nesse estudo realizamos com sucesso a deleção do gene Kharon1 

(Kh1) em L. infantum utilizando a metodologia de recombinação homóloga 

descrita por Cruz et. al em 1991. A deleção foi confirmada por PCR, qPCR e 

Southern blot. Os parasitos mutantes obtidos foram caracterizados em relação 

a vários parâmetros: crescimento em cultura, morfologia, infectividade in vitro 

e in vivo, proliferação intracelular, ciclo celular, transporte de glicose, 

susceptibilidade ao antimônio e produção de óxido nítrico. 

 A construção dos cassetes para deleção, feita por meio da PCR de 

fusão, se mostrou uma metodologia altamente eficiente e rápida. Há alguns 

anos atrás, a obtenção de construções para manipulação genética era 

realizada por meio de sucessivas clonagens em bactérias, com a necessidade 

de se realizar várias transformações, várias digestões com enzimas de 

restrição e várias eletroforeses, de forma que muito tempo era gasto nesse 

processo (Roberts 2011). Com o tempo foram desenvolvidas metodologias 

para simplificar e otimizar esse processo, como por exemplo o Sistema 

Gateway baseado na recombinação do fago λ (Batista et al. 2010; Alonso et 

al. 2014; Esposito et al. 2009), a clonagem independente de ligação (LIC) 

(Aslanidis and Jong 1990; Dortay et al. 2011) e a PCR de fusão (Berrow, 

Alderton, and Owens 2009; A. Mukherjee et al. 2009). Embora o Sistema 

Gateway e a LIC sejam eficientes, a fusão não é muito precisa, sendo 

adicionados alguns pares de bases nas extremidades 5’ e 3’ do fragmento. A 

PCR de fusão, por outro lado, se baseia na utilização de uma DNA polimerase 

com atividade de exonuclease para correção, capaz de unir fragmentos de 

DNA que possuam sequências complementares. As construções podem então 

ser obtidas de forma eficiente sem a adição de pares de base extras (Roberts 

2011). 

 Como o cromossomo 36, onde se encontra o gene Kh1, é diplóide em L. 

infantum (Rogers et al. 2011), foram realizadas duas transfecções 

sequenciais, de modo a obter inicialmente parasitos nocautes em uma das 

cópias do gene (LiKh1-/+) e em seguida parasitos duplo nocaute (LiKh1-/-). 

Para confirmar as deleções foram realizadas PCRs convencionais, qPCRs e o 

Southern blot.  
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 A caracterização das formas promastigotas de L. infantum demonstrou 

que os parasitos mutantes apresentam o mesmo padrão crescimento que os 

parasitos selvagens, o que era esperado, tendo em vista que, em L. 

mexicana, a deleção do gene Kh1 também não resultou em alteração no 

crescimento das formas promastigotas (Tran et al. 2015). A diferença 

observada no quarto dia da curva entre o crescimento dos parasitos WT e os 

Kh1-/-[pSP72αZEOαØ] e Kh1-/-[pSP72αZEOα::Kh1] pode ser devido a 

presença da droga Zeocina, usada para selecionar os parasitos transfectados 

com o plasmídeo pSP72αZEOα, ou devido ao fato de não ter sido realizada 

seleção clonal desses parasitos. No entanto, essa diferença no crescimento 

provavelmente não tem um impacto biológico significativo para os parasitos.  

 Apesar da deleção não alterar o crescimento dos parasitos, as formas 

promastigotas de L. infantum se apresentam menos alongadas na ausência 

do gene Kh1, mas recuperam o formato alongado quando o gene é reinserido 

nos parasitos nocautes. Essa alteração morfológica não foi observada em L. 

mexicana (Tran et al. 2013; Tran et al. 2015) e pode ser um indício de uma 

nova função do gene Kh1 em L. infantum. A morfologia dos mutantes deve ser 

melhor investigada com outras técnicas, como microscopia eletrônica de 

varredura e microscopia eletrônica de transmissão, para que se possa inferir 

sobre as variáveis que levaram a tal alteração. 

 Como a proteína Kh1 está indiretamente relacionada com o transporte 

de glicose em L. mexicana, por ser responsável pelo endereçamento do 

transportador de glicose LmxGT1 (Tran et al. 2013), foi investigado o impacto 

da deleção de LiKH1 na incorporação de glicose. Foi verificado que a deleção 

de Kh1 em L. infantum não interferiu no transporte de glicose e essa ausência 

de fenótipo parece se dever ao fato de existir mais do que um transportador 

em Leishmania capaz de importar as hexoses glicose, manose, frutose e 

galactose (Cazzulo 1992; Langford et al. 1994; Burchmore and Landfear 1998; 

Burchmore et al. 2003). Em L. mexicana, por exemplo, ao ser realizado o 

nocaute do locus onde estão presentes os genes que codificam as três 

isoformas de transportadores de glicose (LmxGT1, LmxGT2 e LmxGT3) os 

parasitos mutantes apresentaram alterações metabólicas, como por exemplo, 

a alteração da produção de glicoconjugados (Contrera-Rodriguez and 

Landfear 2006). A fim de recuperar o fenótipo dos parasitos, foi realizada a 

transfecção de cada uma das três isoformas de LmxGT e cada uma das 
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isoformas sozinha foi capaz de restaurar o transporte das quatro hexoses nos 

parasitos (Rodriguez-Contreras et al. 2007). Dessa forma, em nosso trabalho, 

provavelmente outros transportadores, não endereçados por Kh1, foram 

capazes de manter a captação normal de glicose nos parasitos Kh1-/- via 

bypass. Apesar desse perfil ter sido observado somente nas formas 

promastigotas, não é esperado que exista diferença na captação de glicose 

pelas amastigotas LiKh1-/-: as amastigotas transportam menos glicose do que 

as promastigotas, pois utilizam ácidos graxos como fonte primária de energia 

(Hart and Coombs 1982; Burchmore and Hart 1995). 

 Considerando ainda o metabolismo de glicose, sabe-se que um dos 

mecanismos de ação do antimônio consiste em perturbar o metabolismo 

energético por meio da inibição da glicólise (Berman, Gallalee, and Best 1987; 

Sundar and Goyal 2007). Outros trabalhos mostraram ainda que parasitos 

resistentes a drogas apresentam alterações no fitness que resultam em uma 

menor captação e em um menor metabolismo de glicose (Uzcategui et al. 

2005; Machuca et al. 2006; do Monte-Neto et al. 2011). Dessa forma, foi 

investigado se os parasitos LiKh1-/- apresentam alteração na sensibilidade ao 

antimonial. No entanto, como L. infantum Kh1-/- não apresentou alteração na 

captação de glicose do meio, também não foi observada alteração na 

sensibilidade aos antimoniais.  

 Para avaliar o fitness das formas amastigotas foram realizados 

experimentos de infecção in vitro de macrófagos THP-1 e de macrófagos 

peritoneais murinos. Semelhante ao que foi observado em L. mexicana, as 

amastigotas mutantes de L. infantum apresentaram um defeito na citocinese, 

o que gerou formas multinucleadas que morreram com o tempo, sendo 

incapazes de manter a infecção nos macrófagos (Figura 20).  

 Durante a infecção dos macrófagos THP-1, enquanto os parasitos WT 

se multiplicam com sucesso, a taxa de infecção por parasitos LiKh1-/- cai ao 

longo dos dias. No entanto, após 9 a 10 dias de infecção os macrófagos THP-

1 começam a morrer e perdem a aderência às lâminas, impossibilitando a 

continuidade dos experimentos e a investigação do tempo de duração das 

amastigotas nocaute nessas células. Além disso, devido à intensa 

multiplicação da L. infantum WT, os macrófagos são destruídos com o passar 

do tempo, impossibilitando a continuidade da análise devido à falta de um 

controle positivo. Em contrapartida, os experimentos realizados com 
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macrófagos peritoneais murinos permitiram analisar a infecção por mais de 20 

dias. Esses experimentos demonstraram que in vitro a infecção por L. 

infantum Kh1-/- não persiste por mais de 16 dias. Nos últimos dias da infecção 

praticamente todos parasitos se apresentam multinucleados, fenótipo que 

culmina com a morte das células.  

 Em todos os experimentos de infecção in vitro observamos que os 

parasitos complementados LiKh1-/-[pSP72αZEOα::Kh1] (add-back) não 

recuperam completamente o fenótipo quando comparado aos parasitos 

selvagens (Figuras 19 e 20), mesmo tendo apresentado um maior número de 

cópias de Kh1 no qPCR e no Southern blot (Figuras 11 a 14). Além disso, os 

parasitos add-back apresentaram células multinucleadas ao longo da infecção 

dos macrófagos (Figura 21), indicando a persistência de células com o mesmo 

fenótipo de LiKh1-/-. Esses resultados provavelmente se devem ou a seleção 

dos parasitos add-back, que não foi clonal, ou ao uso um vetor na forma 

epissomal para realizar a reintrodução do gene. Primeiro, os vetores, quando 

não integrados, não estão sujeitos aos mecanismos de segregação de DNA 

de forma que as células filhas não recebem quantidades iguais do vetor, 

podendo confundir as análises fenotípicas. Em segundo lugar, os níveis de 

expressão dos genes presentes em vetores podem variar de célula para 

célula. Uma terceira possível causa é o fato dos vetores epissomais não se 

manterem nos parasitos na ausência da pressão seletiva da droga (Roberts 

2011). Apesar dos experimentos de infecção in vitro serem relativamente 

curtos, a falta da adição da Zeocina pode ter sido um fator que contribuiu para 

os resultados observados. Dessa forma, futuramente, ao planejar 

experimentos in vivo, que duram vários meses, esse fator deverá ser levado 

em consideração, podendo-se optar, por exemplo, por usar um vetor que 

permita a integração do gene no genoma do parasito. 

 Com os ensaios de infecção e com as imagens de microscopia óptica, 

demonstramos que, assim como em L. mexicana (Tran et al. 2015), a deleção 

do gene Kh1 em L. infantum, apesar de não alterar o padrão de crescimento 

das formas promastigotas, inviabiliza a divisão celular das formas 

amastigotas. A presença de amastigotas multinucleadas entre os parasitos 

mutantes sugere que os parasitos são capazes de realizar a divisão nuclear, 

mas que não finalizam a citocinese. A geração de parasitos com alteração no 

crescimento mediante a deleção do gene Kh1 parece estar relacionada com a 
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presença da proteína Kh1 na base do flagelo, nos microtúbulos subpeliculares 

(microtúbulos que formam um arcabouço fortemente associado à membrana 

plasmática dos parasitos) e no fuso mitótico. Apesar da associação com o 

fuso mitótico ainda não ter sido comprovada em Leishmania, o silenciamento 

do gene Kh em T. brucei fez com que o fuso mitótico não se formasse nesses 

parasitos, o que se mostrou letal para todas as formas presentes no seu ciclo 

de vida (Sanchez et al. 2016).  

 O fenótipo apresentado pelos parasitos Kh1-/- se assemelha aos 

apresentados por L. donovani nocaute para centrina1 (LdCEN-/-), nos quais 

também ocorre formação de amastigotas multinucleadas com defeito no 

crescimento que culmina com a morte dos parasitos, sem no entanto 

apresentar nenhuma alteração nas formas promastigotas (Selvapandiyan et 

al. 2004). Mais tarde foi demonstrado que centrina1 também é essencial para 

duplicação celular de T. brucei (Selvapandiyan et al. 2007) e de Plasmodium 

faciparum (Mahajan et al. 2008).  

 O trabalho de Selvapandiyan et al. 2004 demonstrou que centrina1 é 

essencial para duplicação do corpo basal, para formação do fuso mitótico e 

para citocinese; e que a cariocinese com ausência de citocinese leva à morte 

celular programada dos parasitos devido à uma perda do controle do ciclo 

celular. De forma similar ao que foi observado no ciclo celular dos mutantes 

LdCEN1-/-, L. infantum Kh1-/- também apresentou uma diminuição da ciclagem 

das células, com retenção do ciclo nas fases G2/M. Esse resultado corrobora o 

caráter essencial da proteína Kh1 para que ocorra divisão celular nas formas 

amastigotas de L. infantum e constitui um forte indício da presença dessa 

proteína no fuso mitótico dos parasitos, assim como a centrina. 

 A proteína Kh1, presente apenas em Kinetoplastídeos, não possui 

nenhum motivo conservado conhecido (Sanchez et al. 2016). Com o objetivo 

de melhor compreender as funções da proteína Kh1, foram realizadas buscas 

preliminares em bancos de dados por possíveis domínios proteicos presentes 

em Kh1. De acordo com modelagem obtida por meio do SWISS-MODEL, a 

sequência proteica de Kh1 apresenta uma região de homologia com Villin-1 

(ANEXO V). Villin-1 é uma proteína sensível ao cálcio responsável por 

reorganizar os filamentos de actina (Northrops et al. 1986; Zhai et al. 2001; N. 

Kumar et al. 2004). Sabe-se que essa proteína é inibida por Latrunculin A, 

uma toxina produzida por esponjas do mar Latrunculia magnifica que impede 
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a polimerização dos filamentos de actina (Spector et al. 1983; Yarmola, 

Somasundaram, and Boring 2000), e inibe a formação do fuso mitótico, 

impedindo a divisão celular (Forer and Pickett-Heaps 1998; Gachet et al. 

2004; Tournier et al. 2004; Meadows and Millar 2008). Embora preliminar, 

esse achado constitui mais um indício da atuação de Kh1 nos filamentos de 

actina e de sua presença no fuso mitótico de Leishmania.  

 Além disso, por estar presente apenas em Kinetoplastídeos (Sanchez et 

al. 2016), e por ser essencial para divisão celular desses parasitos (Tran et al. 

2015; Sanchez et al. 2016) Kh1 se mostra também como um alvo interessante 

para quimioterapia das leishmanioses, da doença do sono e provavelmente da 

doença de Chagas. 

 Para avaliar se o fenótipo de atenuação dos mutantes Likh1-/- observado 

in vitro seria também observado in vivo, foram realizadas infecções de 

camundongos BALB/c e C57BL/6 nocautes para IFN-ɣ. Dados da literatura 

demonstram que em camundongos BALB/c, a espécie L. infantum é capaz de 

se multiplicar rapidamente no fígado nas primeiras semanas, mas após um 

mês a infecção é controlada nesse órgão por meio da formação de 

granulomas, pois o órgão apresenta uma resposta inflamatória, do tipo TH1 

(Murray et al. 1987; Goto and Lindoso 2004; Hoffmann 2009; R. Kumar and 

Nylén 2012). No baço os parasitos também são controlados, apesar de não 

serem completamente eliminados, pois esse órgão apresenta uma resposta 

de caráter anti-inflamatório, que permite a sobrevivência dos parasitos (Melby 

et al. 2001; Mukherjee et al. 2003; Stanley & Engwerda 2007; Kumar & Nylén 

2012).  

 Apesar de vários trabalhos demonstrarem que a cepa ITMAP-263 de L. 

infantum é capaz de infectar camundongos (Mullen and Baillie 1998; Silvestre 

et al. 2007; Moreira et al. 2012; Cunha et al. 2013; Marques et al. 2015; Faria 

et al. 2016; Cunha-ju et al. 2017), no presente estudo as formas promastigotas 

dessa cepa de L. infantum não foram capazes de infectar camundongos 

BALB/c de forma satisfatória. A dificuldade de infecção provavelmente é 

devido ao tempo que a cepa permaneceu sob condições de cultivo axênico 

sem ser realizada nenhuma passagem in vivo. Moreira et al. 2012 

demonstraram que a manutenção da cepa ITMAP-263 de L. infantum por 

longos períodos em cultura resulta em uma perda de virulência tanto in vitro 

quanto in vivo. Sabe-se que passagens seriais in vitro, levam ao 
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desenvolvimento de perturbações no desenvolvimento, alterações nos níveis 

de expressão de macromoléculas de superfície e perda de fatores de 

virulência (Brittingham et al. 2001; Beetham, Donelson, and Dahlin 2003). 

Além disso, após passagens sucessivas, uma cultura estacionária de L. 

infantum apresenta uma diminuição da proporção de formas metacíclicas e 

um aumento da proporção de nectomonadas (Lei, Romine, and Beetham 

2010). De fato, imagens das culturas em fase estacionária adquiridas nesse 

estudo parecem indicar uma quantidade maior de nectomonadas do que de 

metacíclicas (Figura 16), sendo essa uma possível explicação para os 

resultados obtidos in vivo. Uma opção para solucionar a questão da 

dificuldade de infecção poderia ser então a separação das formas 

metacíclicas por gradiente de centrifugação conforme descrito por Späth & 

Beverley em 2001; ou com base na aglutinação induzida por lectinas 

conforme descrito por Pinto-da-Silva et al. em 2002; ou ainda por meio do 

tratamento prévio das promastigotas com sangue fresco, o qual apresenta 

proteínas da cascata do complemento funcionais, de forma que promastigotas 

não metacíclicas sejam eliminadas por lise (Franke et al. 1985).  

 Outra explicação para a menor virulência dos parasitos é uma possível 

diminuição da capacidade dos parasitos de se diferenciarem em amastigotas. 

Foi demonstrado que após passagens sucessivas em cultura, a perda de 

virulência de L. infantum ITMAP-263 ocorre não devido a uma diminuição no 

número de promastigotas metacíclicas, mas devido uma diferenciação 

inadequada das formas promastigotas para amastigotas, provavelmente 

devido à ausência do ciclo de vida completo durante longos períodos (Moreira 

et al. 2012). Foi constatado ainda que as cepas atenuadas de L. infantum 

recuperam completamente a virulência após diferenciação em formas 

amastigotas. Os autores consideram que a diferenciação em amastigotas 

seleciona os parasitos mais virulentos em uma cultura e que essa 

diferenciação teria um efeito similar ao da passagem dos parasitos em 

camundongos. Outros estudos ainda, apontam para a necessidade de se 

realizar inóculos com formas amastigotas de L. donovani para se obter um 

padrão reprodutível de infecção no baço e no fígado de camundongos (Garg 

and Dube 2006; Prianti et al. 2007). De forma semelhante, em nosso trabalho 

a infecção dos camundongos BALB/c com formas amastigotas de L. infantum 

resultou em sucesso na recuperação dos parasitos selvagens. Por outro lado, 
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é importante ressaltar que formas amastigotas dos parasitos mutantes Kh1-/- 

não foram capazes de infectar os camundongos BALB/c, evidenciando que 

esses parasitos nocautes não apresentam boa manutenção da infecção in 

vivo, devido ao defeito na citocinese das amastigotas. 

 A fim de solucionar a dificuldade na infecção in vivo e para garantir a 

recuperação dos parasitos LiKh1-/-, também foi realizada a infecção de 

camundongos nocaute para IFN-ɣ (imunossuprimidos e extremamente 

susceptíveis à infecção), com L. infantum WT e Kh1-/-, e ambos foram 

recuperados com sucesso nesse modelo. No entanto, os parasitos nocautes 

apresentaram maior dificuldade em manter a infecção mesmo em 

camundongos nocaute para IFN-ɣ, o que pode ser observado nos resultados 

da diluição limitante, na qual foi obtido menor número de parasitos LiKh1-/- do 

que WT (Figura 24). Esse resultado é condizente com o fato das amastigotas 

nocautes apresentarem defeito na divisão celular, o que leva a morte dos 

parasitos. 

 Os resultados obtidos in vitro e in vivo indicam que os parasitos 

nocautes para o gene Kh1 obtidos nesse trabalho são potenciais candidatos 

para o desenvolvimento de uma vacina atenuada. As vacinas baseadas em 

parasitos atenuados são consideradas uma das estratégias mais promissoras 

para proteção contra as Leishmanioses, pois esses parasitos simulam o curso 

natural da infecção por Leishmania e fazem com que o sistema imune do 

hospedeiro entre em contato com um vasto repertório antigênico (Spörri and 

Reis 2005; Saljoughian, Taheri, and Rafati 2014), ativando células 

apresentadoras de antígenos e gerando células de memória (Foulds, Wu, and 

Seder 2006). Essas características são cruciais para desenvolvimento de uma 

resposta duradoura (Selvapandiyan et al. 2012; Saljoughian, Taheri, and 

Rafati 2014). 

 Uma das principais preocupações no desenvolvimento de vacinas 

atenuadas é garantir sua segurança, demonstrando que não existe risco dos 

parasitos recuperarem o fenótipo virulento e que os parasitos são 

completamente eliminados com o tempo (Gannavaram et al. 2014).  

 Dessa forma, conhecer o tempo de persistência dos parasitos mutantes 

Likh1-/- nos camundongos será importante para avaliar a viabilidade de se 

estudar os mutantes como candidatos vacinais. Para avaliar se o perfil de 

multiplicação in vivo apresentado pelos mutantes Likh1-/- condiz com o perfil 
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observado in vitro no presente estudo, será necessário acompanhar a 

infecção, a fim de determinar o momento no qual os parasitos nocautes não 

serão mais detectados nos camundongos. Conforme padronização realizada 

neste trabalho, essa avaliação poderá será realizada por meio do inóculo de 

formas promastigotas por via intraperitonial, em camundongos C57BL/6 

nocaute para IFN-ɣ, que se mostrou a melhor estratégia para esse tipo de 

análise. Sabe-se, por exemplo, que L. mexicana Kh1-/- não é capaz de causar 

lesão em BALB/c e que após cerca de oito semanas os parasitos nocautes 

não são mais encontrados nos camundongos (Tran et al. 2015). No caso de L. 

donovani nocaute para centrina (LdCEN1-/-), apesar desses parasitos serem 

capazes de infectar camundongos BALB/c, nenhum parasito é encontrado 

após 12 semanas de infecção nem no baço nem no fígado desses animais 

(Selvapandiyan et al. 2009). Já para deleção do gene que codifica a proteína 

p27, expressa somente em amastigotas, os parasitos Ldp27-/- são capazes de 

sobreviver cerca de 20 semanas em camundongos BALB/c (Dey et al. 2013). 

 Embora alguns autores defendam que a capacidade dos parasitos em 

gerar uma infecção subclínica é fundamental para que a imunização resulte 

em uma proteção duradoura, como no caso da leishmanização (Nadim et al. 

1988; Nadim, Javadian, and Mohebali 1997; Streit et al. 2001; Dunning 2009; 

Selvapandiyan et al. 2012; Saljoughian, Taheri, and Rafati 2014), parasitos 

podem gerar uma resposta imune protetora sem, no entanto, gerar infecção 

do hospedeiro, o que foi demonstrado nas imunizações com L. tarentolae. 

Apesar desses parasitos serem incapazes de causar patologia (até mesmo 

em camundongos severamente imunossuprimidos), foram capazes de elicitar 

uma resposta protetora em camundongos BALB/c, com ativação de células 

dendríticas e produção de IFN-ɣ por linfócitos T (Breton et al. 2005). Assim, o 

fato dos nocautes LiKh1-/- não terem infectado os camundongos com 

eficiência, nem mesmo os imunossuprimidos, não afasta a possibilidade 

desses parasitos serem capazes de gerar uma resposta imune protetora. 

 Camundongos são os modelos largamente utilizados em pesquisa 

biomédica. O principal motivo desse uso é a existência de várias raças 

diferentes, com características genéticas muito bem definidas que são 

mantidas por meio de cruzamentos consanguíneos, de forma que os 

indivíduos da população se mantém geneticamente muito parecidos (Loría-

Cervera & Andrade-Narváez 2014). Além disso, existem reagentes disponíveis 
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para todo tipo de análise imunológica em camundongos (Garg and Dube 

2006). No entanto, sabe-se que os camundongos não são o modelo ideal para 

estudo da LV, pois mesmo as espécies de susceptíveis à L. donovani e L. 

infantum são capazes de resolver a infecção com o tempo; evolução muito 

distinta daquela observada em humanos (Melby et al. 2000; P. C. Melby et al. 

2001; Mukherjee et al. 2003; Loría-Cervera & Andrade-Narváez 2014). Em 

contrapartida, o hamster sírio dourado (Mesocricetus auratus) se apresenta 

como o melhor modelo para estudo da LV, pois, semelhante aos humanos, 

desenvolve doença severa e progressiva, com imunossupressão, 

hepatoesplenomegalia e pancitopenia (Gifawesen & Farrell 1989; P. Melby et 

al. 2001; Mookerjee et al. 2003; Fazzani et al. 2011; Loría-Cervera & Andrade-

Narváez 2014). Dessa forma, o melhor modelo para se avaliar a infecção 

pelos mutantes LiKh1-/- e a resposta imune induzida por esses parasitos é o 

hamster, estratégia que também poderá ser utilizada futuramente. 

 Uma etapa fundamental na eliminação das formas amastigotas 

intracelulares é a produção de óxido nítrico (NO) pelos macrófagos ativados. 

A importância da produção de NO para contenção da infecção é bem 

documentada, tanto in vitro (Liew et al. 1991) quanto in vivo (Wei et al. 1995), 

em modelos murinos (Mauël 1996) e em humanos (Kroncke et al. 1998). 

Durante a infecção por Leishmania, várias células produzem IFN-ɣ, como as 

células NK, os LT CD8+ e principalmente os LT CD4+ (Mary et al. 1999). O 

IFN-ɣ induz a expressão de óxido nítrico sintase pelos macrófagos, de forma 

que grandes quantidades de NO são produzidas a partir de L-arginina para 

eliminação dos parasitos (Wakil et al. 1998). Dentre os principais efeitos do 

NO sobre a Leishmania estão a inibição de enzimas mitocondriais essenciais 

para respiração, e também a inibição de tióis e fatores de transcrição. Além 

disso, o peroxinitrito, formado a partir de reação do NO com superóxidos, tem 

como alvo lipídios e DNA (Liew et al. 1991; Nathan and Hibbs 1991; Stamler 

1994). Por outro lado, a Leishmania também possui mecanismos de escape 

para evitar a ação microbicida do óxido nítrico, entre eles a inibição de vias de 

sinalização críticas para o macrófago (Gregory and Olivier 2005), como a 

supressão da ativação das MAP kinases (Martiny et al. 1999; S. Ghosh et al. 

2002). 

 Para avaliar se os nocautes LiKh1-/- induziriam uma resposta diferente 

dos parasitos selvagens ao interagir com os macrófagos, avaliamos a 
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produção de NO pelos macrófagos peritoneais murinos. No entanto, 

macrófagos peritoneais infectados com L. infantum WT ou com parasitos 

mutantes Kh1-/- não produziram NO (Figura 25). De fato, foi demonstrado que 

diferentes cepas de L. infantum induzem diferentes perfis de expressão de 

óxido nítrico sintase, sendo que a cepa utilizada nesse trabalho (ITMAP-263) 

foi uma das que menos induziu a expressão do gene (Marques et al. 2015). 

Além disso, a quantidade de NO produzida varia de acordo com a célula 

(monócitos, macrófagos, esplenócitos) e com a espécie investigada 

(camundongo, cão, primata) (Assche et al. 2011).  

 Apesar da deleção do gene Kh1-/- não ter interferido na produção de NO 

pelos macrófagos infectados, esse é um resultado preliminar, e a 

possibilidade dos parasitos LiKh1-/-  serem testados como vacina não deve ser 

descartada. Uma resposta robusta para essa pergunta será obtida testando a 

produção, além de NO, de interleucinas, IFN-γ e TNF-α não só em infecções 

in vitro, mas também de camundongos imunizados com parasitos mutantes 

Likh1-/- e desafiados com L. infantum (Frederick P Heinzel et al. 1991; F P 

Heinzel et al. 1993; Sypek et al. 1993; Darrah et al. 2007), estratégia que deve 

ser empregada futuramente a fim de avaliar se as imunizações com os 

mutantes são capazes de gerar proteção contra infecção por Leishmania. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 Os dados obtidos nesse trabalho demonstram que o gene Kh1 não é um 

gene essencial em L. infantum, e que os parasitos nocautes para o gene Kh1 

apresentam fenótipo atenuado tanto in vitro quanto in vivo. Tal fenótipo é 

resultante do defeito na divisão celular dos parasitos na fase intracelular 

amastigota. Por outro lado, apesar de não haver alteração do crescimento das 

formas promastigotas de L. infantum Kh1-/-, variações em sua morfologia 

apontam para funções ainda não descritas nesses mutantes. Em vista do 

potencial que cepas atenuadas apresentam para o desenvolvimento de 

vacinas, é pertinente afirmar que o material aqui apresentado justifica o 

investimento em investigações para a aplicação de L. infantum Kh1-/-, como 

candidato vacinal contras as leishmanioses. 
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8 PERSPECTIVAS 

 

 Investigar a capacidade dos parasitos mutantes Likh1-/- em manter a 

infecção em camundongos por diluição limitante; 

 Investigar a capacidade dos parasitos mutantes Likh1-/- em manter a 

infecção em hamsters por diluição limitante; 

 Avaliar perfil de citocinas elicitado em camundongos e/ou hamsters 

após imunização com parasitos mutantes Likh1-/- e após desafio com L. 

infantum e L. braziliensis; 

 Avaliar o perfil de citocinas elicitado em células 

mononucleares do sangue periférico após estímulo com parasitos mutantes 

Likh1-/-; 

 Investigar a localização celular da proteína Kharon1 em L. infantum por 

microscopia confocal; 

 Investigar quais as proteínas que interagem com Kharon1 em L. 

infantum por co-imunoprecipitação. 
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ANEXO II 

 

Alinhamento da sequência de nucleotídeos do cassete 5’Kh1::NEO::3’Kh1 com 

sequência consenso obtida a partir do sequenciamento  
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ANEXO III 

 

Alinhamento da sequência de nucleotídeos do cassete 5’Kh1::HYG::3’Kh1 com 

sequência consenso obtida a partir do sequenciamento.  
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ANEXO IV 

 

Alinhamento da sequência de nucleotídeos do gene Kh1 com sequência 

consenso obtida a partir do sequenciamento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

144 
 

ANEXO V 

 

Busca por domínios da proteína Kharon1 de L. infantum 

 


