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RESUMO 

 

A leishmaniose tegumentar (LT) continua sendo problema global de saúde pública, que se 

manifesta principalmente através de lesões cutâneas (leishmaniose cutânea - LC). Na América 

Latina, o Brasil é o país com maior registro de casos, com várias espécies de Leishmania 

associadas aos casos humanos. O diagnóstico laboratorial é essencial e um dos grandes desafios 

para o controle da doença. Desta forma, desenvolvemos e validamos uma técnica de imuno-

histoquímica (IHQ) utilizando anticorpo monoclonal (AcMo), para o diagnóstico da LC. 

Inicialmente, foi realizada uma revisão sistemática a fim de identificar potenciais alvos 

avaliados para o diagnóstico imunológico da LT. Antígenos com características distintas foram 

selecionados e considerados promissores para produção do AcMo e aplicação na técnica de 

IHQ. Os seis antígenos selecionados foram: triparedoxina mitocondrial peroxidase (mTXNPx); 

homológo do receptor para proteína quinase C ativada (LACK); fosfatase ácida secretada 

(sAcP); proteína de membrana dos kinetoplastídeos-11 (KMP-11); proteína hipotética (LbPH) 

e proteína quinase ativada por mitógeno 4 (MAPK4). As sequências de nucleotídeos dos 

antígenos selecionados foram sintetizadas e inseridas no plasmídeo pET28a. Vetores de 

clonagem e de expressão foram transformados com os plasmídeos, para produção dos antígenos 

recombinantes. Os antígenos produzidos foram utilizados como imunógenos em camundongos 

BALB/c, para produção dos AcMos por meio da técnica de hibridização somática. A 

imunorreatividade dos AcMos foi avaliada através da técnica de Western blotting, utilizando 

os respectivos antígenos recombinantes e antígenos solúveis de L. amazonensis, L. braziliensis 

e L. guyanensis. Em seguida, a técnica de IHQ foi realizada em biópsias de pele de hamsters 

experimentalmente infectados com estas espécies de Leishmania. A padronização da técnica de 

IHQ foi realizada utilizando o AcMo anti-mTXNPx e dois sistemas de detecção constituídos 

por polímero conjugados com as enzimas peroxidase (IHQ-POD) e fosfatase alcalina (IHQ-

FA). A validação destes protocolos de IHQ foi relizada em biópsias de pele de 49 pacientes 

com LC diagnosticados por meio da reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real 

(qPCR), que apresentavam resultados de exame direto e cultura, realizados como diagnóstico 

de rotina. Foram também incluídos 37 pacientes que apresentando outras doenças 

dermatológicas infecciosas. O exame histopatológico (HE) e a IHQ foram realizados em todos 

os pacientes incluídos neste estudo. Na revisão sistemática, foram encontrados potenciais alvos 

antigênicos para uso em técnicas imunológicas para o diagnóstico de LT, LC e leishmaniose 

mucosa (LM). No entanto, a maioria dos estudos são provas de conceito, fato que reforça a 

necessidade de desenvolvimento de estudos de validação mais abrangentes. Através da técnica 

de Western blotting e IHQ em lesão de animal experimentalmente infectado, foi comprovada a 

imunorreatividade dos AcMos anti-mTXNPx e anti-LACK. No estudo de validação 

empregando AcMos anti-mTXNPx, a maior sensibilidade foi observada para IHQ-FA (85,7%), 

seguida por IHQ-POD (79,6%), exame direto (77,6%), HE (65,3%) e cultura in vitro (49%). 

IHQ e HE apresentaram especificidade acima de 90%. A positividade do exame direto e da 

cultura aumentou significativamente quando os resultados foram combinados com da IHQ-FA, 

atingindo 95,9% e 93,9%, respectivamente. Através da análise de regressão logística 

verificamos que as técnicas de IHQ e HE são capazes de detectar pacientes com LC 

independentemente da carga parasitária. Os resultados obtidos neste estudo demonstram o 

potencial da técnica de IHQ para o diagnóstico da LC no Brasil e possibilita o desenvolvimento 

de novas alternativas diagnósticas para o controle dessa doença negligenciada. 

 
Palavras-chave: Leishmaniose Cutânea; Diagnóstico; Imuno-Histoquímica; Anticorpos 

Monoclonais 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Tegumentary leishmaniasis (TL) is still a worldwide public health problem, presenting mainly 

through skin lesions (cutaneous leishmaniasis – CL). In Latin America, most cases occur in 

Brazil, and several Leishmania species have been associated with human cases. The laboratory 

diagnosis is crucial and considered one of the pillars to disease control. In this manner, the 

development and validation of an immunohistochemistry assay (IHC) using monoclonal 

antibody (mAb) for CL-diagnosis were performed. Firstly, a systematic review identifing 

potential antigenic targets that have been previously evaluated for TL-immunodiagnosis was 

performed. Antigens were further selected according specific characteristics and considered 

potential for CL-diagnosis through IHC. The six selected antigens were: mitochondrial 

tryparedoxin peroxidase (mTXNPx); Leishmania homologue of activated C kinase (LACK); 

secreted acid phosphatase (sAcP); kinetoplastid membrane protein-11 (KMP-11); hypothetical 

protein (LbHP) and Mitogen-activated protein kinase 4 (MAPK4). The amino acid sequences 

were selected, further synthetized, and inserted in pET28a plasmid by GenScript. Those 

plasmids were inserted into cloning and expression vectors for the production of recombinant 

antigens (rAg). The rAgs were used as immunogens in BALB/c mice for mAb production 

through somatic hybridization. The immunoreactivity of each mAb was tested by Western 

blotting using soluble antigens of L. amazonensis, L. braziliensis and L. guyanensis. 

Subsequently, the IHC was performed on skin biopsies from hamsters infected with the same 

Leishmania species. The standardization and validation of IHC was performed with anti- 

mTXNPx mAb through two detection systems consisting of polymer with peroxidase enzyme 

(IHC-HRP) and alkaline phosphatase (IHC-AP). The IHC was validated on skin biopsy from 

49 CL-patients diagnosed by clinical examination and real-time quantitative polymerase chain 

reaction (qPCR). For this group, the direct examination and in vitro culture were also 

performed. Furthermore, 37 patients presenting other dermatological infectious diseases were 

included. The histopathology (HE) and IHC were performed for all patients included in the 

study. A total of 81 antigens were found in the systematic review for the diagnosis of TL, CL 

and mucosal leishmaniasis (ML). However, a large number of proof-of-concept studies 

reinforce the need for further studies. In the IHC validation study, the higher sensitivity value 

was observed for IHC-AP (85.7%), followed by IHC-HRP (79.6%), direct examination 

(77.6%), HE (65,3%) and in vitro culture (49%). Both IHCs and histopathology presented 

specificity over 90%. The IHC-AP combined with direct examination enhanced the positivity 

to 95.9%, and the same IHC combined with HE increased the positivity to 93.9%. The 

multivariate regression analysis showed that IHC and HE were the only tests able to detect CL-

patients regardless the parasite burden. The IHC evaluated here is useful to detect the main 

Leishmania species causing CL in Brazil and could support the diagnostic strategies for disease 

control. 

 

Keywords: Leishmaniasis, Cutaneous; Diagnosis; Immunohistochemistry; Antibodies, 

Monoclonal. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

 A leishmaniose tegumentar (LT) é uma doença infecciosa crônica responsável por 

amplo espectro de manifestações clínicas, ocasionando desde lesões cutâneas (leishmaniose 

cutânea – LC) únicas, múltiplas ou difusas, até o acometimento das mucosas (leishmaniose 

mucosa – LM). Esta doença ocorre em pelo menos 92 países, sendo reportado apenas no Brasil 

durante a última década, mais de 200.000 casos, principalmente por Leishmania (Viannia) 

braziliensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania (Viannia) guyanensis. O 

diagnóstico laboratorial permanece um dos grandes desafios para o controle da LT, devido à 

limitada acurácia dos métodos parasitológicos, à restrição de técnicas moleculares e à 

importância do diagnóstico diferencial com diversas doenças dermatológicas e sistêmicas. 

Desta forma, o eixo central desta tese é o desenvolvimento de uma técnica de imuno-

histoquímica (IHQ) usando anticorpo monoclonal (AcMo), para o diagnóstico da LC. 

 Inicialmente, foi realizada uma revisão sistemática visando identificar os alvos 

antigênicos que já foram utilizados em testes imunológicos para o diagnóstico da LT. Este 

estudo foi publicado na revista PLoS One, com o título Potential antigenic targets used in 

immunological tests for diagnosis of tegumentary leishmaniasis: a systematic review (Apêndice 

1). Partindo deste universo de antígenos descritos na literatura, considerando características 

biológicas de algumas proteínas, além da disponibilidade prévia de alguns minigenes, foram 

selecionados antígenos que, com características distintas, foram considerados potenciais alvos 

para o diagnóstico através da técnica de IHQ. Os seis antígenos selecionados foram: 

triparedoxina mitocondrial peroxidase (mTXNPx); proteína homóloga do receptor para quinase 

C ativada de Leishmania (LACK, do inglês Leishmania homologue of activated C kinase); 

fosfatase ácida secretada (sAcP, do inglês secretory acid phosphatase); Proteína de membrana 

dos Kinetoplastídeos-11 (KMP-11, do inglês Kinetoplastid membrane protein-11); Proteína 

hipotética (LbPH) e Proteína quinase ativada por mitógeno 4 (MAPK4, do inglês mitogen-

activated protein kinase 4). 

 Os antígenos selecionados foram produzidos através da tecnologia do DNA 

recombinante e utilizados como imunógenos para a produção dos AcMos. Através da técnica 

de Western blotting, foi avaliada a imunorreatividade dos AcMos contra os respectivos 

antígenos recombinantes e antígenos solúveis das principais espécies de Leishmania 

responsáveis pela LT no Brasil. O reconhecimento de formas amastigotas pelos AcMos foi 

analisado em fragmento de lesão de animais experimentalmente infectados com L. braziliensis, 
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L. amazonensis e L. guyanensis, demonstrando potencial aplicação do AcMo anti-mTXNPx e 

anti-LACK na técnica de IHQ. 

 A validação da técnica de IHQ em amostras de pacientes com suspeita de LC, foi 

realizada utilizando o AcMo anti-mTXNPx e dois sistemas de detecção. O estudo de 

desenvolvimento e validação da IHQ utilizando o AcMo anti-mTXNPx, foi publicado na revista 

Frontiers in Microbiology, com o título Anti-mitochondrial tryparedoxin peroxidase (mTXNPx) 

monoclonal antibody-based immunohistochemistry for diagnosis of cutaneous leishmaniasis 

(Apêndice 2). 

 Entendemos que em um país como o Brasil, que apresenta grande extensão territorial e 

diversidade de cenários e realidades, técnicas diagnósticas que apresentem elevada acurácia, 

devem ser amplamente disponibilizadas e empregadas de acordo com as diferentes realidades 

locais. Desta forma, este estudo busca adicionar ao contexto atual do diagnóstico da LC, uma 

estratégia promissora baseada na técnica de IHQ e ainda fornece inúmeras perspectivas futuras 

para o desenvolvimento de outras estratégias diagnósticas utilizando os produtos obtidos neste 

estudo.  

 

 

 



16 
 

2. REFERENCIAL TEÓRICO  

 

2.1 Aspectos gerais da leishmaniose tegumentar 

A LT é uma doença infecciosa crônica de alta incidência e ampla distribuição 

geográfica, causada por diferentes espécies de Leishmania sp. e que se manifesta através de 

diferentes formas clínicas. Esta doença constitui um importante problema de saúde pública, 

especialmente por afetar as populações mais vulneráveis de países em desenvolvimento, sendo 

considerada uma doença tropical negligenciada pela Organização Pan-Americana da Saúde 

(OPAS) e Organização Mundial da Saúde (OMS) (PAHO, 2019; WHO, 2010).  

Segundo a OMS, a LT é endêmica em 88 países, com registro anual entre 0,6 a 1 milhão 

de novos casos, sendo que 85% ocorrem no Afeganistão, Argélia, Bolívia, Brasil, Colômbia, 

Irã, Iraque, Paquistão, República Árabe da Síria e Tunísia (WHO, 2020). No período entre 2001 

a 2019, foram registrados nas Américas 1.028.054 casos, com média de 54.108 casos por ano, 

concentrados principalmente no Brasil e em países da região Andina (PAHO, 2020). No Brasil, 

casos autóctones da doença já foram registrados em todos os estados. Entre 2010 e 2019, foram 

notificados em média 20.265 casos por ano, sendo 43% registrados na região Norte, 

historicamente a região mais endêmica do país. Já na região Sudeste, Minas Gerais foi 

responsável por cerca de 75% dos casos registrados (BRASIL, 2021). 

Diferentes espécies de Leishmania são reconhecidamente causadoras da LT no Brasil, 

sendo L. braziliensis, L. amazonensis e L. guyanensis as espécies de maior relevância 

epidemiológica. Outras espécies como Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) 

naiffi, Leishmania (Viannia) lindenbergi e Leishmania (Viannia) shawi também foram 

identificadas como agente causador da LT no país, embora mais concentradas nas regiões Norte 

e Nordeste e com menor número de notificações (DA SILVA et al., 2006; FIGUEIRA et al., 

2017; SILVEIRA et al., 2002). As diferentes espécies envolvidas na infecção, associadas aos 

vetores e resposta imune do hospedeiro, são responsáveis pelo amplo espectro clínico e 

diferentes graus de morbidade da doença (BRASIL, 2017).  

Classicamente, a LT manifesta-se pelo comprometimento da pele e/ou mucosa, 

caracterizando a LC, a forma clínica mais frequente e LM, a mais severa.  De acordo com as 

características clínicas e evolutivas a LC pode se apresentar nas seguintes formas: leishmaniose 

cutânea localizada (LCL), leishmaniose cutânea disseminada (LD) e leishmaniose cutânea 

difusa (LCD) (BRASIL, 2017; MARZOCHI & MARZOCHI, 1994).  

A LCL, a forma mais comum, caracteriza-se pela presença de lesões cutâneas únicas ou 

múltiplas, de fundo granuloso e bordas elevadas, em geral do tipo de úlcera, que se localizam 
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na porta de entrada da infecção (CONVIT et al., 1993; SILVEIRA, LAINSON & CORBETT, 

2004). Embora a cura espontânea seja frequentemente descrita, em estudo de revisão 

sistemática, apenas 6% de cura foi observada em infecção causada por L. braziliensis (COTA 

et al., 2016). A LD é relatada em cerca de 2% dos casos, quase exclusivamente no norte e 

nordeste do Brasil (CARVALHO et al., 1994; COSTA et al., 1986; GALVÃO et al., 1993; 

TURETZ et al., 2002). Após o desenvolvimento das lesões primárias, a disseminação do 

parasito pode ocorrer por via sanguínea ou linfática, ocorrendo diversas lesões em segmentos 

corporais distintos e consequentemente distantes do local da picada (CARVALHO et al., 1994). 

No Brasil, a maioria dos casos de LD ocorre por L. braziliensis, embora esteja também 

associada à L. amazonensis (TURETZ et al., 2002; SILVEIRA et al., 2005). A LCD é grave, 

rara e se inicia com uma mácula, pápula ou nódulo não ulcerado na porta de entrada da infecção, 

que se dissemina de forma lenta (CONVIT & KERDEL-VEGAS, 1965). Frequentemente, esta 

forma clínica está associada à deficiência na resposta imune celular aos antígenos de 

Leishmania e predomínio de resposta Th2 (CHRISTENSEN et al., 2019; SILVEIRA et al., 

2009). No Brasil, é mais frequente na região Norte, sendo causada apenas por L. amazonensis 

(LEON et al., 1990).  

A LM caracteriza-se por lesões localizadas nas mucosas das vias aéreas superiores, 

podendo ser graves e destrutivas, provavelmente devido à resposta imune celular exacerbada e 

indevidamente modulada (BACELLAR et al., 2002; CARVALHO et al., 1985). A lesão 

mucosa pode ocorrer após anos da cicatrização da lesão cutânea (forma tardia), de forma isolada 

(forma primária) ou ainda junto às lesões cutâneas, seja de forma adjacente (forma contígua) 

ou à distância (forma concomitante) (BRASIL, 2017). No Brasil, a LM corresponde a cerca de 

6% dos casos de LT, com maior número registrado nas regiões Norte (37,6%) e Centro-Oeste 

(21%) (BRASIL, 2021). Em geral, é causada por L. braziliensis, entretanto, outras espécies 

como L. amazonensis e L. guyanensis parecem também estar associadas a esta forma clínica 

(BARRAL et al., 1991, 1996; GUERRA et al., 2011; NAIFF, TALHARI & BARRETT, 1988).  

Observa-se que a LT é uma doença de complexa imunopatogênese, em que o perfil de 

resposta imune à infecção por Leishmania sp., influencia na gravidade e em seu 

desenvolvimento (CONVIT et al., 1993). Em geral, a resposta efetiva contra a infecção está 

associada à resposta Th1 mediada por citocinas pró-inflamatórias como interferon (IFN)γ, fator 

de necrose tumoral (TNFα, do inglês Tumour Necrosis Factor) e interleucina (IL)1 e IL12, que 

levam a ativação dos macrófagos e à morte dos parasitos (FOLLADOR et al., 2002; NOVOA 

et al., 2011). Já a suscetibilidade e progressão da doença são mediadas por resposta Th2, com 

produção de IL4, IL5, IL10, IL13 e fator de transformação do crescimento (TGFß, do inglês, 
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Transforming Growth Fator) favorecendo à replicação e persistência do parasito (CACERES-

DITTMAR et al., 1993). No entanto, em humanos, a infecção nem sempre segue esta dicotomia, 

de modo que a resposta imune local apresenta-se frequentemente balanceada (Th1/Th2) com 

danos teciduais e persistência do parasito (CASTELLANO et al., 2009; COSTA-SILVA et al., 

2014).  

A importância da LT em termo de saúde pública está relacionada não apenas a sua alta 

incidência e ampla distribuição, mas também associada à possibilidade de desenvolvimento de 

formas clínica crônicas, frequentemente relacionadas a cicatrizes faciais, problemas 

psicossociais e estigmatização, ocasionados por sequelas físicas e psicológicas da doença 

(BENNIS et al., 2017; TOLEDO et al., 2013). Para superar o impacto desta doença, são 

necessárias ações relacionadas à intensificação do diagnóstico e do manejo clínico do paciente. 

De acordo com a OMS, é urgente a redução do tempo entre a suspeita e o diagnóstico da LT, 

visando um tratamento mais efetivo. Desta forma, são necessários e estimulados, estudos 

inovadores que possam melhorar os métodos de diagnóstico e disponibilizar medicamentos 

mais eficazes e seguros (WHO, 2012).  

 

2.2 Cenário atual do diagnóstico da leishmaniose tegumentar  

O diagnóstico da LT é realizado por critérios clínicos, epidemiológicos e por exames 

laboratoriais, através de métodos parasitológicos, imunológicos, moleculares e 

histopatológicos. O diagnóstico baseado nas características da lesão e dados epidemiológicos é 

de grande importância na suspeita de LT. No entanto, a constante expansão geográfica, 

associada às diferentes formas das lesões e semelhanças com outras doenças, torna a 

confirmação laboratorial imprescindível (ADRIANO et al., 2013; QUARESMA et al., 2018). 

Cerca de 20% de casos clinicamente suspeitos de LT, apresentam diagnóstico confirmatório de 

outra doença com apresentações clínicas semelhantes, como hanseníase, 

paracoccidioidomicose, carcinoma, micose subcutânea e sistêmica (TIRELLI et al., 2017). No 

entanto, entre 2010 e 2019 no Brasil, 18,2% dos casos notificados foram diagnosticados apenas 

por critério clínico-epidemiológico, o que demonstra a dificuldade de acesso ao diagnóstico 

laboratorial adequado, sendo ainda mais preocupante devido à elevada toxicidade do tratamento 

(BRASIL, 2021). 

O método parasitológico é tradicionalmente empregado para o diagnóstico da LC, 

especialmente por seu baixo custo e fácil execução, podendo ser realizado pela pesquisa do 

parasito em exame direto ou cultivo in vitro. O exame direto realizado através da aposição de 

fragmento de biópsia de lesão cutânea, corado com Giemsa, apresenta sensibilidade entre 28,2 
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a 70% (DE MELLO et al., 2011; FABER et al., 2003; RAMIREZ et al., 2000; SCHUBACH et 

al., 2001). Já a partir de material biológico obtido por escarificação, a sensibilidade varia entre 

42,5 a 90,4% (BOGGILD et al., 2010; DE MELLO et al., 2011; ESPIR et al., 2016; RAMIREZ 

et al., 2000; REIS et al., 2008). Para a forma mucosa o diagnóstico ainda é limitado, devido à 

escassez de parasitos na lesão (WEIGLE et al., 1987). Além do material biológico e da forma 

clínica, a sensibilidade pode também estar relacionada à experiência do profissional, local de 

amostragem e tempo de evolução da doença (DE MELLO et al., 2011; RAMIREZ et al., 2000; 

THOMAZ et al., 2021; WEIGLE et al., 1987).  

No cultivo in vitro, o material biológico é inoculado em meio de cultura bifásico, em 

geral NNN (Novy, McNeal, Nicolle) associado ao LIT (do inglês Liver Infusion Tryptose) e 

examinado semanalmente, a fim de verificar a presença de formas promastigotas. Esta técnica 

é muito propensa à contaminação por fungos e bactérias, podendo ser necessário até 30 dias 

para obtenção de resultado conclusivo, com sensibilidade variando entre 50,7 a 75,6% 

(BOGGILD et al., 2008; ESPIR et al., 2016; POURMOHAMMADI et al., 2010; RAMIREZ et 

al., 2000). As tecnologias de mini e microcultura apresentam como vantagens o menor custo 

e maior praticidade, com desempenho variando de 75,0 a 100% (ALLAHVERDIYEV et al., 

2004; BOGGILD et al., 2010; LUZ et al., 2009; PAGHEH et al., 2014).  

Entre as técnicas imunológicas, a intradermorreação de Montenegro (IDRM), que traduz 

a resposta de hipersensibilidade tardia mediada por células T aos antígenos de Leishmania, era 

historicamente a mais utilizada no diagnóstico laboratorial da LT nas formas cutânea e mucosa 

(MONTENEGRO, 1926). Embora o resultado positivo possa estar associado à doença prévia 

ou infecção assintomática, sensibilidade entre 77% a 95,4% e especificidade entre 57 a 77,4% 

foram reportadas (BOGGILD et al., 2008; ESPIR et al., 2016; FABER et al., 2003; REIS et al., 

2008; SCHUBACH et al., 2001). Por ser de simples execução e baixo custo, a IDRM era 

amplamente utilizada no Brasil (GUARÍN et al., 2006; SASSI et al., 1999). No entanto, a partir 

de 2016 a produção do antígeno de Montenegro foi interrompida devido à ausência da 

infraestrutura exigida pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) no Centro de 

Produção e Pesquisa de Imunobiológicos, onde o antígeno era produzido no país (BRAZ, 2019).  

Na prática clínica, a utilização de testes imunológicos como reação de 

imunofluorescência indireta (RIFI) e ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA, do inglês 

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) ainda é limitada, especialmente devido a presença de 

baixos níveis de anticorpos específicos em pacientes com LC (CARVALHO et al., 1994). No 

Brasil, a IFI Leishmaniose Humana, produzida por BioManguinhos, Fundação Oswaldo Cruz 

(FIOCRUZ), é o único teste disponível para o diagnóstico laboratorial na rede pública 
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(BRASIL, 2017). No entanto, é indicada somente para o diagnóstico complementar da LM, 

apresentando sensibilidade entre 65 e 75,4% e especificidade variando entre 70 e 89,2% 

(BARROSO-FREITAS et al., 2009; OLIVEIRA, 2018). 

Na literatura científica, o uso de antígeno solúvel de Leishmania (AgSL) no ELISA é 

amplamente descrito, apresentando sensibilidade variável, principalmente devido as diversas 

metodologias de preparação do antígeno e diferenças antigênicas entre isolados e espécies de 

Leishmania. A ocorrência de reatividade cruzada com outras doenças infecciosas também 

dificulta sua aplicação (CELESTE et al., 2014; COELHO et al., 2016; DUARTE et al., 2015; 

LIMA et al., 2017). Atualmente, existe interesse crescente na identificação e caracterização de 

antígenos purificados, recombinantes ou até mesmo peptídeos sintéticos que possam ser 

utilizados para aumentar a sensibilidade e a especificidade dos testes sorológicos no diagnóstico 

da LT. Visando identificar potenciais candidatos para o diagnóstico, diferentes metodologias 

têm sido empregadas, como ferramentas de bioinformática (FLOREZ et al., 2017; MENEZES-

SOUZA et al., 2014a, 2014b, 2015a, 2015b), biblioteca de expressão de cDNA (AMORIM et 

al., 1996), técnicas exibição de fago (COSTA et al., 2016; LINK et al., 2017), abordagem 

imunoproteômica (COELHO et al., 2016; DUARTE et al., 2015; LAGE et al., 2019; LIMA et 

al., 2017) e isolamento e purificação de glicoconjugados (DE SOUZA et al., 2018; GOMES-

SILVA et al., 2008). Desta forma, a capacidade de diagnosticar maior número de pacientes 

através de uma técnica relativamente simples e potencialmente rápida, faz com que os testes 

imunológicos sejam promissores, podendo melhorar o cenário do diagnóstico da LT. 

Um dos avanços recentes no diagnóstico laboratorial da LC foi à produção e 

comercialização do teste rápido CL Detect™ (InBios International Inc., Seattle, WA, EUA). 

Trata-se de um teste baseado em imunocromatografia de fluxo lateral que detecta a de 

Leishmania spp., utilizando anticorpo anti-antígeno específico. Em regiões onde LC é causada 

por Leishmania (Leishmania) major e Leishmania (Leishmania) tropica, este teste apresentou 

sensibilidade entre 59 e 73%, com mais de 90% de especificidade (BENNIS et al., 2018; VINK 

et al., 2018). Já no Sri Lanka e no Suriname, onde a LC é causado por Leishmania (Leishmania) 

donovani e L. guyanensis, respectivamente, sensibilidade próxima de 36% foi relatada (DE 

SILVA et al., 2017; SCHALLIG et al., 2019). Atualmente no Brasil, este teste não é 

comercializado, entretanto, o LSH Cutânea ECO Teste, (ECO Diagnóstica, Minas Gerais, 

Brasil), utiliza o mesmo princípio para detecção do mesmo antígeno, mas não foram 

encontrados na literatura, estudos avaliando o desempenho deste teste no país.  

Métodos moleculares também constituem uma alternativa para o diagnóstico da LT, por 

meio da reação em cadeia da polimerase (PCR, do inglês Polymerase chain reaction) 



21 
 

convencional ou em tempo real (qPCR, do inglês quantitative real time PCR). Dependendo do 

alvo escolhido, a técnica pode apresentar alta sensibilidade e especificidade e até mesmo 

possibilitar a diferenciação das espécies através da PCR-RFLP (do inglês Restriction fragment 

length polymorphism), PCR-HRM (do inglês High-Resolution Melting) ou do sequenciamento 

genômico do fragmento amplificado (GARCIA et al., 2004; ROJAS-JAIMES et al., 2019; 

SCHÖNIAN et al., 2003). Entre os alvos mais utilizados para o diagnóstico da LT, estão 

diferentes regiões do DNA minicircular do cinetoplasto (kDNA), que têm apresentado 

sensibilidade maior que 94% (PIRMEZ et al., 1999; RODRIGUES et al., 2002; ROMERO et 

al., 2001). Outros alvos como a região intergênica do espaçador interno transcrito 1 (ITS1, do 

inglês Internal transcribed spacer), genes da subunidade menor do RNA ribossomal (SSU 

rRNA, do inglês Small subunit ribosomal ribonucleic acid), também são amplamente utilizados 

(SCHÖNIAN et al., 2003; VAN EYS et al., 1992). Visando a identificação de espécies de 

Leishmania, a clivagem enzimática de regiões do gene hsp70 com a enzima de restrição HaeIII, 

tem se mostrado capaz de distinguir as espécies de Leishmania sp. patogênicas para o homem, 

que circulam no Brasil (GARCIA et al., 2004). Entretanto, estas técnicas moleculares, são 

complexas, de alto custo e ainda necessitam de padronização, estando restritas a centros de 

referência e pesquisa.  

Um avanço entre os métodos moleculares foi o desenvolvimento da técnica de 

amplificação isotérmica de DNA através do LAMP (do inglês loop-mediated isothermal 

amplification) ou RPA (do inglês recombinase polymerase amplification) (COSSIO et al., 

2021; LOBATO & O’SULLIVAN, 2018; NOTOMI et al., 2000; SALDARRIAGA et al., 

2016). Para o diagnóstico da LC é comercializado em alguns países o teste Loopamp™ 

Leishmania Detection (Eiken Chemical Co. Tokyo, Japan), que utiliza como alvos o 18S rDNA 

e o kDNA, apresentando sensibilidade e especificidade variando entre 84,8 e 93,4% e entre 

42,9 e 94,1%, respectivamente (SCHALLIG et al., 2019; VINK et al., 2018). No Brasil, ainda 

não existe nenhum kit comercial para o diagnóstico da LT baseado nessas técnicas. 

O exame histopatológico (HE, do inglês histopathological examination), realizado a 

partir de material biológico parafinado e corado por hematoxilina-eosina é tradicionalmente 

utilizado para o diagnóstico da LT, como auxiliar no diagnóstico diferencial com outras 

doenças, como paracoccidioidomicose, hanseníase e neoplasias. O quadro histopatológico 

típico da LT é caracterizado por difuso infiltrado inflamatório rico em histiócitos, plasmócitos 

e linfócitos, com presença de granuloma e hiperplasia epidérmica (DUARTE & ROCHAEL, 

2006; MAGALHÃES et al., 1986a). No entanto, estas alterações histopatológicas podem 

apresentar grande variabilidade em função do tempo de evolução da lesão, resposta terapêutica 
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e resposta imune do hospedeiro (BRYCESON, 1969; MAGALHÃES et al., 1986b; NICOLIS 

et al., 1978; RIDLEY et al., 1980). Desta forma, para a confirmação do diagnóstico é necessário 

à identificação de formas amastigotas do parasito, que nem sempre é de fácil visualização. 

MAGALHÃES et al. (1986a), por meio da técnica histopatológica, identificaram parasitos em 

apenas 63,7% dos pacientes com LC e 37,5% dos pacientes com LM. Nas lesões causadas por 

L. braziliensis, a escassez ou a degradação parcial dos parasitos dificultam ainda mais a análise 

e interpretação dos achados histopatológicos (BRUJIN et al., 1993; WEIGLE et al., 1987). 

Desta forma, diferentes técnicas têm sido propostas visando facilitar a identificação dos 

parasitos e, neste contexto, a técnica de IHQ se apresenta como valiosa ferramenta para auxiliar 

no diagnóstico laboratorial da LT. 

 

2.3 Imuno-hitosquímica para o diagnóstico da leishmaniose tegumentar 

A técnica de IHQ foi descrita por COONS, CREECH & JONES (1941) e permite 

identificar e localizar antígenos em cortes histológicos, através do uso de anticorpos específicos 

que, após revelação, produzem coloração visível ao microscópio ótico. Trata-se de uma técnica 

simples que tem sido aprimorada ao longo do tempo, especialmente nas etapas de recuperação 

antigênica e aperfeiçoamento no sistema de detecção (SHI, KEY & KALRA, 1991; SKALAND 

et al., 2010). Desta forma, a IHQ vem sendo amplamente utilizada, especialmente para o 

diagnóstico de neoplasias, doenças neurológicas, infecciosas e parasitárias (BASZLER et al., 

1995; EYZAGUIRRE & HAQUE, 2008; RAMOS-VARA, 2005). 

Na IHQ, o material biológico obtido a partir da biópsia é fixado, em geral com formol 

tamponado 10%, a fim de preservar estruturas e inativar enzimas (DAPSON, 1993; FOX et al., 

1985; MASON & O’LEARY, 1991). Esta ação do formol pode acarretar redução da reatividade 

dos antígenos, sendo frequentemente necessário o empregado de técnicas de recuperação 

antigênica, seja através do calor, ação enzimática ou detergente. Estes procedimentos visam 

quebrar ligações cruzadas e recuperar a configuração estrutural do antígeno e, 

consequentemente, melhorar o reconhecimento pelo anticorpo específico (WERNER, 

WASIELEWSKI & KOMMINOTH, 1996).  

Para a visualização da reação antígeno-anticorpo, em geral são utilizados sinalizadores 

como compostos fluorescentes ou mais frequentemente enzimas, como peroxidase ou fosfatase 

alcalina, que na presença de substrato específico e cromógeno, produzem precipitado colorido 

no local da reação (TAYLOR et al., 2006). Estes sinalizadores podem se ligar diretamente ao 

anticorpo primário (sistema de detecção direto) ou a anticorpos secundários ou terciários 

(sistema de detecção indireto), possibilitando amplificação do sinal (RAMOS-VARA, 2005). 
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Entre os sistemas de detecção indireta, estão o complexo avidina-biotina (ABC, do inglês 

avidin–biotin complex), avidina-biotina marcada (LAB, do inglês labeled avidin–biotin), 

estreptoavidina-biotina marcada (LSAB, do inglês labeled streptavidin–biotin), peroxidase 

anti-peroxidase (PAP), fosfatase alcalina anti-fosfatase alcalina (APAAP, do inglês Alkaline 

Phosphatase Anti Alkaline Phosphatase) e ainda sistemas de detecção por polímeros (ELIAS, 

MARGIOTTA & GABORC, 1989; HSU; RAINE & FANGER, 1981; SABATTINI et al., 

1998).  

Atualmente, os sistemas de detecção por polímero complexados com enzimas são 

amplamente utilizados, possibilitando redução do tempo da reação, maior diluição do anticorpo, 

além de apresentar sensibilidade igual ou superior aos sistemas tradicionais ABC, LAB ou 

LSAB com menor coloração de fundo, devido à ausência de reação inespecíficas da biotina ou 

avidina (SABATTINI et al., 1998; VOSSE et al., 2007). Entre os diferentes sistemas de 

detecção por polímero, variações na sensibilidade e especificidade da IHQ também são 

observadas (PETROSYAN et al., 2013; RAMOS-VARA, 2005; SKALAND et al., 2010). 

Além do tipo de recuperação antigênica e sistema de detecção utilizado, outras variáveis 

analíticas ou pré-analíticas podem afetar drasticamente o desempenho da técnica de IHQ, como 

tempo de fixação, tipo e diluição do anticorpo e tempo de bloqueio (ENGEL & MOORE, 2011; 

LIN & CHEN, 2014). Entre tantas variáveis, a adequada padronização da IHQ é etapa essencial 

para garantir que o anticorpo reconheça adequadamente o antígeno pesquisado e possa alcançar 

um forte sinal de coloração, com pouca ou nenhuma coloração de fundo, utilizando a mais alta 

diluição do anticorpo e o menor tempo de reação possível (LIN & CHEN, 2014). 

Para o diagnóstico da LT, a técnica de IHQ vem sendo utilizada desde a década de 80, 

apresentando superioridade em relação ao exame histopatológico, sobretudo em lesões 

contendo poucos parasitos (LIVNI et al., 1983; LYNCH et al., 1986; SELLS & BURTON, 

1981). A IHQ, utilizando soro hiperimune anti–Leishmania (Viannia) panamensis e anti–L. 

braziliensis, foi avaliada para o diagnóstico de pacientes com LC proveniente de regiões onde 

predominam estas espécies, apresentando sensibilidade de 60,6% e 58,5%, respectivamente 

(SALINAS et al., 1989; SCHUBACH et al., 2001). Já empregando soro de coelho anti–

Leishmania (Leishmania) infantum, recuperação antigênica induzida por calor e sistema de 

detecção do tipo LSAB, sensibilidade entre 68,8% a 80% foram reportadas (AMATO et al., 

2009; QUINTELLA et al., 2009). Recentemente, GONZALEZ et al. (2019) utilizaram soro de 

camundongo anti–L. amazonensis na técnica IHQ para o diagnóstico de pacientes com LT no 

Panamá e reportaram sensibilidade de 76,1%, utilizando o mesmo sistema de detecção. 
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No Brasil, outros trabalhos reforçam o uso da IHQ no diagnóstico da LT. ALVES et al. 

(2013) utilizaram soro hiperimune de cães naturalmente infectados com L. infantum e sistema 

de detecção do tipo LSAB na técnica IHQ e reportaram sensibilidade de 91,8%. Posteriormente, 

MARQUES et al. (2017), em estudo multicêntrico com pacientes provenientes de três estados 

do país, usando o mesmo protocolo de IHQ descrito por ALVES et al. (2013), reportou 

sensibilidade de 70,5%.  

Poucos estudos avaliaram o uso de AcMo na IHQ para o diagnóstico da LT. Na América 

Central, o AcMo G2D10 produzido contra antígeno de membrana de promastigotas de 

Leishmania gerbilli, foi empregado na IHQ para o diagnóstico de pacientes com LC, 

apresentando sensibilidade de 51% (KENNER et al. 1999). Estudos posteriores avaliaram o uso 

deste anticorpo na IHQ para o diagnóstico de leishmaniose dérmica pós-calazar (PKDL, do 

inglês Post-kala-azar dermal leishmaniasis) causada por L. donovani em pacientes da Índia, 

com sensibilidade entre 80 a 88% (BEENA, RAMESH & MUKHERJEE, 2003; SALOTRA et 

al., 2003). No Irã, AcMo anti-antígeno específico de L. major e L. tropica foi empregado na 

IHQ para o diagnóstico de pacientes com lesões cutâneas típicas e atípicas, apresentando 

sensibilidade de 97% e 94%, respectivamente. Na ocasião, o desempenho observado para IHQ, 

foi semelhante ao obtido para PCR (94% e 100%) e superior a histopatologia (70% e 71%) e a 

citologia (79% e 58%) (SHIRIAN et al. 2014). 

Embora avanços na técnica de IHQ tenham sido descritos nas últimas décadas, para o 

diagnóstico da LT ainda são utilizados predominantemente soros hiperimunes e sistema de 

detecção baseado em biotina (ALVES et al., 2013; AMATO et al., 2009; GONZALEZ et al., 

2019; LUNEDO et al., 2012; MARQUES et al., 2017; QUINTELLA et al., 2009; SALINAS et 

al., 1989; SCHUBACH et al., 2001). Diante do exposto, uma alternativa para o diagnóstico da 

LT no Brasil, pode estar relacionada ao desenvolvimento da técnica de IHQ, utilizando AcMo 

contra antígeno compartilhado entre as espécies de Leishmania mais prevalentes no Brasil e 

sistemas de detecção compostos por polímeros, contribuindo para melhorar a sensibilidade na 

detecção das formas amastigotas do parasito in situ, essencial para a confirmação do 

diagnóstico da LT. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral  

Desenvolver e validar a técnica de IHQ utilizando AcMo para o diagnóstico da LC. 

 

3.2 Objetivos específicos  

• Identificar e selecionar potenciais alvos antigênicos para o diagnóstico da LT; 

• Produzir os antígenos recombinantes selecionados;  

• Produzir os anticorpos monoclonais contra os antígenos selecionados; 

• Padronizar e validar a técnica de IHQ para o diagnóstico da LC; 

• Comparar o desempenho da IHQ com das técnicas parasitológicas (exame direto e cultivo 

in vitro) e exame histopatológico, para o diagnóstico da LC. 
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4. METODOLOGIA 

 

4.1 Identificação de potenciais alvos antigênicos  

A fim de identificar potenciais alvos antigênicos para o diagnóstico da leishmaniose 

tegumentar, foi realizada uma revisão sistemática desenvolvida com base no Manual de 

Revisões Sistemáticas para Acurácia de Testes Diagnósticos da Cochrane, seguindo as etapas 

propostas pelo manual PRISMA (do inglês Preferred Reporting Items for Systematic Reviews 

and Meta-Analyses) para acurácia de testes diagnóstico (HIGGINS & THOMAS, 2020; 

MCINNES et al., 2018). O protocolo desta revisão foi registrado em banco de dados 

internacional de revisões sistemáticas (PROSPERO: CRD42020213311). 

 

4.1.1 Fontes de informação e seleção de estudos 

Foram realizadas buscas sistematizadas nas seguintes bases eletrônicas de dados: 

Medline (acessado via PubMed), LILACS (acessado via Biblioteca Virtual em Saúde – BVS), 

Embase e Cochrane, sem restrição de datas de publicação. Para a base de dados do Medline, foi 

utilizada estratégia de busca abrangente com palavras-chave e descritores MeSH (do inglês 

Medical Subject Headings) (Figura 1). Esta estratégia de busca foi adaptada para cada banco 

de dados e pesquisas complementares foram realizadas por meio da análise das referências 

incluídas nos artigos selecionados.  

 

Figura 1 Estratégia utilizada para busca no Medline 

 
Fonte: elaborado pelo autor 
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4.1.2 Critérios de inclusão e exclusão  

Foram incluídos artigos originais de pesquisa que relatam o desempenho, em termo de 

sensibilidade e especificidade, de testes imunológicos baseados na detecção de anticorpos ou 

antígenos, usando proteínas purificadas ou recombinantes, peptídeos sintéticos, anticorpos 

policlonais ou monoclonais para o diagnóstico de LT, LC ou LM em humanos.  

Foram considerados os seguintes critérios de exclusão: avaliação de testes sorológicos 

com base em AgSL; apenas amostras não-humanas foram testadas (por exemplo, amostras 

caninas); sensibilidade e especificidade dos testes imunológicos não foram apresentadas ou não 

puderam ser calculadas; menos de cinco amostras testadas; ausência de informação sobre o 

teste referência e antígeno não específico de Leishmania. 

 

4.1.3 Processo de seleção e extração de dados e avaliação do risco de viés 

As publicações foram recuperadas de cada banco de dados e as duplicatas foram 

removidas, através do EndNote (LORENZETTI & GHALI, 2013). Com base nos critérios de 

inclusão e exclusão, dois revisores independentes analisaram o título e resumo de cada 

publicação, utilizando o programa Rayyan (OUZZANI et al., 2016). Foi realizada a leitura na 

íntegra dos estudos selecionados visando confirmar sua elegibilidade ou excluir, no caso da 

identificação de algum critério de exclusão. As discrepâncias foram resolvidas 

consensualmente após discussão. 

Os dados foram extraídos independentemente por dois pesquisadores diretamente dos 

artigos completos e posteriormente confirmados por um terceiro pesquisador. Em caso de 

discordância, a decisão final foi tomada por consenso. Posteriormente, os dados foram 

compilados em tabelas de contingência 2x2, contendo os números de pacientes verdadeiros 

positivos, falsos positivos, verdadeiros negativos e falsos negativos. Além disso, foram 

extraídos os seguintes itens: procedência dos participantes (país de origem); teste imunológico 

utilizado; tipos de antígeno ou anticorpo; espécies de Leishmania e teste padrão de referência 

usado para confirmação da doença.  

A fase de desenvolvimento de cada estudo foi avaliada de acordo com os critérios 

descritos por LEEFLANG & ALLERBERGER (2019). De forma simplificada: (a) Fase 1 - 

Validade científica: engloba os estudos de prova de conceito, em que a sensibilidade é estimada 

em pacientes doentes e a especificidade em amostras saudáveis; (b) Fase 2 - Validação técnica: 

avaliação da repetibilidade, reprodutibilidade, limites de detecção e ponto de corte; (c) Fase 3 

- Desempenho clínico: avaliação de desempenho em pacientes sintomáticos na prática clínica; 

(d) Fase 4 - Ensaio clínico randomizado: avaliação do efeito do teste no desfecho do paciente. 
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Para avaliação do risco de viés e aplicabilidade dos estudos incluídos, foi utilizado o 

método QUADAS-2 (do inglês Quality Assessment of Diagnostic Accuracy Studies) 

(WHITING et al., 2011). Essa ferramenta permite verificar a semelhanças e diferenças entre os 

estudos através de questões estruturadas, que englobam quatro domínios principais: seleção de 

paciente, teste de índice, teste padrão de referência e fluxo/tempo. Cada domínio é avaliado de 

acordo com o risco de viés e os três primeiros domínios também são avaliados em relação à 

aplicabilidade do teste.  

 

4.1.4 Síntese dos dados 

Os desempenhos dos alvos antigênicos foram apresentados em quatro grupos, de acordo 

com o teste imunológico e a forma clínica, sendo: 1) ELISA para o diagnóstico da LT; 2) ELISA 

para o diagnóstico da LC; 3) Outros testes imunológicos para o diagnóstico da LC e 4) ELISA 

para o diagnóstico da LM. Os resultados de desempenho obtidos para cada antígeno ou 

anticorpo foram: sensibilidade (probabilidade de um teste positivo entre casos ou indivíduos 

com doença confirmada) e especificidade (probabilidade de um teste negativo entre controles 

ou indivíduos sem doença). Os gráficos de florestas que mostram os valores de sensibilidade e 

especificidade dos antígenos, incluindo intervalos de 95% de confiança (IC95%), foram criados 

usando Review Manager 5.4. 

Vários estudos apresentam diferentes avaliações de desempenho para o mesmo 

antígeno, sendo considerado, por exemplo, diferentes pontos de corte (cut-off) ou diferentes 

grupos de pacientes não-caso, como pacientes saudáveis ou com outras doenças. Quando 

possível estes resultados foram agrupados e apenas uma taxa de sensibilidade e de 

especificidade, incluindo todos os pacientes avaliados foi apresentada. Quando não foi possível, 

optamos por apresentar os dados que refletem melhor a realidade, como por exemplo, grupo de 

pacientes não-caso composto por indivíduos com outras doenças ou o ponto de corte com 

melhor desempenho. 

 

4.2 Seleção dos alvos antigênicos  

Com base nos potenciais alvos antigênicos encontrados na revisão sistemática e 

considerando o papel biológico dos antígenos, assim como a disponibilidade prévia do 

minigene no laboratório, viabilizando a produção do antígeno recombinante, foram 

selecionados seis antígenos, que com características distintas, apresentam elevado potencial 

para serem empregados na técnica de IHQ. No Apêndice 3, econtra-se descrito algumas das 



 29 

características que fizeram com que os seguintes antígenos fossem selecionados: mTXNPx, 

LACK, sAcP, KMP-11, LbPH e MAPK4. 

A similaridade das sequências polipeptídicas dos antígenos de L. braziliensis foi 

analisada, contra sequências das principais espécies de Leishmania associadas à LT no país 

(L.guyanensis; L. amazonensis), além de Homo sapiens e Mus musculus, utilizando o algoritmo 

BLASTp (Basic Local Alignment Search Tool; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) (ALTSCHUL et 

al., 1997).  

 

4.3 Produção dos antígenos recombinantes  

4.3.1 Clonagem dos genes que codificam os antígenos selecionados  

As sequências de aminoácidos dos antígenos selecionados foram submetidas à predição 

de epítopos de células B, por meio dos programas preditores BCPRED (B-cell epitope 

prediction server) (CHEN et al., 2007; EL-MANZALAWY & HONAVAR, 2010; EL‐

MANZALAWY, DOBBS & HONAVAR, 2008) e BEPIPRED (Immune Epitope Database 

Analysis Resource) (PETERS et al., 2005), usando um ponto de corte 0,5 (threshold=0,5), para 

selecionar as regiões que agregavam maiores quantidade de epítopos. Dos antígenos 

selecionados, LACK e sAcP, tiveram suas sequências polipeptídicas redesenhadas. Os outros 

antígenos apresentaram epítopos distribuídos de forma regular por toda sequência 

polipeptídica, por isso foram mantidas as sequências gênicas nativas. A LACK apresentou três 

regiões potencialmente antigênicas, definidas pela localização de epítopos preditos, já a sAcP 

apresentou duas regiões antigênicas preditas. As sequências nucleotídicas foram obtidas por 

retrotradução das sequências de aminoácidos das regiões antigênicas selecionadas e foram 

construídos minigenes, utilizando o programa BioEdit (Biological Sequence Alignment Editor).  

Foram inseridas na extremidade 5´ (5 linha) de todas as sequências nucleotídicas, o sítio 

de clivagem para a enzima BamHI e na extremidade 3’ (3 linha), o código de parada e o sítio 

de clivagem para a enzima HindIII (Apêndice 4). As sequências nucleotídicas que codificam 

para os antígenos selecionados foram enviadas para a empresa GenScript (Piscataway, NJ, 

EUA), onde foram otimizadas e sintetizadas, exceto a sequência que codifica para a a. Neste 

estudo, foi utilizado o plasmídeo pET28a contendo a sequência da mTXNPx de L. infantum, 

adquirida previamente pelo nosso grupo de pesquisa. Esta sequência nucleotídica apresenta 

elevada identidade com a sequência de L. braziliensis (86,7%). As outras sequências também 

foram inseridas no plasmídeo pET28a, que tem como promotor o gene T7, além de um gene de 

resistência para kanamicina (Figura 2). Após a clonagem, os produtos das construções foram 

liofilizados e enviados para o Instituto René Rachou (IRR), FIOCRUZ.  
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Figura 2 Plasmídeo de expressão em bactéria pET-28a. 

 
Legenda: (a) Origem de replicação (Ori); (b) Região promotora (T7 promoter); (c) Sítio de ligação ao ribossomo; 

(d) Sequência que codifica para os resíduos de histidina; (e) Sítio de Múltipla clonagem; (f) Região que confere 

resistência à kanamicina. Fonte: Novagem. Disponível em: 

<https://www.merckmillipore.com/BR/pt/product/pET-28a+-DNA-Novagen,EMD_BIO-69864#anchor_USP>. 
Acesso em: 26 abril 2021.  

 

As construções foram denominadas pET28a-mTXNPx, pET28a-LACK, pET28a-sAcP, 

pET28a-KMP-11, pET28a-LbPH e pET28a-MAPK4. A Tabela 1 apresenta as especificações 

das construções em relação à sequência nucleotídica (número de pares de bases – pb) e ao 

antígeno gerado (número de aminoácidos e peso molecular).  
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 Tabela 1 Especificações das construções sintetizadas pela GenScript (Piscataway, NJ, EUA) 

e dos antígenos gerados. 

 *Foi considerado o peso molecular médio de um aminoácido como 0,11 kDa. Fonte: elaborado pelo autor. 

 

 As construções foram transformadas em bactérias (Escherichia coli DH5α ou 

Escherichia coli TOPO 10) para multiplicação dos plasmídeos recombinantes e em diferentes 

linhagens de expressão [Escherichia coli BL-21Star; Escherichia coli BL-21 (DE3) pLysS e 

Escherichia coli ArcticExpress (DE3)]. Para isso, 200 ng de cada construção foram adicionados 

em 100 µL de bactérias competentes, que foram incubadas por 15 minutos (min) no gelo, 1 min 

a 42°C em banho-maria e 10 min no gelo. Após a transformação por choque térmico, foram 

adicionados 500 µL de meio S.O.C. (Triptona 2%; Extrato de levedura 0,5%; NaCl 8,55 mM; 

KCl 2,5 mM; MgCl2 20 mM; Glicose 20 mM; pH 7,0), seguido por incubação de 1 hora, a 

37°C, sob agitação (200 rpm). As bactérias foram então plaqueadas em meio Luria Bertani (LB) 

ágar (Triptona 1%; Extrato de levedura 1%; NaCl 85,5 mM; Ágar bacteriológico 1,5%; pH 7,0) 

contendo 30 µg/mL de kanamicina e incubadas em estufa a 37°C, por aproximadamente 18 

horas. Posteriormente, as colônias de bactérias transformadas, foram selecionadas e expandidas 

em LB líquido (Triptona 0,5%; Extrato de levedura 5%; NaCl 85,5 mM; Glicose 11 mM; pH 

7,0) contendo 30µg/mL de kanamicina e incubadas a 37°C sob agitação (200 rpm) por 18 horas.  

A partir destes cultivos, o DNA plasmidial foi extraído utilizando o kit PureYield™ 

Plasmid Midiprep System (Promega - Madison, WI, EUA), de acordo com as instruções do 

fabricante. Em seguida, para confirmar a presença das sequências nucleotídicas foi realizada a 

clivagem enzimática das construções com 15 µL DNA plasmidial, BamHI (10U), HindIII 

(10U), 2 µg albumina de soro bovino (BSA, do inglês Bovine Serum Albumin) e Tampão E. As 

reações foram incubadas no termociclador ProFlex™ (Thermo Fisher Scientific - Waltham, 

MA, EUA) por 2 horas a 37°C e 10 min a 65°C. Os produtos das reações de clivagem foram 

analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida 6% e corado com nitrato de prata 0,2%.  

Antígenos 
Número de 

acesso 
Construções 

Tamanho da 

sequência 

nucleotídica 

(pb) 

Número de 

aminoácidos 

Peso 

Molecular* 

(kDa) 

mTXNPx Q95U89_LEIIN pET28a-mTXNPx 678 226 24,86 

LACK A4HGX7_LEIBR pET28a-LACK 630 210 23,10 

sAcP A4HQG9_LEIBR pET28a-sAcP 309 103 11,33 

KPM11 A4HMP3_LEIBR pET28a-KMP-11 276 92 10,12 
LbPH A4HIR9_LEIBR pET28a-LbPH 1074 358 39,38 

MAPK4 A4HA94_LEIBR pET28a-MAPK4 1089 363 39,93 
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Após a confirmação da transformação das bactérias, através da visualização da banda 

com tamanho correspondente às sequências nucleotídicas, os cultivos foram aliquotados com 

adição de 10% de glicerol estéril e armazenados a -70°C.  

 

4.3.2 Expressão, lise e desnaturação dos antígenos recombinantes 

Para cada uma das construções, além das diferentes linhagens de bactérias de expressão, 

foram testadas também diferentes condições de cultivo, como meio de cultivo, concentração de 

isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG), temperatura e tempo de cultivo após indução. 

A melhor linhagem de bactéria de expressão para cada construção, foi cultivada em meio de 

cultivo contendo 30 µg/mL de kanamicina e incubada a 37°C sob agitação (200 rpm) por 18 

horas. Em seguida, o cultivo foi expandido (1:25) para volume final de 2 litros de meio de 

cultivo, contendo 30 µg/mL de kanamicina e mantido nas mesmas condições (37°C e 200 rpm) 

até atingir densidade óptica (DO)590 entre 0,6 e 0,8. A expressão dos antígenos recombinantes 

foi induzida com IPTG e o cultivo foi novamente incubado, sob agitação (200 rpm), de acordo 

com as condições previamente estabelecidas (Tabela 2).    

 

Tabela 2 Condições utilizadas para produção de cada antígeno recombinante. 

Construções  
Linhagem de bactérias de 

expressão 

Meio de 

cultura 
[IPTG] 

T°C pós-

indução 

Tempo pós-

indução 

pET28a- mTXNPx E. coli BL21 Star LB líquido 1mM 37°C 18 horas 
pET28a-LACK E. coli BL21 Star LB líquido 0,75mM 16°C 18 horas 

pET28a-sAcP E. coli ArcticExpress (DE3)a 2xYT 1mM 37°C 18 horas 

pET28a-KMP-11 E. coli BL21 Star LB líquido 1mM 37°C 4 horas 

pET28a-LbPH E. coli ArcticExpress (DE3)a 2xYT 1mM 37°C 18 horas 

pET28a-MAPK4 E. coli BL21 Star 2xYT 1mM 37°C 18 horas 

Legenda: [IPTG]: concentração de isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside; LB: Luria Bertani; 2xYT: (Triptona 

1,6%; Extrato de levedura 1%; NaCl 85,5 mM; Glicose 11mM; pH 7,0); aadição de 25 µg/mL de gentamicina. 

Fonte: elaborado pelo autor 

 

Após o período de indução, as bactérias foram centrifugadas por 20 min, a 10.000g a 

4°C, usando centrífuga Heraeus™ Megafuge™ 40R (Thermo Fisher Scientific). Para cada grama 

de sedimento bacteriano foram adicionados 12 mL de tampão de lise (NaCl 0,5 M; EDTA 0,2 

mM; Sucrose 3%; Triton X 100 1%; Tris base 50 mM), 200 µg/mL de lisozima (Sigma-Aldrich, 

San Luis, MO, EUA), 20 µg/mL de DNAse (Thermo Fisher Scientific) e 1 mL de coquetel 

inibidor de protease (Sigma-Aldrich). Em seguida, o extrato de bactérias foi incubado por 15 

min, sob agitação no gelo e posteriormente submetido à ultrasonicação (VC-750, SONICS 

VIBRA-CELL – Sonics e Materials, Newton, CT, EUA) por cinco ciclos de 30 segundos (s), 

com intensidade de 40% e intervalos de 1 min entre os ciclos. O lisado de bactérias foi então 
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centrifugado por 40 min, a 13.000g a 4°C e o sobrenadante foi separado e armazenado. Esse 

procedimento foi repetido com o sedimento residual de bactérias para maximizar a extração dos 

antígenos solúveis. Em seguida, os antígenos que não se solubilizaram (fração insolúvel) foram 

submetidos a um protocolo de desnaturação com solução contendo reagentes caotrópicos. Para 

isso, cada grama do sedimento foi ressuspendido com 4 mL de tampão de lavagem de corpos 

de inclusão (NaCl 0,5 M; EDTA 0,2 mM; Tris base 50 mM; Ureia 3 M), posteriormente 

incubado sob agitação por 15 min, em temperatura ambiente e submetido à sonicação, nas 

mesmas condições anteriores. Em seguida, a preparação foi centrifugada por 40 min, a 13.000g 

a 4°C, sendo o sedimento novamente ressuspendido com tampão de lavagem de corpos de 

inclusão e os procedimentos de ultrasonicação repetidos. Após nova etapa de centrifugação a 

13.000g, por 40 min a 4°C, cada grama de sedimento foi ressuspendido com 20 mL de tampão 

de solubilização de corpos de inclusão [NaCl 0,2 M; Tris base 10 mM; NaH2PO4 10 mM; GuHCl 

6M e 2-β-mercaptoetanol (BetOH) 10mM] e incubado por 18 horas sob agitação em geladeira 

(2 a 8ºC). 

Desta forma, a fim de avaliar a solubilidade de cada antígeno recombinante, 

inicialmente foi realizado o procedimento completo de lise e desnaturação e todos os lisados 

obtidos nessas etapas foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 15%. Foi então 

determinada a melhor condição de purificação para cada antígeno recombinante. 

 

4.3.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 

A eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE foi realizada de acordo com 

LAEMMLI (1970). Brevemente, para o gel de empilhamento foi utilizado acrilamida-

bisacrilamida a 5%; Tris 1M pH 6,8 (12,5%); SDS (0,1%); persulfato de amônio (1%); TEMED 

(0,01%) em água tipo I. Já para o gel de separação foi utilizado acrilamida-bisacrilamida (15%); 

Tris 1,5M pH 8,8 (25%); SDS (0,1%); persulfato de amônio (1%); TEMED (0,04%) em água 

tipo I. As amostras a serem analisadas foram adicionadas em tampão de amostra 2x (SDS 0,8%; 

Tris 1M pH 6,8 2,4%; azul de bromofenol 0,04%; glicerol 10% e BetOH 2%) e aquecidas por 

5 min a 95°C. Em cada gel, foi aplicado o padrão de peso molecular Amersham ECL Rainbow 

Markers (GE Healthcare, Chicago, IL, EUA). A eletroforese foi realizada utilizando tampão de 

eletroforese (Tris base 25 mM; Glicina 0,2 M; SDS 0,01%), com voltagem inicial de 60V e 

posteriormente 150V. Os géis foram corados com solução de azul de Coomassie (Coomassie 

Brilhant Blue R-250 0,2%; metanol 45%; ácido acético 10%) por no mínimo 1 hora e 

descorados com solução aquosa de ácido acético PA (10%) e álcool etílico PA (26,25%).  
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4.3.4 Purificação dos antígenos recombinantes por cromatografia de afinidade  

Para purificação dos antígenos recombinantes foi utilizada resina Ni Sepharose High 

Performance (GE Healthcare). As diferentes condições de purificação serão apresentadas em 

detalhes abaixo: 

 

a) Purificação dos antígenos recombinantes em condições nativas 

A resina foi inicialmente lavada com tampão de lise e em seguida, incubada com o lisado 

contendo o antígeno recombinante, sob agitação em geladeira (2 a 8°C) por 1 hora. 

Posteriormente, a mistura foi centrifugada por 5 min, a 2.500 rpm a 4°C, o sobrenadante foi 

descartado, a resina foi resuspendendida em 15mL de tampão de lavagem (NaH2PO4 50 mM; 

NaCl 300 mM; Imidazol 20 mM; pH 8,0) e incubada sob agitação por 5 min, em temperatura 

ambiente. Após essa etapa, a resina foi novamente centrifugada por 5 min, a 2.500 rpm e 4°C, 

o sobrenadante foi descartando e o procedimento de lavagem foi repetido por mais duas vezes. 

Após a última lavagem, a resina foi transferida para coluna Poly-Prep® Chromatography 

Columns (Bio-Rad Labs., Hercules, CA, EUA) e 1 mL de tampão de eluição (NaH2PO4 50 mM; 

NaCl 300 mM; Imidazol 250 mM; pH 8,0) foi adicionado para cada alíquota eluida.  

 

b) Purificação dos antígenos recombinantes em condições desnaturantes 

A resina foi inicialmente lavada com tampão de solubilização de corpos de inclusão, e 

em seguida, incubada sob agitação em temperatura ambiente por 1 hora com a preparação 

proteica contendo o antígeno recombinante. Posteriormente, a mistura foi centrifugada por 5 

min, a 2.500 rpm a 4°C, o sobrenadante foi descartado, 15 mL de Tampão de Lavagem 1 

(Tampão fosfato 20 mM; Imidazol 10 mM; Uréia 8 M; BetOH 10 mM; pH 7,8) foram 

adicionando e mantidos em incubação sob agitação a temperatura ambiente por 5 min. Após 

essa etapa, a resina foi novamente centrifugada por 5 min, a 2.500 rpm a 4°C, o sobrenadante, 

foi descartando e o processo de lavagem foi repetido por duas vezes com Tampão de Lavagem 

1. Em seguida, o processo de lavagem foi realizado duas vezes com Tampão de Lavagem 2 

(Tampão de Lavagem, pH 6,3) e duas vezes com Tampão de Lavagem 3 (Tampão de Lavagem, 

pH 5,9). Após essa etapa, a resina foi transferida para coluna Poly-Prep® Chromatography 

Columns (Bio-Rad Labs.) e 1 mL de Tampão de Eluição (Tampão fosfato 20 mM; Imidazol 10 

mM; Uréia 8 M; BetOH 10 mM; pH 4,3) foi adicionado para cada alíquota de 1mL purificada.  

Independente do procedimento de purificação, a dosagem proteica de cada alíquota 

purificada foi realizada através do método de Bradford, utilizando o ensaio colorimétrico Bio-

Rad Protein Assay (Bio-Rad Labs), de acordo com as instruções do fabricante (BRADFORD, 
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1976). A eluição ocorreu até a obtenção de alíquotas com concentração proteica inferior a 50 

µg/mL. Após a purificação as frações eluídas foram analisadas por eletroforese em gel de 

poliacrilamida SDS-PAGE a 15% (conforme item 4.3.3), e as alíquotas mais puras foram 

selecionadas para realização das próximas etapas.  

  

4.3.5 Técnica de Western blotting com anticorpo anti-His  

Após a purificação, os antígenos recombinantes produzidos foram analisados por 

Western blotting de acordo com TOWBIN, STAEHELIN & GORDON (1979) e BURNETTE 

(1981). Para isso, 2,5 µg das frações proteicas, purificadas de cada antígeno recombinante, 

foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 15% e transferidas para 

membrana de nitrocelulose 0,45 μm (GE Healthcare). A transferência foi realizada utilizando 

tampão de transferência (Tris base 25 mM, glicina 192 mM e metanol 20%) sob uma corrente 

elétrica de 300 mA, por 120 min. Os sítios livres da membrana foram bloqueados com Tampão 

Tris-Salina (TBS, do inglês Tris-buffered saline: NaCl 0,15 M; KCl 3 mM, Tris-base 250mM; 

pH 7,4), contendo 5% de leite em pó desnatado (TBS–leite 5%), sob agitação por cerca de 18 

horas em geladeira (2 a 8°C). No dia seguinte, a membrana foi lavada três vezes com TBS 

contendo Tween 20 a 0,05% (TBS-T20) por 5 min, sob agitação. Logo após a membranda foi 

mantida a temperatura ambiente sob agitação por 1 hora, com 10 mL de solução contendo 

AcMo de camundongo anti-histidina (Thermo Fisher Scientific), diluído na proporção de 

1:3.000 em TBS-T20 contendo 1% de leite em pó desnatado (TBS–T20–leite 1%). Após nova 

etapa de lavagem, foram adicionados 10 mL de solução contendo anticorpo anti-IgG de 

camundongo conjugado à peroxidase (Sigma-Aldrich), diluído na proporção de 1:30.000 em 

TBS–T20–leite 1%, sendo a membrana mantida a temperatura ambiente, sob agitação, por 1 

hora. Após novas lavagens a reação antígeno-anticorpo foi revelada com ECL™ Prime Western 

Blotting Detection (GE Healthcare) e a imagem capturada no ImageQuant LAS 4000 (GE 

Healthcare). 

 

4.4 Produção dos anticorpos monoclonais  

4.4.1 Imunização de camundongo BALB/c com os antígenos recombinantes  

Neste estudo, os procedimentos que utilizaram camundongo da linhagem BALB/c, 

foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da FIOCRUZ, registrado 

sob a licença LW-15/15 (Anexo 1). Foram utilizados camundongos (Mus musculus) fêmea, de 

5-8 semanas, provenientes do Biotério de Produção (BIOP) do IRR/FIOCRUZ. Durante esta 

etapa, os animais foram mantidos no Biotério de Experimentação Animal (BIOTEX) da mesma 
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instituição em gaiolas forradas com maravalha autoclavada, sendo oferecido ambiente 

enriquecido, água e ração comercial ad libitum.  

Para cada antígeno recombinante produzido foram imunizados dois camundongos, 

inoculando na região dorsal, por via subcutânea, 100 µL de solução antigênica contendo 20 μg 

do antígeno recombinante e adjuvante completo de Freund na proporção de 1:2. Outras quatro 

imunizações subsequentes foram realizadas a cada 15 dias, utilizando adjuvante incompleto de 

Freund na mesma proporção mencionada anteriormente. Em paralelo, como controle, dois 

camundongos foram imunizados com solução salina e adjuvante, seguindo as mesmas 

condições descritas. Antes de cada imunização foi coletado amostra de sangue total de cada 

animal por punção da veia submandibular, e após coagulação, o sangue foi centrifugado a 2500 

rpm, por 15 min, para separação e obtenção do soro.  

 

4.4.2 Cinética da produção de anticorpo anti-antígeno recombinante 

A produção de anticorpos IgG anti-antígeno recombinante em amostras de soro dos 

camundongos imunizados, foi avaliada por meio de ELISA de acordo com GRENFELL et al. 

(2014), com modificações. Brevemente, cada poço da microplaca de ELISA (Nunc 

Maxisobert™, Thermo Fisher Scientific) foi sensibilizado com 50 µL de antígeno recombinante 

(1 µg/mL) diluído em tampão carbonato-bicarbonato (Na2CO3 15 mM, NaHCO3 28,5 mM; pH 

9,6), que foi incubado a 37°C, em câmara úmida, por 1 hora e, posteriormente, por 18 horas em 

geladeira (2 a 8°C). Após a sensibilização, cada poço foi lavado três vezes com 300 µL de 

Tampão Fosfato-Salino (PBS, do inglês Phosphate-buffered saline: NaH2PO4 2,1 mM; 

Na2HPO4 8,3 mM; NaCl 0,15 mM; pH 7,3) contendo Tween 20 a 0,05% (PBS–T20). Os sítios 

livres foram bloqueados com 200 µL de PBS-T20 contendo 5% de leite em pó desnatado (PBS–

T20–leite 5%) e então, a microplaca foi incubada a 37°C por 2 horas, em câmara úmida. Em 

seguida, os poços da microplaca foram lavados conforme realizado anteriormente e em cada 

poço foram adicionados 50 µL das amostras, diluídos na proporção de 1:100 em PBS–T20 

contendo 1% de leite em pó desnatado (PBS–T20–leite 1%), mantendo sob incubação a 37°C, 

por 1 hora, em câmara úmida. Após novas etapas de lavagens, em cada poço da microplaca, 

foram adicionados 50 µL de solução contendo anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado à 

peroxidase (Sigma-Aldrich), diluído na proporção de 1: 20.000 em PBS–T20–leite 1%, 

mantendo sob incubação a 37°C, por 1 hora, em câmara úmida. Finalmente, a microplaca foi 

lavada e a reação antígeno-anticorpo revelada com a adição de 50 µL de TMB (3,3`, 5,5`-

Tetramethylbenzidine, Sigma-Aldrich) em cada poço. A microplaca foi incubada a temperatura 

ambiente, por 5 min, ao abrigo da luz e a reação foi interrompida pela adição de 50 μL de 
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solução de ácido sulfúrico (H2SO4 1N) em cada poço e a leitura realizada em leitor de 

microplacas FlexStation® 3 Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices - San José, 

Califórnia, EUA) em comprimento de onda de 450/620nm. 

 

4.4.3 Coleta de células peritoneais 

Em paralelo ao procedimento de esplenectomia realizado nos animais imunizados (mais 

detalhes serão apresentados no item 4.4.4), foram obtidas células peritoneais de dois 

camundongos BALB/c não imunizados. Os animais foram eutanasiados com 500 mg/Kg 

quetamina (Cetamin®, Syntec, Cotia, SP, Brasil) em associação com 50 mg/Kg xilazina 

(Anasedan®; Ceva Saúde Animal Ltda, Paulina, SP, Brasil). Inicialmente, foi realizada a 

anssepsia da região ventral com álcool etílico 70%, em cabine de segurança biológica e, com 

auxílio de tesouras e pinças estéreis, a membrana peritoneal do camundongo foi exposta. Em 

seguida, 5 mL de meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; Sigma-Aldrich), 

suplementado com 1% de PenStrep, foram inoculados no abdômen dos animais e, após 

homogeneização com pipeta de transferência estéril tipo Pasteur, o líquido peritoneal foi 

aspirado. Este processo foi repetido no mínimo cinco vezes por animal.  

A suspensão de células peritoneais foi centrifugada durante 3 min, a 400g a 4°C, 

desprezando o sobrenadante e ressuspendendo o sedimento celular em 100 mL de meio DMEM 

suplementado com 20% de SFB, 1% de PenStrep e 2% de meio de suplementação hipoxantina-

aminopterina-timidina (HAT – Sigma-Aldrich). A suspensão de células foi distribuída em 

microplacas de cultivo celular de 96 poços (Costar®, Corning Incorporated - Corning, NY, 

EUA), que foram incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO2, durante 24 horas. 

 

4.4.4 Esplenectomia e preparo das células esplênicas  

Quinze dias após a quinta imunização, uma dose de reforço foi administrada 

intraperitoneamente nas mesmas condições das doses anteriores e, após três dias os animais 

foram eutanasiados, de forma semelhante ao descrito anteriormente. Posteriormente, foi 

realizada a esplenectomia e o baço foi transferido para tubo estéril contendo 15 mL de meio 

DMEM.  

Para obtenção dos esplenócitos, o baço foi macerado em filtro celular de nylon (70 μm 

Cell Strainer, BD Bioscience, San Jose, CA) e a suspensão de células foi centrifugada por 9 

min, a 250g a 4°C. O sedimento foi ressuspendido em 2 mL de Tampão de Lise (Sigma-Aldrich) 

e 8 mL de DMEM, novamente centrifugado nas mesmas condições descritas. O sobrenadante 

foi descartado e o sedimento ressuspendido com 10 mL de DMEM, novamente macerado em 
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filtro celular de nylon e centrifugado. Após descartar o sobrenadante, o sedimento foi 

ressuspendido com 2 mL de DMEM e as células foram contadas em contador automático de 

células Countess™ Automated Cell Counter (Invitrogen™, Carlsbad, CA, EUA). 

 

4.4.5 Preparo de células mielomatosas 

  Células mielomatosas da linhagem Sp2/0-IL6 foram cultivadas em garrafa de cultivo de 

75 cm2
 acrescidas de meio DMEM, suplementado com 20% SFB e 1% de PenStrep, mantidas 

em estufa a 37°C e 5% de CO2. Cinco dias antes do procedimento de hibridização somática por 

fusão celular, as células mielomatosas foram expandidas para no mínimo cinco garrafas de 150 

cm2, a fim de se obter alta concentração de células viáveis. No dia da fusão celular, o 

sobrenadante das garrafas foi descartado e as células aderidas foram ressuspendidas em 15 mL 

de meio DMEM. A suspensão celular foi centrifugada por 3 min, a 300g, e em seguida, as 

células foram ressuspendidas em 2 mL de meio DMEM e contadas em contador automático de 

célula Countess™ Automated Cell Counter (Invitrogen™). 

 

4.4.6 Hibridização somática por fusão celular 

A hibridização somática por fusão dos esplenócitos com as células mielomatosas foi 

realizada de acordo com HARN, MITSUYAMA & DAVID (1984) e KENNETT et al. (1979), 

com modificações. Inicialmente, 3,5x107 esplenócitos e 7x106 células mielomatosas foram 

adicionadas em 20 mL de meio DMEM. A suspensão celular foi centrifugada por 3 min a 300g 

e o sobrenadante desprezado. Em seguida, foram adicionados 700 µL de 

polietilenoglicol/dimetilsulfóxido (PEG/DMSO Solution HYBRI-MAX – Sigma-Aldrich) por 

gotejamento sob suave agitação. A suspensão celular foi mantida em repouso por 90 s e 

posteriormente, 15 mL de DMEM foram adicionados por gotejamento. As células foram 

centrifugadas nas mesmas condições descritas anteriormente, o sobrenadante foi descartado e 

o sedimento ressuspendido com 30 mL de meio DMEM, suplementado com 20% de SFB e 1% 

de PenStrep. O cultivo celular foi transferido para garrafa de cultivo de 150 cm2 e mantido em 

estufa a 37°C, com 5% CO2, por 24 horas. As células aderidas foram ressuspendidas e 

centrifugadas por 10 min a 350g, o sobrenadante foi descartado e ao sedimento foram 

adicionados 100 mL de meio DMEM contendo 20% SFB, 1% PenStrep, 2% HAT e 1% ITS 

(0,5 mg/mL insulina; 0,5 mg/mL transferrina; 0,5 ng/mL de selenito de sódio). Em seguida, as 

células foram transferidas para as microplacas de cultivo celular, contendo camada de células 

peritoneal previamente preparada, conforme descrito no item 4.4.3. Após sete dias da fusão 
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celular, o meio de cultivo foi substituído por meio DMEM, contendo 20% SFB, 1% PenStrep, 

2% de meio de suplementação hipoxantina-timidina (HT – Sigma-Aldrich) e 1% ITS. 

 

4.4.7 Seleção, cultivo e criopreservação dos hibridomas  

A seleção de clones produtores de anticorpos anti-antígeno recombinante foi feita por 

ensaios de ELISA, de forma semelhante ao descrito no item 4.4.2. No entanto, após o bloqueio 

e lavagem das microplacas previamente sensibilizadas, foram adicionados 50 µL de 

sobrenadante, provenientes das microplacas de cultivo que apresentavam quantidade e 

viabilidade celular adequada, confirmada por microscopia óptica.   

As células presentes nos poços das microplacas, cujo sobrenadante do cultivo celular 

apresentaram DO450/620>0,600 no ensaio de ELISA, foram selecionadas e expandidas para 

microplacas de cultivo celular de 24 poços (Costar®, Corning Incorporated). De acordo com o 

crescimento e viabilidade dos hibridomas, os ensaios de ELISA foram repetidos a fim de 

confirmar a produção de anticorpos específicos. As células presentes nos poços, cujo 

sobrenadante do cultivo celular apresentaram maiores absorbâncias no ensaio de ELISA, foram 

congeladas em meio DMEM, contendo 10% DMSO e 20% SFB. O hibridoma mais promissor, 

ou seja, aquele em que o sobrenadante apresentou maior absorbância no ensaio de ELISA, bom 

crescimento e viabilidade celular, foi selecionado para expansão e produção dos AcMos.  

 

4.4.8 Clonagem e expansão dos hibridomas  

A clonagem dos hibridomas foi realizada por diluição limitante. Para isso, os hibridomas 

mais promissores, cultivados em microplaca de 24 poços, foram ressuspendidos com 1 mL de 

meio DMEM e 100 µL desta suspensão celular foram transferidos para um tubo estéril de 

polipropileno contendo 1,5 mL de meio de clonagem (DMEM contendo 20% SBF, 1% 

PenStrep e 1% ITS), ou seja, diluição de 1:16. Em seguida, 150 µL desta diluição foram 

transferidos para outro tubo estéril contendo 1,5 mL de meio de clonagem, proporção de 1:11 

para segunda diluição. Após homogeneização, 400 µL desta diluição foram transferidos para 

outro tubo estéril contendo 4 mL de meio de clonagem, na proporção de 1:11, de modo que ao 

final, a diluição total dos hibridomas foi de 1936x. Em uma microplaca para cultivo celular de 

96 poços, foram adicionados 50 µL da suspensão celular de cada uma das três diluições a cada 

32 poços. Em seguida, foram adicionados 200 µL de meio de clonagem em todos os poços da 

placa, que foi incubada em estufa a 37 °C com 5% de CO2. Toda a microplaca foi analisada por 

microscopia óptica a fim de confirmar a presença de uma única célula por poço.  
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A viabilidade e o crescimento dos hibridomas foram analisados por microscopia óptica 

a cada 48 horas. As células presentes nos poços, cujo sobrenadante do cultivo celular 

apresentaram maiores leituras de absorbância no ensaio de ELISA, foram expandidas e 

congeladas. O hibridoma mais promissor, seguindo o parâmetro já descrito anteriormente, foi 

expandido para garrafas de 150 cm² e o sobrenadante contendo AcMo foi coletado, até o volume 

de 1 L.  

 

4.4.9 Purificação dos anticorpos monoclonais  

O sobrenadante da cultura celular contendo AcMo foi concentrado com sistema de 

filtração Amicon® Stirred Cells com ultrafiltros Diaflo (Amicon Div., W. R. Grace and Co., 

Massachusetts, EUA). Em seguida, os anticorpos foram purificados em coluna HiTrap Blue HP 

e HiTrap rProtein A FF (GE Healthcare) de acordo com instrução do fabricante.  

 

4.4.10 Preparo dos antígenos solúveis de Leishmania sp. (AgSLs) 

Para analisar o reconhecimento dos antígenos nativos pelos AcMos produzidos, AgSLs 

foram preparados a partir da fase estacionária de cultura de promastigotas de L. amazonensis 

(AgSLa) (IFLA/BR/67/PH8), L. braziliensis (AgSLb) (MHOM/BR/75/M2903) e L. guyanensis 

(AgSLg) (MHOM/BR/75/M4147). 

As linhagens de Leishmania utilizadas neste estudo encontravam-se criopreservadas em 

nitrogênio líquido (-196 °C) e foram descongeladas, cultivadas em meio NNN/LIT e mantidas 

em estufa B.O.D a 25°C ± 1°C. Usando como alvo uma região do gene hsp70, as linhagens 

utilizadas foram caracterizadas em nível de espécie, por meio da técnica de PCR-RFLP, de 

acordo com GARCIA et al. (2004). Inicialmente o DNA genômico dos parasitos foi extraído 

utilizando QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha), de acordo com as instruções 

do fabricante. Em seguida, foi preparada a reação de PCR para um volume final de 25 µL 

contendo 50 ng de DNA extraído por amostra, 1,5 mM MgCl2, 200 µM dNTP, 1,25 U Taq 

DNA polimerase, tampão de reação, e 10 pmol de cada um dos iniciadores hsp70sen 

5’GACGGTGCCTGCCTACTTCAA3’ e hsp70ant 5’CCGCCCATGCTCTGGTACATC3’. A 

reação de amplificação foi processada no termociclador ProFlex™ (Thermo Fisher Scientific), 

sob uma ciclagem composta por desnaturação inicial a 94°C por 5 min, seguida de 35 ciclos 

alternados de desnaturação a 94°C por 30 s, anelamento a 61°C por 1 min e extensão a 72°C 

por 3 min e extensão final a 72°C por 10 min. Como controle positivo da reação de PCR foi 

usado DNA extraído de formas promastigotas das linhagens referências das respectivas 

espécies de interesse. Os produtos de amplificação foram submetidos à eletroforese em gel de 
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agarose 1,5% e corado com brometo de etídio (10 mg/mL). Após a confirmação da banda 

específica de 1300 pb, 10 µL do produto amplificado foram submetidos à clivagem com 0,65 

U da enzima HaeIII, em tampão próprio (Promega). A reação foi incubada por 2 horas, em 

termociclador a 37ºC e os perfis de restrição analisados em gel de agarose 3%, conforme 

demonstrado na Figura 3.  

 

Figura 3 Gel de agarose 3%, corado com brometo de etídio, mostrando a caracterização das 

espécies de Leishmania sp., utilizadas neste estudo. 

 
Legenda: PM. Padrão de marcador molecular de 100pb; La* – DNA de linhagem referência de L. amazonensis; 
La – cultura de L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8); Lb* – DNA de linhagem referência de L. braziliensis; Lb – 

cultura de L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903); Lg* – DNA de linhagem referência de L. guyanensis; Lg – 

cultura de L. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147). Fonte: elaborado pelo autor 

  

Após caracterização, os parasitos foram lavados duas vezes com PBS por centrifugação 

de 10 min, a 2.000g a 4°C, removendo os sobrenadantes após cada centrifugação. Os parasitos 

foram ressuspendidos em tampão de lise (Hepes 20 mM, KCl 10 mM, MgCl2 1,5 mM, sacarose 

250 mM, DTT 1 mM, PMSF 0,1 mM) e submetidos a 10 ciclos de congelamento em nitrogênio 

líquido e aquecimento a 37 °C. Após centrifugação, as células foram submetidas à 

ultrasonicação em cinco ciclos de pulso de 30 s, a 40% de intensidade e então, foram 

centrifugadas por 15 min, a 2.000g a 4 °C.  

 

4.4.11 Avaliação da imunoreatividade dos anticorpos monoclonais, através da técnica de 

Western blotting  

O reconhecimento dos antígenos recombinantes e dos antígenos nativos presentes no 

AgSLs das principais espécies de Leishmania associadas à LT no Brasil, pelos AcMos 

produzidos, foi avaliado através da técnica de Western blotting. Inicialmente, 2,5 µg dos 

antígenos recombinantes e 5 µg de cada AgSL, foram submetidos à eletroforese em gel de 
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poliacrilamida SDS-PAGE 15% e transferidos para membrana de nitrocelulose. Após o 

bloqueio e lavagem das membranas, foram adicionados 10 mL de solução contendo os AcMos 

anti-antígenos específicos, diluído na proporção de 1:100 em TBS–T20–leite 1%. A adição do 

conjugado e revelação da reação antígeno-anticorpo, foi realizada conforme protocolo descrito 

item 4.3.5 

 

4.5 Técnica de imuno-histoquímica  

4.5.1 Avaliação da imunoreatividade dos anticorpos monoclonais, através da técnica de 

imuno-histoquímica 

Neste estudo, os procedimentos que utilizaram hamsters foram submetidos e aprovados 

pelo CEUA-FIOCRUZ, registrado sob a licença LW4/18 (Anexo 2). Foram utilizados hamsters 

machos com idade variando entre 4-6 semanas, provenientes do BIOP do IRR/FIOCRUZ. Os 

hamsters foram mantidos no BIOTEX da mesma instituição, em gaiolas forradas com 

maravalha autoclavada, sendo oferecido ambiente enriquecido, água e ração comercial ad 

libitum, durante todo o período experimental. 

Para avaliar a capacidade dos AcMo de reconhecer amastigotas in situ em lesões 

dérmicas causadas pelas principais espécies de Leishmania associadas à LT no Brasil, por meio 

da técnica de IHQ, foi realizada infecção experimental em hamsters (Mesocricetus auratus), 

com as linhagens de L. amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis, previamente 

caracterizadas.  

As espécies de Leishmania foram inicialmente utilizadas para infecção dos hamsters, 

com o objetivo de recuperar a infectividade dos parasitos, tendo em vista as passagens em meio 

de cultura e a manutenção inicial das linhagens sob condição de criopreservação. Para isso, no 

sétimo dia de crescimento in vitro, 4 mL de cultivo de cada espécie de Leishmania, foram 

transferidos para um tubo estéril de polipropileno de 15 mL, contendo 10 mL de PBS estéril. 

Os parasitos foram centrifugados por 10 min, a 2.500 rpm, o sobrenadante foi descartado e o 

sedimento ressuspendido em 5 mL de PBS estéril.  

No BIOTEX, foi realizada assepsia local dos hasmters com álcool etílico 70% e em 

seguida, os animais foram anestesiados via intraperitoneal, com 200 mg/Kg de quetamina 

(Cetamin®, Syntec) e 10 mg/Kg de xilazina (Anasedan®; Ceva Saúde Animal Ltda). Após a 

constatação do plano anestésico, 200 μL de suspensão de cada espécie de Leishmania foram 

inoculados na pata posterior direita de dois animais. Os hamsters foram acompanhados até o 

surgimento e estabelecimento da infecção e então, foram eutanasiados com 1000 mg/Kg de 

quetamina (Cetamin®, Syntec) e 50 mg/Kg de xilazina (Anasedan®; Ceva Saúde Animal Ltda). 
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O material biológico proveniente da lesão dérmica foi coletado e armazenado em solução de 

PBS estéril, contendo penicilina (200 u/mL), estreptomicina (200 μg/mL) e antifúngico (0,25 

mg/L 5-fluorocitosina, Sigma-Aldrich), por no mínimo 24 horas. Posteriormente, os fragmentos 

das lesões foram macerados em placa de Petri estéril e inoculados em meio de cultura NNN/LIT 

suplementado com 20% SFB, mantidos em estufa B.O.D a 25°C ± 1°C. A viabilidade dos 

parasitos e ausência de agentes contaminantes foi verificada semanalmente, antes do repique.  

Após a terceira passagem in vitro, as suspensões de parasitos foram preparadas nas 

mesmas condições descritas anteriormente. Os parasitos foram contados em câmara de 

Neubauer e a concentração ajustada com PBS para 1 x 106 parasitos/mL. Após anestesia, quatro 

animais foram infectados nas patas posteriores com 200 μL de suspensão de cada espécie de 

Leishmania sp. Após trinta dias da infecção, os hamsters foram eutanasiados e os fragmentos 

das lesões foram retirados, mantidos em formaldeído 10% tamponado (pH 7,2) por 24 horas e 

posteriormente processados, conforme descrito no item 4.5.3.4. Posteriormente, a 

imunorreatividade dos AcMos produzidos foi avaliada nos cortes histológicos de material 

obtido das lesões dos animais experimentalmente infectados com L. amazonensis, L. 

braziliensis e L. guyanensis, empregando o protocolo de IHQ padrão de cada sistema de 

detecção, descrito no item a seguir. 

 

4.5.2 Padronização da técnica de imuno-histoquímica empregando anticorpo monoclonal 

anti-mTXNPx 

A técnica de IHQ foi realizada utilizando dois sistemas de detecção compostos por 

polímeros livres de biotina. O sistema Novolink Polymer Detection System (Leica 

Microsystems, Newcastle, UK), emprega anticorpos conjugados à peroxidase e usa peróxido 

de hidrogênio e 3,3'-diaminobenzidina como substrato-cromógeno. Nesse sistema de detecção, 

a reação antígeno-anticorpo é visualizada na cor marrom. As reações de IHQ realizada neste 

estudo, onde se utilizou esse sistema de detecção será denominada a partir de então, como IHQ-

POD. Já o sistema Bond Polymer Refine Red Detection (Leica Microsystems, Newcastle, UK), 

emprega anticorpos conjugados à fosfatase alcalina contendo solução Fast Red como substrato-

cromógeno. Neste sistema de detecção a reação antígeno-anticorpo é visualizada na cor 

vermelho. As reações de IHQ realizadas neste estudo, que utilizaram esse sistema de detecção 

serão denominadas a partir de então, como IHQ-FA. 

A partir dos resultados de imunorreatividade, foi realizada a padronização da reação de 

IHQ usando o AcMo anti-mTXNPx, com material proveniente de lesões de hamsters infectados 

com L. amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis e de fragmentos de lesão de três pacientes 
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com diagnóstico de LC, confirmado por meio do exame parasitológico direto, cultura e 

histopatológico. A partir do protocolo inicial padrão, foram alterados parâmetros relevantes, 

como: método de recuperação antigênica, diluição do anticorpo, tempo de bloqueio e tempo de 

incubação com substrato/cromógeno. Na Tabela 3 encontra-se descrita a sequência dos 

parâmetros avaliados para padronização da técnica de IHQ, empregando o AcMo anti-

mTXNPx até o protocolo final utilizado na validação.  
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Tabela 3 Etapas da padronização da técnica de imuno-histoquímica, empregando o anticorpo monoclonal anti- mTXNPx. 

Legenda: Após a etapa de recuperação do antígeno as reações foram lavadas três vezes em solução de Tris (5mmol/L Tris; 140mM NaCl; pH 7,6) e entre cada uma das etapas 

subsequentes. Fonte: elaborado pelo autor

Passos da IHQ Protocolo Padrão Teste 1 Teste 2  Teste 3 Protocolo Final 

IH
Q

-P
O

D
¹ 

Fixação 56°C por 18 horas 56°C por 18 horas 56°C por 18 horas 56°C por 18 horas 56°C por 18 horas 

Desparafinização Xilol: 2x 20’ Xilol: 2x 20’ Xilol: 2x 20’ Xilol: 2x 20’ Xilol: 2x 20’ 

Reidratação 
Etanol: 3x 5’ / 

Água corrente 3’ 
Etanol: 3x 5’ / 

Água corrente 3’ 
Etanol: 3x 5’ / 

Água corrente 3’ 
Etanol: 3x 5’ / 

Água corrente 3’ 
Etanol: 3x 5’ / Água 

corrente 3’ 

Recuperação antigênica 

Citrato de sódio  
10 mmol/L pH 6 (30‘ 

vaporizador) 

Tampão Tris/EDTA pH 9  
(30‘ vaporizador) 

Citrato de sódio  
10 mmol/L pH 6 (30‘ 

vaporizador) 

Citrato de sódio  
10 mmol/L pH 6 (30‘ 

vaporizador) 

Citrato de sódio  

10 mmol/L pH 6 (30‘ 

vaporizador) 

Bloqueio da Peroxidase 10’ 10’ 20’ / 40’ 20’ 20’ 

Bloqueio de Proteína 10’ 10’ 40’ / 60’ 40’ 40’ 

Diluição do anticorpo 
1:100; 1:300; 1:500; 

1:1000 
1:100; 1:300; 1:500; 1:1000 1:300 1:300 1:300 

Anticorpo pós primário 

(min) 
30’ 30’ 30’ 30’ 30’ 

Polímero (min 30’ 30’ 30’ 30’ 30’ 

Substrato/Cromógeno 

(min) 
50’’ 50’’ 50’’ 15’’; 30’’; 50’’ 30’’ 

IH
Q

-F
A

² 

Fixação 56°C por 18 horas 56°C por 18 horas 56°C por 18 horas 56°C por 18 horas 56°C por 18 horas 

Desparafinização 

Solução Trilogy ³ 
(20‘ vaporizador) 

Xilol: 2x 20’ 

Solução Trilogy ³ 
(20‘ vaporizador) 

Solução Trilogy ³ 
(20‘ vaporizador) 

Solução Trilogy ³ 
(20‘ vaporizador) 

Reidratação 
Etanol: 3x 5’ / 

Água corrente 3’ 

Recuperação antigênica 

Citrato de sódio  
10 mmol/L pH 6 (30‘ 

vaporizador) 

Bloqueio de Proteína 30’ 30’ 30’ 30’ 30’ 

Diluição do anticorpo 
1:100; 1:300; 1:500; 

1:1000 
1:100; 1:300; 1:500; 1:1000 1:500 1:500 1:500 

Anticorpo pós primário 

(min) 
30’ 30’ 30’ 30’ 30’ 

Polímero (min 30’ 30’ 30’ 30’ 30’ 

Substrato/Cromógeno 

(min) 

A(1:5); B(1:25); C (1:25)  

diluído em D por 3’ 

A(1:5); B(1:25); C (1:25)  

diluído em D por 3’ 

A(1:5); B(1:25); C (1:25)  
diluído em D por 3’ / 

A(1:10); B(1:50); C (1:50)  
diluído em D por  3’ 

A(1:10); B(1:50); C (1:50)  
diluído em D por 3’ / 
A(1:20); B(1:100); C 

(1:100)  diluído em D por  
3’ 

A(1:10); B(1:50); C (1:50)  

diluído em D por 3’ 
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Os protocolos finais utilizados encontram-se detalhadamente descritos a seguir: 

 

a) Técnica de Imuno-histoquímica realizada com sistemas de detecção compostos por 

polímeros conjugados a peroxidase (IHQ-POD) 

Após a montagem das lâminas, foi realizado a desparafinização do material biológico, 

e para isso, as lâminas foram mantidas em estufa a 56°C por 16 horas e, em seguida, foram 

incubadas em xilol por 20 min. Posteriormente, as lâminas foram lavadas três vezes com álcool 

100% e com água corrente por 3 min, para hidratação dos tecidos. As lâminas foram incubadas 

por 30 min em vaporizador a 96°C em solução de ácido cítrico 10mM (pH 6,0) e resfriadas por 

20 min, em temperatura ambiente. Logo após as lâminas foram lavadas três vezes com tampão 

Tris (5mM Tris base; 140mM NaCl; pH 7,6). Os cortes foram delimitados com caneta 

hidrofóbica (PAP pen, Zymed, São Francisco, CA, EUA) e cada corte histológico foi incubado 

com 100 µL de Peroxidase Block, por 20 min em temperatura ambiente. Após novas lavagens, 

foram adicionandos 100 µL de Protein Block em cada corte contido na lâmina, que foi incubada 

por 40 min, em temperatura ambiente. Em seguida, as lâminas foram novamente lavadas, 

conforme descrito anteriormente, e foram adicionados sobre os cortes 100 µL do AcMo ati-

peroxidoxin diluído 1:300 em solução diluente (1% BSA e 0,05% de azida sódica em PBS), 

incubando-se por 1 hora, em temperatura ambiente. Seguida de outra serie de lavagem, 100 µL 

do reagente Post Primary foram adicionados em cada corte e a lâmina foi incubada por 30 min, 

em temperatura ambiente. A lâmina foi lavada novamente, e 100 µL do Polímero (Novolink™ 

Polymer) foram adicionados em cada corte, incubando-se por 30 min, em temperatura 

ambiente. Após repetição do procedimento de lavagem, foi adicionado sobre a lâmina o 

substrato/cromógeno na diluição de 1:100 do DAB Chromogen em Novolink™ DAB Substrate 

Buffer, que foi incubada por 30s, em temperatura ambiente. Logo após, a lâmina foi lavada com 

tampão Tris e corada com Hematoxylin por 2 min. Finalmente, as lâminas foram lavadas com 

água corrente por 3 min, imersas cinco vezes em álcool 100%, secas em estufa a 56°C e 

montadas com lamínula e Entellan® (Merck). 

 

b) Técnica de Imuno-histoquímica realizada com sistemas de detecção compostos por 

polímeros conjugados fosfatase alcalina (IHQ-FA) 

Após a montagem, as lâminas foram mantidas em estufa a 56°C por 16 horas, foram 

incubadas com solução Trilogy (Cell Marque, Rocklin, CA,United States) diluído 1:100 por 30 

min em vaporizador a 96°C e, em seguida, foram resfriadas por 45 min, em temperatura 

ambiente imersa em outra solução de Trilogy diluído 1:100. Logo após, as lâminas foram 
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lavadas três vezes com tampão Tris. Os cortes foram delimitados com caneta hidrofóbica (PAP 

pen) e cada corte histológico foi incubado com 100 µL de PBS–T20–leite 5%, por 30 min em 

temperatura ambiente. Após novas lavagens, foram adicionados sobre os cortes 100 µL do 

AcMo ati-peroxidoxin diluído 1:500 em solução diluente, incubando-se por 1 hora, em 

temperatura ambiente. Seguida de outra serie de lavagem, 100 µL do reagente Post Primary AP 

foram adicionados em cada corte e a lâmina foi incubada por 30 min, em temperatura ambiente. 

A lâmina foi lavada novamente, e 100 µL do Polímero (Polymer AP) foram adicionados em 

cada corte, incubando-se por 30 min, em temperatura ambiente. Após repetição do 

procedimento de lavagem, foi adicionado sobre a lâmina o substrato/cromógeno na proporção 

de 1:10 do RED part A. 1:50 do RED part B, 1:50 do RED part C diluídos em RED part D, que 

foi incubado por 3 min, em temperatura ambiente. Logo após, a lâmina foi lavada com tampão 

Tris e corada com Hematoxylin por 2 min. Finalmente, as lâminas foram lavadas com água 

corrente por 3 min, imersas cinco vezes em álcool 100%, secas em estufa a 56°C e montadas 

com lamínula e Entellan® (Merck). 

Para ambos os protocolos, as lâminas foram examinadas em microscópio Zeiss 

(Hallbergmoos, Alemanha) em ampliações de 100x, 400x e 1000x, analisando a presença das 

marcações das formas amastigotas, coloração de fundo e reações inespecíficas. 

 

4.5.3 Estudo de validação da técnica de imuno-histoquímica empregando anticorpo 

monoclonal anti-mTXNPx 

A validação da técnica de IHQ foi realizada, empregando o AcMo anti-mTXNPx, 

utilizando protocolo final padronizado para os dois sistemas de detecção (IHQ-POD e IHQ-

FA). 

  

4.5.3.1 Aspectos éticos  

Esse estudo foi conduzido seguindo as normas de pesquisas envolvendo seres humanos 

contidas na Resolução 466/2012 do Conselho Nacional de Saúde, para salvaguardar os direitos 

e o bem-estar dos participantes e foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do 

IRR/FIOCRUZ, através do CAEE 56188716.5.0000.5091 (parecer 1.598.850) e da 

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) através do CAAE 14887414.0.0000.5149. 

 

4.5.3.2 Cálculo amostral  

De acordo com FLAHAULT, CADILHAC & THOMAS (2005), considerando como 

premissa a prevalência de 57,8% de infecção por Leishmania sp. no Centro de Referência em 
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Leishmaniose (CRL) IRR/FIOCRUZ em 2019, limite de confiança de 0,75 e especificidade 

esperada de 95%, foi estimada a amostra mínima necessária de 34 controles e 47 casos para 

validação da técnica de IHQ.  

 

4.5.3.3 Participantes do estudo  

No total, foram incluídos 86 pacientes com suspeita de LC atendidos no CRL 

(IRR/FIOCRUZ) e na Clínica de Dermatologia Osvaldo Costa do Hospital das Clínicas 

(CDOC-HC) da UFMG. Deste total, 49 pacientes preenchiam o critério de definição de caso, 

definido a partir detecção molecular de Leishmania sp. através da qPCR. Estes pacientes 

apresentavam também, resultados de exame direto e cultura de Leishmania sp. realizados como 

diagnóstico de rotina no CRL (IRR/FIOCRUZ). No grupo não caso, foram incluídos 37 

indivíduos portadores de outra doença infecciosa como esporotricose, paracoccidioidomicose, 

micobacteriose e dermatite. Todas as amostras foram anonimizadas de modo que os 

pesquisadores, diretamente envolvidos na realização da técnica de IHQ, desconheciam o 

diagnóstico dos participantes. 

 

4.5.3.4 Coleta e processamento das amostras  

A biópsia das lesões dos participantes, com suspeita de LC, foi realizada por profissional 

médico, de acordo com o procedimento de rotina de cada instituição. Após assepsia e anestesia, 

o fragmento de tecido foi coletado na borda da lesão utilizando instrumento cirúrgico cortante 

circular (punch) de três milímetros de diâmetro. Para os pacientes atendidos no CRL 

(IRR/FIOCRUZ), parte do material obtido da biópsia foi destinada para confecção de lâminas 

para exame parasitológico direto e, em seguida, congelado para realização da PCR. A segunda 

parte do fragmento da lesão foi armazenada em formaldeído 10% tamponado (pH 7,2). Já a 

cultura in vitro foi realizada a partir de material biológico obtido através do aspirado 

intradérmico da lesão. Para os pacientes atendidos no CDOC (HC/UFMG), após a biópsia e 

secção do fragmento, uma das partes foi destinada para cultura específica do agente patogênico 

suspeito e a outra foi armazenada em formaldeído 10% tamponado (pH 7,2), por período 

mínimo de 24 horas.  

Os fragmentos de pele armazenados em formaldeído foram acondicionados em cassete 

histológico e então submetidos ao processamento usando o Processador Automático de Tecidos 

PT05 (Lupetec, São Paulo, SP, Brasil). Durante esse procedimento, os fragmentos de tecidos 

passaram por doze etapas com duração de 1 hora cada, compostas por: duas soluções de 

formaldeído 10%; etanol 70%; duas soluções de etanol 95%; etanol 99,5%; acetato de butila; 
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três etapas de xilol PA; 2 soluções de parafina a 56°C. Após o processamento, os fragmentos 

de tecido foram incluídos em blocos de parafina e com auxílio de micrótomo, cortes 

histológicos com 4 µm de espessura foram obtidos e dispostos em lâminas silanizadas 

carregadas positivamente (ImmunoSlides - EasyPath, São Paulo, SP, Brasil) para realização da 

IHQ e dispostos em lâminas foscas lapidadas (Global Glass, Guarulhos, SP, Brasil) para 

realização do HE.  

 

4.5.3.5 Reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (qPCR) 

O DNA dos fragmentos de biópsia de pele dos pacientes foi extraído utilizando o 

conjunto de reagentes Wizard® SV Genomic DNA Purification System (Promega), de acordo 

com as instruções do fabricante.  

A qPCR foi utilizada para detectar e quantificar o DNA de Leishmania sp. presente nas 

amostras dos pacientes, utilizando o sistema de detecção com intercalantes não específicos 

SYBR Green. A amplificação foi realizada no aparelho Step One Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), utilizando os iniciadores descritos por 

DEGRAVE et al. (1994) e PASSOS et al. (1996) para a amplificação de um fragmento de 120 

pb de região conservada do kDNA de Leishmania sp. As reações foram preparadas em 

microplacas (MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate, Thermo Fisher Scientific) 

adicionando 12,5 μL de SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

EUA); 0,3 pmoles de cada iniciador; 5,0 μL de DNA a 10 ng/μL e 6 μL de água estéril para 

completar o volume final de 25 μL. A amplificação foi realizada com uma etapa inicial de 

desnaturação a 95°C por 10 min; seguido de 30 ciclos de 95°C por 15 s e 60°C por 1 min. Após 

a amplificação a análise de dissociação foi realizada em um ciclo adicional com aumento da 

temperatura de 60°C a 95°C a uma taxa de 0,3°C por segundo, com aquisição de fluorescência 

contínua. Controles negativos da reação (reagentes da PCR sem DNA) e da extração de DNA 

(reagentes da extração sem o material biológico) foram incluídos em cada ensaio. A curva 

padrão foi construída através de diluições seriadas de DNA de L. braziliensis 

(MHOM/BR/75/M2903), partindo da concentração de 1 ng até 1x10-6 ng (fator de diluição 

1:10).  

Para o cálculo da carga parasitária foram considerados 83,15 fg de DNA de Leishmania 

como equivalente a um parasito (JARA et al., 2013). O seguinte cálculo foi considerado: 

(equivalentes de DNA do parasita por reação / quantidade de DNA de tecido por reação) × 103, 

expresso como o número de parasitos Leishmania por μg de DNA de tecido (SEVILHA-

SANTOS et al., 2019; SUÁREZ et al., 2015). 
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4.5.3.6 Exame histopatológico  

Os cortes histológicos dispostos em lâminas foscas lapidadas, foram desparafinados em 

xilol por 10 min, e incubados em três soluções de álcool etílico PA, por 5 min cada e então, 

foram hidratados em água corrente por 5 min. Em seguida, os cortes foram corados com 

hematoxilina por 5 min, novamente lavados em água corrente por 5 min e posteriormente 

corados com eosina por 15 s, sendo por fim banhados em água corrente e desidratados em duas 

soluções de álcool etílico PA, por 5 min cada. As lâminas foram montadas com lamínulas 

utilizando o meio de montagem Entellan® (Merck, Darmstadt, Alemanha) e examinadas em 

microscópio Zeiss (Hallbergmoos, Alemanha) em ampliações de 400x e 1000x, analisando a 

presença de formas amastigotas. 

 

4.5.3.7 Análise de dados 

Os parâmetros sensibilidade, especificidade acurácia diagnóstica e seus intervalos de 

95% de confiança foram calculados através da tabela de contingência 2x2, usando Open-Epi 

(DEAN, SULLIVAN & SOE, 2015). Esses parâmetros foram comparados usando o teste Qui-

quadrado, através do MedCalc versão 15.0 para Windows (MedCalc Software, Ostend, 

Bélgica).  

Utilizando o Minitab 17 (State College, Pennsylvania, EUA), foi realizada análise de 

regressão logística binária para avaliar modelo de influencia das seguintes variáveis preditoras: 

sexo, idade, número de lesões, tempo de evolução da lesão e carga parasitária, no resultado ou 

positividade dos testes. A partir de um modelo inicial com todas as variáveis, foi utilizado o 

método stepwise: forward para selecionar preditores significativos, com base no valor de P < 

0,25. Entre as variáveis selecionadas, o modelo contendo os preditores tempo de evolução da 

doença e carga parasitária foi significativo e possibilitou o cálculo das razões de chance e seus 

intervalos de confiança de 95%.  

A relação do tempo de evolução da lesão e da carga parasitária, com a positividade dos 

testes, foi também analisada através do GraphPad Prism 6.0 (Prism Software, Irvine, CA, USA). 

A normalidade dos dados foi verificada através do teste Kolmogorov-Smirnov e então realizada 

análise de variância (ANOVA one-way) seguida do teste de Tukey, para comparação entre as 

cargas parasitárias e o teste Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de Dunn, para comparação 

entre o tempo de evolução da lesão. 

 As imagens dos cortes histológicos que ilustram este trabalho, foram obtidas através 

do microscópio automatizado Leica DM5000B. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Revisão Sistemática para identificação de potenciais alvos antigênicos 

5.1.1 Busca na literatura científica 

No total, 1.642 artigos provenientes de quatro bases de dados foram identificados, sendo 

excluídos 261 artigos que estavam em duplicatas. O título e o resumo dos 1.381 artigos 

remanescentes foram analisados, sendo selecionados 139 artigos para a leitura na íntegra. 

Critérios de exclusão estavam presentes em 101 artigos, de modo que 38 artigos foram por fim 

incluídos (Figura 4). 

 

Figura 4 Diagrama de fluxo ilustrando o processo de seleção de estudos de acordo com 

PRISMA. 

 

Fonte: elaborado pelo autor 
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5.1.2 Análise descritiva dos estudos incluídos 

As características gerais dos estudos incluídos estão apresentadas na Tabela 4. Os testes 

imunológicos foram avaliados para o diagnóstico da LC, LM e/ou LT. Nos diferentes estudos, 

foram incluídos entre 18 a 257 pacientes no grupo de casos, já o tamanho amostral do grupo 

não caso variou de 8 a 261 pacientes. Na maioria dos estudos incluídos (84,2%) foi avaliado o 

desempenho de ensaio de ELISA empregando diferentes proteínas purificadas ou 

recombinantes e peptídeos sintéticos, para detecção de anticorpos específicos anti-Leishmania. 

Já a detecção de antígenos do parasito, foi avaliada por teste rápido ou IHQ, utilizando 

anticorpos monoclonais. Os padrões de referência utilizados também foram diversos, sendo 

utilizada associação de testes em pelo menos 22 estudos incluídos. Em trinta e um estudos 

(81,6%), pelo menos um método parasitológico foi considerado como teste referência, como 

exame direto ou cultura. Nos sete estudos remanescentes (18,4%), diferentes testes 

imunológicos ou moleculares foram considerados padrão de referência. Em relação à fase de 

desenvolvimento dos testes avaliados, 89,5% dos estudos (34 de 38) foram classificados como 

de estudo de fase I (prova de conceito) e os 10,5% restantes (4 de 38) foram classificados como 

de estudo de fase III.  



 53 

Tabela 4 Características dos estudos incluídos na revisão sistemática. 

Referência 

País / 

Origem das 

amostras 

Casos 

(n) 

Não-

casos 

(n) 

Teste padrão de 

referência 
Metodologia Alvo proteico Tipo Forma clínica 

Fase do 

estudo 

BENNIS et al. (2018)  Marrocos 136 83 Exame direto e/ou PCR Teste rápido Peroxidoxina AcPo LC III 

CARMELO et al. (2002) Peru 24 44 Exame direto e cultura ELISA H1 e 7 peptídeos PR / PS LC I 

CARVALHO et al. (2017) Brasil 57 55 Exame direto e PCR ELISA PH (XP_001469551.1) PR LT I 

CELESTE et al. (2004) Brasil 26 20 
IRDM e/ou 

histopatologia e RIFI 
ELISA HSP83 PR LC e LM I 

CELESTE et al. (2014) Brasil 26 109 
Exame direto e teste 

imunológico 
ELISA HSP83 PR LC e LM I 

COELHO et al. (2016) Brasil 24 28 Exame direto e PCR ELISA 
Citocromo c oxidase e Fator de 

liberação de histamina de IgE 
PR LT I 

COSTA et al. (2016) Brazil 50 10 Exame direto e PCR ELISA A10, C11, C12 B10, B7 e H7 PS LT I 

DE SILVA et al. (2017) Sri Lanka 59 22 PCR Teste rápido Peroxidoxina AcPo LC III 

DUARTE et al. (2015) Brasil 43 40 
Exame direto, PCR e 

IRDM 
ELISA 

Enolase; fator de iniciação 
eucariótica 5a; PH 

(LbrM.30.3350); triparedoxina 

peroxidase e β-tubulina 

PR LT I 

GOMES-SILVA et al. 
(2008) 

Brasil 58 171 
Exame direto e teste 

imunológico 
ELISA 

Fração ligada a Concanavalina-
A e Jacalina 

PP LT I 

CARMELO et al. (2002) Peru 20 19 Exame direto e cultura ELISA 23085, 23089 e 23083 PS LT I 

JENSEN et al. (1996) Sudão 33 88 
Exame direto e 
histopatológico 

ELISA GPB e Gp63 PS / PP LC I 

KENNER et al. (1999) 
América 
Central 

41 20 Cultura IHQ G2D10 AcMo LC I 

LAGE et al. (2019) Brasil 50 75 Exame direto e PCR ELISA A2 e PH (XP_003886492.1) PR LT I 

LIMA et al. (2017b) Brasil 45 50 
Exame direto, PCR e 

IRDM 
ELISA PH (XP_001566959.1) PR LT, LC e LM I 

LIMA et al., (2018) Brasil 40 143 Exame direto e PCR ELISA 
Enolase; fator de iniciação 

eucariótica 5a; PH 

(XP_001566959.1) e β-tubulina 

PR LT I 

LINK et al. (2017) Brasil 57 30 ELISA ELISA P1 e MIX (P1 + P2 + P3) PS LC I 

LONGONI et al. (2014) Colômbia 51 10 Exame direto ELISA Ferro-superóxido dismutase PP LC I 

MARIN et al. (2009) Espanha 113 32 Exame direto ELISA Ferro-superóxido dismutase PP LC e LM I 

MENEZES-SOUZA et al. 
(2014a) 

Brasil 65 70 Exame direto e PCR ELISA Peroxidoxina PR LT, LC e LM I 

MENEZES-SOUZA et al. 
(2014b) 

Brasil 65 70 Exame direto e PCR ELISA HSP83 e 3 peptídeos PR/PS LT, LC e LM I 

MENEZES-SOUZA et al. 
(2015a) 

Brasil 65 70 Exame direto e PCR ELISA MAPK3 e MAPK4 PR / PS LT I 
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MENEZES-SOUZA et al. 

(2015b) 
Brasil 65 70 Exame direto e PCR ELISA Catepsina L-like e peptídeo PR LT I 

MONTOYA et al. (1997) 
Colômbia / 

Peru 
78 39 Teste sorológico ELISA T26-U2 e T26-U4 PR LT I 

PADILLA; MONTOYA, 
(2003) 

Peru 18 8 ELISA ELISA 
Proteínas ribossomais ácidas 

P2β 
PR LT I 

SALLES et al. (2019) Brasil 40 100 Exame direto e PCR ELISA 
Proteína-3 miristoilada e 

peptídeo 
PR/PS LT I 

SATO et al. (2017) Brasil 219 281 
Exame direto, PCR e/ou 

histopatologia 
ELISA LB6H e Lb8E PR LT I 

SCHALLIG et al. (2019) Suriname 79 14 Exame direto e PCR Teste rápido Peroxidoxina AcPo LC III 

SHIRIAN et al. (2014) Irã 100 30 
Citologia ou histologia e 

PCR 
IHQ 

IS2-2B4 (A11) e XLVI-5B8- B3 
(T1) 

AcMo LC I 

SKRABA et al. (2014) Brasil 60 177 Exame direto ELISA Mix (36 e 48–56 kDa) PP LC I 

SOTO et al. (1996) Espanha 21 30 Exame direto e RIFI ELISA 

Família de proteínas 

ribossômicas ácidas (LiP2a-Q e 
LiP2b-Q) 

PR LM I 

SOUZA et al. (2013) Brasil 102 180 

IRDM, teste 
imunológico, 

histopatologia e/ou 
prova terapêutica 

ELISA 
H2A; H2B; H3; H4; HSP70; 

KMP-11 
PR LT, LC e LM I 

DE SOUZA et al. (2018) Brasil 30 119 Exame direto e cultura ELISA 
NGP 0204; NGP2333; NGP 

2334; NGP 2203 
PP LC I 

DE SOUZA et al. (2019) Brasil 74 63 Exame direto ELISA Lbk39 PR LC I 

VIDIGAL et al. (2008) Brasil 48 114 
Exame direto, IRDM e 

RIFI 
ELISA Fração 8 - pico 2 PP LC I 

VINK et al. (2018) Afeganistão 257 17 Exame direto e/ou PCR Teste rápido Peroxidoxina AcPo LC III 

YEGANEH et al. (2009) Irã 30 41 Exame direto ELISA Ferro-superóxido dismutase-B1 PR LC I 

ZURITA et al. (2003) Peru 50 36 Cultura ELISA HSP70 e 5 peptídeos PR LT, LC e LM I 

Legenda: LC – Leishmaniose Cutânea; LM – Leishmaniose Mucosa; LT – Leishmaniose Tegumentar; PH – Proteína Hipotética; PR – Proteína Recombinante; PP – Proteína 

Purificada; PS – Peptídeo Sintético. Fonte: elaborado pelo autor 
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5.1.3 ELISA para diagnóstico de LT 

Dezenove estudos avaliaram o desempenho do ensaio de ELISA usando total de 56 

antígenos para o diagnóstico de LT, sem distinção da forma clínica (Figura 5). Foram avaliados 

38 proteínas recombinantes, 14 peptídeos sintéticos e 4 proteínas purificadas. O número de 

pacientes com LT variou entre 20 a 219 e o número de pacientes não-casos variou de 8 a 281. 

Quarenta e sete antígenos (82,1%) foram avaliados em estudos que consideraram pelo menos 

um método parasitológico como teste padrão de referência. Nestes estudos, o maior 

desempenho (100% de sensibilidade e especificidade) foi relatado para quatro proteínas 

recombinantes (citocromo c oxidase; proteína hipotética XP_003886492.1; fator de liberação 

de histamina de IgE; triparedoxina peroxidase) e quatro peptídeos sintéticos (A10, B7, C12 e 

H7) selecionados pela técnica de exibição de fago (COELHO et al., 2016; DUARTE et al., 

2015; LAGE et al., 2019; SALDARRIAGA et al., 2016). Outros 14 antígenos (12 proteínas 

recombinantes e 2 peptídeos sintéticos), apresentaram sensibilidade e especificidade superior a 

90% nos trabalhos avaliados. Estudos que consideraram pelo menos um método imunológico 

como teste padrão de referência, avaliaram 9 antígenos, com sensibilidade variando de 39,8% 

a 77% e especificidade de 53,4% a 97%.  
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Figura 5 Antígenos utilizados nos ensaios imunoenzimático de ELISA para o diagnóstico da 

leishmaniose tegumentar. 

 
Legenda: PR – Proteína Recombinante; PP – Proteína Purificada; PS – Peptídeo Sintético; La – L. amazonensis; 

Lb – L. braziliensis; Li – L. infantum; Lp – L. peruviana; Fonte: elaborado pelo autor. 
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5.1.4 ELISA para diagnóstico de LC 

Em 17 estudos, o desempenho do ensaio de ELISA, usando 44 antígenos, foi avaliado 

para o diagnóstico de LC, sendo 20 proteínas recombinantes, 13 peptídeos sintéticos e 11 

proteínas purificadas (Figura 6). Trinta e cinco (79,5%) antígenos foram avaliados por ensaio 

de ELISA, em estudos que consideraram pelo menos um método parasitológico como teste 

padrão de referência. Nestes estudos, o tamanho amostral variou de 12 a 74 para pacientes com 

LC e para pacientes não-caso de 10 a 177. Nove antígenos (20,5%) foram avaliados em estudos 

que consideraram pelo menos um teste imunológico como padrão de referência. Nestes estudos, 

o tamanho amostral variou de 12 a 57 para pacientes com LC e para pacientes não-caso de 20 

a 92. Sensibilidade e especificidade de 100% foram reportadas em ensaios de ELISA utilizando 

rPeroxidoxina e rHSP83 (CELESTE et al., 2004; MENEZES-SOUZA et al., 2014a). Outros 

estudos também reportaram sensibilidade e especificidade superior a 90% em ensaios de ELISA 

realizados com rHSP83 (CELESTE et al., 2014; MENEZES-SOUZA et al., 2014b).  
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Figura 6 Antígenos utilizados no ensaio imunoenzimático de ELISA para o diagnóstico da 

leishmaniose cutânea. 

Legenda: PR – Proteína Recombinante; PP – Proteína Purificada; PS – Peptídeo Sintético; La – L. amazonensis; Lb – L. 
braziliensis; Li – L. infantum; Lp – L. peruvian.Fonte: elaborado pelo autor. 
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5.1.5 Outros testes imunológicos para diagnóstico de LC 

O desempenho do teste rápido CL Detect™ (InBios International Inc., Seattle, WA, 

EUA), foi avaliado em quatro estudos realizados em diferentes países. A sensibilidade variou 

entre 35,6 a 67,6% e especificidade foi superior a 80%. Dois estudos avaliaram a IHQ 

empregando AcMos para detecção de antígenos em biópsia de pele. O melhor desempenho foi 

relatado para o AcMo IS22B4 / XLVI5B8, com 96% e 100% de sensibilidade e especificidade, 

respectivamente (SHIRIAN et al., 2014) (Figura 7). 

 

Figura 7 Antígenos utilizados em outros testes imunológicos para diagnóstico da leishmaniose 

cutânea. 

 
Legenda: Lt – Leishmania tropica; Lm – Leishmania major; Lg – Leishmania gerbilli; TR – Teste rápido; IHC – 

Imuno-histoquímica. Fonte: elaborado pelo autor. 

 

 

5.1.6 ELISA para diagnóstico de LM 

Em nove estudos, foi avaliado o desempenho do ensaio de ELISA utilizando 23 

antígenos para o diagnóstico de LM, compreendendo 19 proteínas recombinantes, três 

peptídeos sintéticos e uma proteína purificada (Figura 8). Dezesseis antígenos foram avaliados 

por ensaio de ELISA, em estudos que consideraram pelo menos um método parasitológico 

como teste padrão de referência. Nestes estudos, o tamanho amostral variou de 14 a 45 para 

pacientes com LM e para pacientes não-caso de 30 a 79. Sete antígenos foram avaliados em 

estudos que consideraram pelo menos um teste imunológico como padrão de referência. Nestes 

estudos, o tamanho amostral variou de 14 a 53 para pacientes com LM e para pacientes não-

caso de 20 a 92. O melhor desempenho (100% de sensibilidade e especificidade), também foi 

observado para a rHSP83 (CELESTE et al., 2004). Elevada sensibilidade e especificidade 

também foram reportados em ensaios de ELISA empregando outros antígenos, como proteína 

hipotética XP_001467126.1, com 100% e 98% de sensibilidade e especificidade, 

respectivamente (LIMA et al., 2017), seguida pelo HSP83 com 100% e 97,5% (CELESTE et 

al., 2014) e peroxidoxina com 95% e 100%, respectivamente (MENEZES-SOUZA et al., 

2014a).  
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Figura 8 Antígenos utilizados no ensaio imunoenzimático de ELISA para o diagnóstico da 

leishmaniose mucosa. 

 
Legenda: PR – Proteína Recombinante; PP – Proteína Purificada; PS – Peptídeo Sintético; Fonte: elaborado pelo 

autor. 

 

5.1.7 Avaliação do risco de viés  

A avaliação do risco de viés e aplicabilidade dos estudos incluídos está apresentada na 

Figura 9. Dos 38 estudos avaliados, 21 apresentaram alto risco de viés na seleção dos pacientes. 

O risco não estava claro para o teste avaliado em 34 estudos e para 30 estudos, com relação ao 

fluxo e tempo. Dezenove estudos mostraram grande preocupação em relação à aplicabilidade 

dos critérios de seleção de pacientes.  

 

Figura 9 Risco de viés avaliado pela ferramenta QUADAS-2, de acordo com as diferentes 

características do estudo. 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 
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5.2 Seleção dos antígenos recombinantes 

Os resultados de identidade e e-value obtidos por meio do alinhamento local das 

sequências selecionadas, estão demonstrados na tabela 5. Os antígenos selecionados 

apresentam elevada identidade entre as principais espécies de Leishmania, responsáveis pela 

LT no Brasil e baixa identidade com sequências de Homo sapiens e Mus musculus.  

  

Tabela 5 Alinhamento local das sequências polipeptídicas de antígenos de Leishmania 

braziliensis, selecionadas com proteínas de L. guyanensis, L. amazonensis, Homo sapiens e 

Mus musculus. 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

5.2 Produção dos antígenos recombinantes 

A transformação das bactérias de expressão com cada uma das construções foi 

confirmada após a extração dos plasmídeos e restrição enzimática com as enzimas BamHI e 

HindIII e está apresentada na Figura 10. No gel de poliacrilamida 6%, é possível verificar a 

presença dos fragmentos de DNA que correspondem à região codificadora de cada antígeno, 

com tamanho próximo ao esperado, sendo para mTXNPx 678 pb, LACK 630 pb; sAcP 309 pb; 

KMP-11 276 pb; LbPH 1074 pb e MAPK4 1089 pb. Em todas as construções analisadas 

verificamos a presença de um fragmento de aproximadamente 5344 pb, referente ao plasmídeo 

pET28a.   

Antígenos ID 

Leishmania 

guyanensis 

Leishmania 

amazonensis 
Homo sapiens Mus musculus 

e- 

value 

Ident 

(%) 

e- 

value 

Ident. 

(%) 

e- 

value 

Ident. 

(%) 

e- 

value 

Ident. 

(%) 

mTXNPx A4HCL7_LEIBR 4e-168 98,2 5e-151 87,1 1e-83 56,0 2e-83 57,7 

LACK A4HGX7_LEIBR 0,0 100,0 0,0 96,79 9e-103 46,9 1e-102 46,9 

sAcP A4HQG9_LEIBR 0,0 98,8 - - 4e-09 38,61 3e-08 36,6 

KMP-11 Q7KQ25_LEIBR 2e-60 100,0 1e-57 94,6 - - - - 

LbPH A4HIR9_LEIBR 0,0 99,2 - - 3e-31 33,7 4e-29 32,59 

MAPK4 A4HA94_LEIBR 0,0 99,7 - - 7e-94 43,9 3e-93 44,4 
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Figura 10 Gel de poliacrilamida 6%, corado com nitrato de prata 0,2%, apresentando os perfis 

de restrição das construções clivadas com as enzimas BamHI e HindIII 

 

Legenda: (PM) padrão de pares de base; (1) pET28a-mTXNPx; (2) pET28a-LACK; (3) pET28a-sAcP; (4) 

pET28a-KMP-11; (5) pET28a-LbPH e (6) pET28a-MAPK4. Fonte: elaborado pelo autor. 

 

Após o estabelecimento das condições ideais de expressão para produção de cada 

antígeno recombinante, foi realizado o teste de solubilidade. O perfil eletroforético do lisado 

bacteriano, antes e após a indução com IPTG e as frações solúveis e insolúveis, obtidas após o 

processo de lise e desnaturação estão apresentadas na Figura 11. A mTXNPx está presente nas 

frações solúvel e insolúvel. Apesar da presença do antígeno na forma solúvel, optou-se pela 

purificação da fração insolúvel, a fim de obter um maior rendimento. Os antígenos LACK, 

LbPH e MAPK4 (Figura 11b, e, f) foram também purificados a partir da fração insolúvel. Já a 

sAcP e KMP-11 foram purificados a partir da fração solúvel.  
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Figura 11 Gel de poliacrilamida 15% corado com azul de Coomassie, demonstrando a 

solubilidade dos antígenos recombinantes  

 
Legenda: (a) mTXNPx; (b) LACK; (c) sAcP; (d) KMP-11; (e) LbPH; (f) MAPK4. Em cada uma das figuras, 

constam sobrescritos: PM: padrão de peso molecular (GE Healthcare); Linha 1: lisado bacteriano antes da indução 

com IPTG; Linha 2: lisado bacteriano após indução com IPTG; Linha 3: fração solúvel e Linha 4: fração insolúvel. 
Setas em vermelho indicam o antígeno expresso no lisado bacteriano, após indução com IPTG e na fração que foi 

purificada. Fonte: elaborado pelo autor. 

 

Determinada a solubilidade (solúvel ou insolúvel), os antígenos foram purificados 

conforme demonstrado na Figura 12, representada por um gel de poliacrilamida SDS-PAGE, 

no qual é possível verificar que, após a purificação, os antígenos rmTXNPx (24,9kDa), rLACK 

(23,1kDa); rSAcP (11,3kDa); rKMP-11 (10,1kDa); rLbPH (39,4kDa) e MAPK4 (39,9kDa), 

apresentaram pesos moleculares próximos aos esperados.  
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Figura 12 Gel de poliacrilamida 15% corado com azul de Coomassie, demonstrando a pureza 

dos antígenos recombinantes 

 

Legenda: (a) rmTXNPx; (b) rLACK; (c) rSAcP; (d) rKMP-11; (e) rLbPH; (f) rMAPK4. Em cada uma das figuras, 

constam sobrescritos: PM: padrão de peso molecular (GE Healthcare); Linha 1: lisado bacteriano antes da indução 

com IPTG; Linha 2: lisado bacteriano após indução com IPTG e Linha 3: antígeno recombinante após purificação. 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

O reconhecimento dos antígenos com tamanho próximo ao esperado, através do Western 

blotting com anticorpo contra a cauda de histidina, confirma a obtenção de cada um dos 

antígenos recombinantes produzidos (Figura 13).  

 

Figura 13 Técnica de Western blotting demonstrando o reconhecimento dos antígenos 

recombinantes pelo AcMo anti-histidina 

 
Legenda: (PM) padrão de peso molecular (GE Healthcare); (1) rmTXNPx; (2) rLACK; (3) rSAcP; (4) rKMP-11; 

(5) rLbPH; (6) rMAPK4. Fonte: elaborado pelo autor. 
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5.3 Produção dos anticorpos monoclonais 

A cinética da produção de anticorpos IgG total pelos camundongos imunizados com 

cada um dos antígenos recombinantes produzidos foi avaliada por meio do ensaio de ELISA e 

está representada na Figura 14. 
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Figura 14 Cinética da produção de anticorpos IgG anti-antígenos recombinantes pelos camundongos imunizados 

 

 
 

 Legenda: As coletas de sangue foram realizadas imediatamente antes da 1ª imunização (D0), da 2ª imunização (D15); da 3ª imunização (D30); da 4ª imunização (D45) e da 5ª 

imunização (D60). Fonte: elaborado pelo autor. 
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Anticorpos específicos contra todos os antígenos avaliados foram detectados em níveis 

crescentes a partir da segunda semana de imunização. Os maiores índices de imunorreatividades 

foram obtidas pelos camundongos imunizados com os antígenos rSAcP e rKMP-11 (sAcP 

DO450/620 = 1,84; KMP-11 DO450/620 = 1,98).  

Após a esplenectomia dos camundongos imunizados, foi realizada a hibridização 

somática, através da fusão dos esplenócitos com as células mielomatosas. A produção de 

anticorpos pelos hibridomas foi então avaliada por ELISA. No entanto, após a fusão dos 

esplenócitos dos camundongos imunizados com os antígenos rSAcP e rKMP-11, não foram 

identificados hibridomas produtores de anticorpos específicos contra estes antígenos. Desta 

forma, não foi possível concluir a produção dos AcMo anti-sAcP e anti-KMP-11. Já a partir 

dos esplenócitos dos camundongos imunizados com rmTXNPx, rLack, rLbPH e rMAPK, foi 

possível obter e purificar os AcMos específicos. A confirmação de que estes AcMos 

reconhecem seus respectivos antígenos recombinantes, foi realizada por Western blotting e está 

demonstrada na Figura 15.  

 

 

Figura 15 Técnica de Western blotting demonstrando o reconhecimento dos antígenos 

recombinantes pelos anticorpos monoclonais anti-antígenos específicos. 

 
Legenda: (a) reconhecimento de rmTXNPx pelo AcMo anti-mTXNPx; (b) reconhecimento do rLACK pelo AcMo 

anti-LACK; (c) reconhecimento do rLbPH pelo AcMo anti-LbPH e (d) reconhecimento rMAPK4 pelo AcMo anti-

MAPK4. PM: padrão de peso molecular (GE Healthcare). Fonte: elaborado pelo autor. 

 
A capacidade dos AcMos produzidos reconhecerem antígenos presentes no AgSL, 

proveniente das principais espécies associadas a LT no Brasil, foi também avaliada por Western 

blotting. Foi possível identificar que os AcMos anti-mTXNPx e anti-LACK conseguiram 

reconhecer os antígenos com tamanho próximo a proteína nativa presente no AgSLa, AgSLb e 

AgSLg (Figura 16), sendo para mTXNPx e LACK, 24,9kDa e 35,3kDa, respectivamente. Já os 
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AcMos anti-LbPH e anti-MAPK4, não reconheceram os respectivos antígenos presentes nos 

AgSLs (dados não apresentados).  

 

Figura 16 Técnica de Western blotting demonstrando o reconhecimento de antígenos 

específicos presentes no antígeno solúvel de L. amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis, 

pelos anticorpos monoclonais anti-mTXNPx e anti-LACK. 

 
Legenda: Reconhecimento do AcMO anti-mTXNPx(a) e anti-LACK (b), no antígeno solúvel de Leishmania 

amazonensis (1); Leishmania braziliensis (2) e Leishmania guyanensis (3). PM: padrão de peso molecular (GE 

Healthcare). Fonte: elaborado pelo autor. 

 

 

5.4 Avaliação da imunorreatividade dos anticorpos monoclonais, através da técnica de 

imuno-histoquímica  

A partir dos fragmentos de lesões cutâneas de hamsters experimentalmente infectados, 

foi possível confirmar que, através da IHQ os AcMo anti-mTXNPx (Figura 17) e anti-LACK 

(Figura 18) produzidos, conseguem identificar e marcar formas amastigotas de L. amazonensis, 

L. braziliensis e L. guyanensis, utilizando dois sistemas de detecção (IHQ-POD e IHQ-FA). No 

entanto, empregando os AcMos anti-LbPH e anti-MAPK4, não foi verificada a marcação das 

formas amastigotas nos fragmentos de lesões cutâneas dos hamsters experimentalmente 

infectados com nenhuma das três espécies de Leishmania (dados não apresentados).  
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Figura 17 Cortes histológicos de lesões cutâneas de hamsters, experimentalmente infectados com L. amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis, 

apresentando a marcação de formas amastigotas, através da técnica de IHQ, usando AcMo anti-mTXNPx e dois sistemas de detecção.  

 

Legenda: IHQ-POD: Novolink Polymer Detection System (a-c) e IHQ-FA: Bond Polimer Detection System (d-f). Imagem no aumento de 280x e detalhe no aumento de 700x. 

Seta: formas amastigotas de Leishmania. Fonte: elaborado pelo autor.  
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Figura 18 Cortes histológicos de lesões cutâneas de hamsters, experimentalmente infectados com L. amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis, 

apresentando a marcação de formas amastigotas, através da técnica de IHQ, usando AcMo anti-LACK e dois sistemas de detecção. 

 

Legenda: IHQ-POD: Novolink Polymer Detection System (a-c) e IHQ-FA: Bond Polimer Detection System (d-f). Imagem no aumento de 280x e detalhe no aumento de 700x. 

Seta: formas amastigotas de Leishmania. Fonte: elaborado pelo autor.  
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5.5 Estudo de validação da técnica de imuno-histoquímica utilizando anticorpo 

monoclonal anti-mTXNPx  

5.5.1 Análise descritiva dos pacientes incluídos no estudo 

Os pacientes que preencheram o critério de definição de caso, apresentaram média de 

idade de 44,8 anos, variando entre 3 a 84 anos, sendo 75,5% (37/49) do sexo masculino. Em 

média, estes participantes apresentavam duas lesões cutâneas, variando entre 1 e 15 lesões. Com 

relação à localização, 61,9% das lesões encontravam-se nas extremidades inferiores, seguido 

pelas extremidades superiores (23,8%) e face (9,5%). O tempo médio de evolução das lesões 

foi de 4 meses (variando entre 1 e 18 meses). 

 

5.5.2 Desempenho dos testes diagnósticos avaliados 

A sensibilidade, especificidade e acurácia dos testes diagnósticos estão demonstradas 

na Tabela 6. A IHQ-FA foi o único teste que apresentou sensibilidade acima de 80%, 

significativamente maior do que o observado para HE (p = 0,02) e cultura (p = 0,001). Já em 

relação à especificidade, não foram observadas diferenças significativas entre HE, IHQ-POD e 

IHQ-FA. No geral, IHQ-POD e IHQ-FA exibiram maiores taxas de acurácia, de modo que 

apenas a IHQ-FA apresentou diferença significativa quando comparada ao HE (p = 0,02). Não 

houve diferença significativa entre IHQ-POD e IHQ-FA entre todos os parâmetros avaliados.  

 

Tabela 6 Desempenho do exame direto, cultura, exame histopatológico (HE) e imuno-

histoquímica (IHQ) usando dois sistemas de detecção. 

Testes 

Sensibilidade (%) 

  [IC 95%] 

(n =49) 

Especificidade (%)  

  [IC 95%] 

 (n =37) 

Acurácia (%)  

  [IC 95%] 

HE 
65,3 [51,3 – 77,1] 

(32/49) 
94,6 [82,3 – 98,5] 

(35/37) 
77,9 [68,1 – 85,4]  

(67/86) 

IHQ-POD 
79,6 [66,4 – 88,5] 

(39/49) 

94,6 [82,3 – 98,5] 

(35/37) 

86,1 [77,2 – 91,8]  

(74/86) 

IHQ-FA 
85,7 [73,3 – 92,9] 

(42/49) 

97,3 [86,2 – 99,6] 

(36/37) 

90,7 [82,7 – 95,2]  

(78/86) 

Exame direto* 
77,6 [64,1 – 87,0] 

(38/49) 
- - 

Cultura* 
49,0 [35,6 – 62,5] 

(24/49) 
- - 

* O exame direto e a cultura não foram realizados para o grupo não caso, portanto, a especificidade e a acurácia 

não foram calculadas. 

 

A grande vantagem da técnica de IHQ é a facilidade na visualização de formas 

amastigotas nos cortes histológicos, quando comparados ao HE, principalmente em pacientes 

com baixa carga parasitária (Figura 19).  
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Figura 19 Cortes histológicos de lesões cutâneas de paciente com baixa e alta cargas parasitárias, corados por Hematoxilina-Eosina, e submetidos 

às IHQ-POD e IHQ-FA. 

 

Legenda: IHQ-POD: Novolink Polymer Detection System (b, e) e IHQ-FA: Bond Polimer Detection System (c, f). Imagem no aumento de 280x e detalhe no aumento de 700x. 

Seta: formas amastigotas de Leishmania. Fonte: elaborado pelo autor.  
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As taxas de positividade obtidas através da combinação dos diferentes testes 

diagnósticos avaliados estão apresentadas na Tabela 7. De forma geral, associar a técnica de 

IHQ aos outros testes diagnósticos, independente do protocolo utilizado (IHQ-POD ou IHQ-

FA), aumenta significativamente a taxa de positividade no diagnóstico de pacientes com LC. A 

taxa de positividade para LC aumentou significativamente quando os resultados do exame 

direto foram associados aos da IHQ-FA (95,9%; p = 0,008). Já a taxa de positividade do HE e 

da cultura aumentou quando os resultados foram combinados com os da IHQ-POD e IHQ-FA, 

resultando em mais de 85% de positividade.  

 

Tabela 7 Taxas de positividade obtidas com a combinação de resultados das técnicas de 

diagnóstico 

Combinação dos testes diagnósticos 
Taxa de positividade 

(%) (n=49) 

p 

2
 t

es
te

s 

Exame direto 
77,6%  

Cultura 83,7 (41) 0,4470 

HE 87,8 (43) 0,1842 

IHQ-P 91,8 (45) 0,0521 

IHQ-FA 95,9 (47)  0,0079* 

Cultura 
49%  

HE 85,7 (42)  0,0001* 

IHQ-P 91,8 (45)  <0,0001* 

IHQ-FA 87,8 (43) <0,0001* 

HE 

65,3%  

IHQ-P 85,7 (42) 0,0195* 

IHQ-FA 93,9 (46)  0,0005* 

3
 t

es
te

s 

Exame Direto + Cultura 
83,7% 

 

HE 93,9 (46) 0,1112 

IHQ-P 98,0 (48) 0,0146* 

IHQ-FA 98,0 (48) 0,0146* 

Exame Direto + HE 
87,8% 

IHQ-P 91,8 (45) 0,5151 

IHQ-FA 95,9 (47) 0,1449 

Cultura + HE 
85,7% 

IHQ-P 95,9 (47) 0,0822 

IHQ-FA 95,9 (47) 0,0822 

4
 

te
st

es
 Exame Direto + Cultura 

+ HE 
93,9% 

IHQ-P 98,0 (48) 0,3057 

IHQ-FA 98,0 (48) 0,3057 

* p<0.05 

A influência dos fatores de risco relevantes nas taxas de positividade das técnicas 

diagnósticas foi avaliada e está apresentada na Figura 20. O tempo de início da lesão cutânea 

(menor ou maior que 2 meses) e a carga parasitária (menor ou maior que 10 parasitas/µg de 

DNA de tecido) foram correlacionados com a positividade das técnicas diagnósticas. Embora 

todos os testes tenham sido influenciados pelo tempo de evolução da lesão, esse parâmetro não 
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foi determinante para a positividade. No entanto, a maior carga parasitária (≥10 parasitos/µg de 

DNA de tecido) foi significativamente associada à maior taxa de positividade para o exame 

direto e cultura. Em relação ao exame direto, a chance de positividade em pacientes com >10 

parasitos/µg de DNA de tecido foi 11,18 vezes maior do que em pacientes com menor carga 

parasitária. No entanto, essa relação não foi observada para HE e IHQ, sugerindo que a 

assertividade desses testes não foi influenciada pela carga parasitária (Figura 20a). Desta forma, 

não foi observada diferença significativa entre o tempo de evolução da lesão e o resultado dos 

testes avaliados (Figura 20b). Já em relação à carga parasitária, foi observada diferença 

significativa entre a carga parasitária dos pacientes que tiveram resultados positivos e negativos, 

diagnosticados através do exame direto e cultura (Figura 20c).  

 

Figura 20 Relação entre a positividade das técnicas diagnósticas com o tempo de evolução da 

lesão cutânea e carga parasitária.  

 
Legenda: (a) análise de regressão logística binária; (b) tempo de evolução da lesão cutânea e (c) carga parasitária 

de acordo com o resultado do teste diagnóstico. ** P ≤ 0,001. Fonte: elaborado pelo autor.  
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6. DISCUSSÃO 

 

Classificada como uma das 17 doenças tropicais negligenciadas pela OMS, a LT 

continua sendo um problema de saúde pública relevante, especialmente em países endêmicos, 

com sistemas de saúde frágeis (WHO, 2021). Um dos muitos desafios para o enfrentamento e 

redução no impacto dessa doença é o diagnóstico precoce e correto, muitas vezes prejudicado 

pela ampla gama de manifestações clínicas, ausência de teste padrão-ouro e limitada 

disponibilidade de recursos. De acordo com plano de ação da Organização Pan Americana da 

Saúde (OPAS), uma das metas visando à eliminação da doença como problema de saúde 

pública é atingir 80% dos casos diagnosticados por exames laboratoriais (PAHO, 2017). Na 

última década, o Brasil atingiu o limiar proposto, no entanto, esta é uma realidade em apenas 

oito estados que compõem a federação (BRASIL, 2021). 

De acordo com o Programa Especial para Pesquisa e Treinamento em Doenças 

Tropicais (TDR) da OMS, o teste diagnóstico ideal deveria ser acessível, sensível, específico, 

fácil de usar, rápido, realizado sem equipamento e entregue aos usuários finais (MABEY et al., 

2004). Além destas características desejáveis, critérios adicionais referentes à conectividade em 

tempo real e facilidade de coleta de amostras, foram sugeridos, para serem incorporados às 

estratégias de controle, compondo o acrônimo em inglês REASSURED (LAND et al., 2019). 

Para o diagnóstico de doenças como HIV, tuberculose, sífilis e malária, foram desenvolvidos 

testes imunocromatográficos que satisfazem, total ou parcialmente, os critérios estabelecidos 

(LAWN et al., 2012; PAI et al., 2007; POYER et al., 2015; TUCKER et al., 2010). Já para o 

diagnóstico da LT, em que os recursos financeiros são escassos, não existem testes que 

englobam estes critérios, entretanto, a identificação de alvos antigênicos sensíveis e específicos 

parece ser um passo promissor para o desenvolvimento destas ferramentas (NOYA et al., 2003). 

A LT não é uma doença caracterizada por produção elevada de anticorpos específicos 

anti-Leishmania. Níveis de anticorpos mais elevados são relatados para pacientes com LM e 

LCD em comparação com pacientes com LC, que se caracteriza por uma resposta imune Th1 

moderada (CARVALHO et al., 2012; SANTOS; BRODSKYN, 2014). Desta forma, os baixos 

níveis de anticorpos circulantes, que ocasionam reações falso-negativas e/ou falso-positivas, 

fizeram com que, os testes imunológicos não tivessem destaque relevante para o diagnóstico da 

LT (SATO et al., 2017). No entanto, na revisão sistemática realizada, encontramos diferentes 

antígenos que apresentaram elevado potencial para aplicação no diagnóstico da LT e até mesmo 

para LC. Estes resultados sugerem que as técnicas imunológicas podem ser uma importante 
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aliada para o diagnóstico da LT, utilizando alvos sensíveis e procedimentos bem padronizados, 

seja para detecção de antígenos ou anticorpos.  

Os estudos analisados na revisão sistemática foram realizados no período entre 1996 a 

2019, porém, quase 50% deles foram conduzidos nos últimos cinco anos, principalmente no 

Brasil ou em outros países da América Latina. O aumento do número de estudos neste período 

pode estar relacionamento ao fortalecimento de áreas como genômica e proteômica, e 

consequentes avanços das abordagens imunoproteômicas (FULTON et al., 2013). Este período 

coincide também com a interrupção da produção do antígeno de Montenegro no Brasil a partir 

de 2015, que tornou ainda mais escasso o cenário dos testes para o diagnóstico da LC no país 

(BRAZ, 2019). Direta ou indiretamente, estes fatos podem ter impulsionado pesquisas voltadas 

para a busca de novos testes de diagnóstico para LT. 

Em estudos de acurácia diagnóstica, a escolha do teste de referência e a seleção de 

pacientes elegíveis, são pontos críticos que influenciam diretamente nos resultados obtidos 

(IRWIG et al., 2002; KOREVAAR et al., 2019). Embora não exista padrão ouro para o 

diagnóstico da LT, os testes parasitológicos são frequentemente utilizados devido à sua alta 

especificidade. No entanto, sua limitada sensibilidade pode superestimar a sensibilidade dos 

testes avaliados (DE MELLO et al., 2011; FABER et al., 2003; RAMIREZ et al., 2000; 

SCHUBACH et al., 2001). A PCR foi considerada um dos padrões de referência em 47,4% 

(18/38) dos estudos incluídos, sendo provavelmente o padrão de referência mais adequado. 

Entretanto, em relação ao diagnóstico molecular, cabe destacar que uma padronização do 

método ainda é necessária, haja vista os diferentes protocolos de extração de DNA e alvos 

moleculares que têm sido usados ao longo do tempo (OLIVEIRA et al., 2011). 

A inclusão de participantes que não apresentam a condição alvo também compreende 

um importante grupo em estudos de acurácia diagnóstica. Entre os estudos incluídos, observou-

se com frequência a inclusão de pacientes saudáveis ou com condições que não se assemelham 

ao quadro clínico da LT.  A inclusão de pacientes com doença de Chagas, por exemplo, se 

justifica pela proximidade filogenética dos agentes etiológicos e sobreposição desta doença em 

áreas endêmicas para LT (GUIMARAES et al., 1981). Indivíduos saudáveis de área endêmica 

também foram incluídos com frequência nos estudos, provavelmente devido à possibilidade do 

contato prévio com parasito sem o desenvolvimento da doença. No entanto, em estudos de 

avaliação de desempenho de teste com finalidade diagnóstica, deve ser estimulada a inclusão 

de pacientes com doenças que representam fatores de confusão na prática clínica, que no 

universo da LT incluem: esporotricose, paracoccidioidomicose, hanseníase, vasculite, sífilis, 

ulceras de estase e outras doenças dérmicas ou mucosas (TIRELLI et al., 2017). A inclusão 
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deste tipo de participante foi verificada, em apenas 47,4% (18/38) dos estudos. Neste sentido, 

observa-se que a grande maioria dos estudos encontrados são estudos prova de conceito, ou 

seja, estudos de fase 1, em que os pacientes incluídos para avaliação de sensibilidade e 

especificidade não apresentavam a mesma condição clínica. Embora o risco de resultados 

tendenciosos, estudos de prova de conceito são essenciais para o desenvolvimento de testes 

diagnósticos, visto que os resultados iniciais promissores, devem incentivando estudos 

posteriores mais abrangentes (LEEFLANG; ALLERBERGER, 2019).  

Na revisão sistemática foram encontrados 79 antígenos, sendo 40 proteínas 

recombinantes, 24 peptídeos sintéticos e 15 proteínas purificadas. Em contraste com os AgSL, 

a principal vantagem do uso de proteínas recombinantes e peptídeos sintéticos se refere a 

composição antigênica mais pura, permitindo o desenvolvimento de técnicas mais padronizadas 

e com menos reações cruzadas. Além disso, a produção desses antígenos não requer a 

manutenção do parasito, proporciona maior reprodutibilidade entre lotes e permite a utilização 

de diferentes antígenos juntos para aumentar a sensibilidade do teste diagnóstico (HOLEC-

GASIOR, 2013).  

Em comum, observa-se que todos os antígenos recombinantes avaliados para o 

diagnóstico da LT, foram produzidos em sistemas de expressão procarióticos, utilizando 

Escherichia coli. A ausência de modificações pós-traducionais dos antígenos expressos por 

bactérias poderia ser uma limitação para o emprego dessa biotecnologia no imunodiagnóstico 

(BRONDYK, 2009; WINGFIELD, 2015), no entanto, este não foi um fator altamente limitante, 

visto que diferentes antígenos recombinantes, apresentaram resultados promissores, como 

rMTXNPx, rHSP83r, rCatepsina L-like, rCitocromo c oxidase, rFator de liberação de histamina 

de IgE, rFator de iniciação eucariótica 5a, bem como algumas proteínas hipotéticas (CELESTE 

et al., 2004, 2014; COELHO et al., 2016; LAGE et al., 2019; MENEZES-SOUZA et al., 2014a, 

2015b; SOUZA et al., 2013). Outras limitações do uso de antígenos recombinantes foram 

reportadas, como a instabilidade e degradação, sendo considerada impeditivo para uso de 

rHSP83 na prática (CELESTE et al., 2014; SATO et al., 2017). 

Uma das vantagens do uso de pequenos fragmentos como alvos antigênicos, como por 

exemplo, os peptídeos sintéticos, está relacionada, sobretudo a capacidade de minimizar 

reações não específicas. LINK et al. (2017) identificaram três peptídeos por técnica de exibição 

de fago, provavelmente derivado da glicoproteína GP63, apresentando sensibilidade de 79% 

em ELISA. COSTA et al. (2016) selecionaram três clones (A10, C12 e H7) com alto poder na 

discriminação entre pacientes com LT, doença de Chagas, leishmaniose visceral e indivíduos 

saudáveis, sendo reportado 100% de sensibilidade e especificidade. No entanto, os peptídeos 
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lineares curtos apresentam algumas desvantagens, como incapacidade de identificar anticorpos 

séricos que reconhecem epítopos conformacionais, além de adsorção limitada em microplacas 

de ELISA e problemas de reprodutibilidade (PARMLEY & SMITH, 1988; SMITH, 1985). 

As proteínas purificadas podem representar vantagens significativas, principalmente no 

que diz respeito à imunorreatividade. O ferro-superóxido dismutase, por exemplo, foi uma 

proteína purificada que apresentou resultados interessantes, com mais de 80% de sensibilidade 

para o diagnóstico de LC ou LM, quando aplicado no ELISA. Porém, quando se utiliza 

proteínas purificadas, a sensibilidade e a especificidade podem variar de acordo com o tipo, 

fonte e pureza do antígeno utilizado (LONGONI; MARIN; SANCHEZ-MORENO, 2014; 

MARIN et al., 2009).  

Os únicos estudos de fase III incluídos na revisão avaliaram o teste rápido CL Detect™, 

sendo neste caso, estudos de validação pós-comercialização. Apesar da limitada sensibilidade 

reportada (entre 35 – 70%), estudos realizados no Marrocos e Afeganistão ressaltam a 

possibilidade de sua utilização devido a simples execução e alta especificidade, reduzindo assim 

o número de pacientes com LC encaminhados para confirmação diagnóstica (BENNIS et al., 

2018; VINK et al., 2018). Este fato demonstra a limitação e necessidade de testes diagnósticos, 

com estas características. O anticorpo monoclonal espécie-específico (IS2-2B4 - A11 / XLVI-

5B8-B3) empregado em IHQ, também demonstrou elevada sensibilidade e especificidade (96% 

e 100%, respectivamente) (SHIRIAN et al., 2014). Desta forma, estudos mais robustos 

utilizando anticorpos monoclonais ou policlonais, para o diagnóstico de LT em diferentes 

plataformas, devem ser estimulados.  

Um dos fatores que devem ser destacados na revisão da literatura é o emprego de uma 

estratégia de busca abrangente com quatro bases de dados. Em contrapartida, uma das 

limitações pode ser o número reduzido de estudos avaliando a mesma proteína alvo, sendo fator 

impeditivo para a realização de uma meta-análise dos dados. Além disso, é importante 

considerar que o risco de viés para muitos dos estudos incluídos não era claro e/ou era alto para 

parâmetros como: “Seleção do paciente”, “Fluxo e tempo” e “Teste índice”. Em geral, 

identificamos número relevante de alvos antigênicos que podem ser aplicados em diferentes 

plataformas para auxiliar no diagnóstico clínico. No entanto, o alto número de estudos de prova 

de conceito, destaca a necessidade de desenvolver estudos mais amplos e principalmente 

prospectivos, incluindo pacientes com suspeita clínica de LT e utilizando testes de referência 

mais sensíveis, para, desta forma, avaliar sua aplicação na prática clínica. 

Diante deste universo de antígenos já descritos e identificados na literatura e, 

considerando também características biológicas de algumas proteínas bem como a 
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disponibilidade do minigene, foram selecionados seis antígenos, que por apresentarem 

características distintas foram considerados potenciais alvos na técnica de IHQ. A elevada 

identidade entre as espécies de Leishmania e limitada identidade com as sequências de Homo 

sapiens e Mus musculus, também sugeriram que os antígenos selecionados poderiam ser 

considerados bons alvos para serem detectados em amastigotas de Leishmania sp. usando a 

técnica de IHQ. A fim de que o AcMo produzido pudesse ser utilizado para o diagnóstico da 

LC causada pelas diferentes espécies, era desejada elevada identidade entre as espécies de 

Leishmania. Já a elevada identidade com Homo sapiens poderia favorecer a ocorrência de 

reação cruzada na técnica de IHQ e com Mus musculus, poderia comprometer o reconhecimento 

pelo sistema imune do camundongo e prejudicar a produção dos anticorpos específicos após a 

imunização destes animais. Embora estas premissas tenham sido respeitadas, não foi possível 

a produção dos AcMos anti-sAcP e anti-KMP-11. Cabe destacar que, rSAcP e rKMP-11 

produzidas, apresentaram algumas características em comum, como o baixo peso molecular 

(sAcP: 11,33kDa e KMP-11: 10,12kDa), terem sido purificadas a partir da fração solúvel do 

extrato bacteriano e apresentarem níveis maiores de anticorpos antígeno-específico no dia da 

última imunização, mensurados por meio do ensaio de ELISA. A princípio, tais características 

poderiam ser vistas como vantagens para produção dos anticorpos específicos, entretanto, não 

foram identificados hibridomas produtores de anticorpos específicos contra rSAcP e rKMP-11.  

Após confirmar a imunorreatividade dos AcMos produzidos frente a seus antígenos 

recombinantes, avaliamos a capacidade dos AcMos reconhecerem seus antígenos nativos no 

AgSLa, AgSLb e AgSLg através da técnica de Western blotting. Os AcMos anti-mTXNPx e 

anti-LACK foram capazes de identificar antígenos específicos no AgSLs das três espécies, 

confirmando a imunorreatividade dos anticorpos produzidos e a presença destes antígenos em 

formas promastigotas, assim como reportado previamente (BENTEL et al., 2003; COELHO et 

al., 2012). Embora WANG et al. (2005), utilizando soro hiperimune de coelho imunizado com 

a região carboxiterminal de MAPK4, identificaram este antígeno em AgS de Leishmania 

mexicana, o AcMo anti-MAPK4, produzido neste estudo, não foi capaz de reconhecer o 

antígeno específico nos AgSL de L. amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis. A proteínca 

hipotética, LbPH também havia sido descrita em ambos os estágios do parasito, sendo 

reconhecida por anticorpos presentes no soro de pacientes com LC e LM (DUARTE et al., 

2015), mas o AcMo anti-LbPH não reconheceu o antígeno específico nos AgSL destas espécies. 

O reconhecimento ou não do antígeno específico no AgSL pelos AcMos produzidos, 

não seria fator impeditivo para sua utilização na IHQ, visto que o AgSL é produzido a partir de 

formas promastigotas do parasito, já para uso na IHQ é necessário que os antígenos estejam 
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expressos nas formas amastigotas. Desta forma, a técnica de IHQ foi também avaliada em lesão 

de animal experimentalmente infectado com as principais espécies de Leishmania associadas à 

LC no Brasil. No entanto, também não foi comprovada a imunorreatividade dos AcMos anti-

LbPH e anti-MAPK4 na IHQ. O não reconhecimento pode estar relacionado ao baixo nível de 

expressão destes antígenos nos parasitos das espécies aqui avaliadas, ou ainda a possibilidade 

destes anticorpos monoclonais identificarem epítopos lineares, para os quais foram produzidos 

pela imunização com antígenos recombinantes na forma desnaturada (RAMOS-VARA, 2005). 

É possível também que esses epítopos não estejam acessíveis nas proteínas na forma nativa, 

encontradas nos amastigotas de Leishmania spp. (MIGHELL; HUME; ROBINSON, 2008). A 

seleção de outros hibridomas produtores de anticorpos, poderia ser avaliada futuramente a fim 

de obter AcMos que reconheçam outros epítopos.  

Diferentes estudos têm demonstrado a importância da técnica de IHQ como ferramenta 

auxiliar para o diagnóstico da LC (SALOTRA et al., 2003; SHIRIAN et al., 2014). No entanto, 

apesar dos avanços reportados, grande parte dos estudos utilizam soro anti-Leishmania sp. 

obtido a partir de animais imunizados com AgSLs e sistemas de detecção usando ABC ou 

LSAB, fatores que podem acarretar menor acurácia da técnica (AMATO et al., 2009; 

MARQUES et al., 2017; MIGHELL; HUME; ROBINSON, 2008; QUINTELLA et al., 2009; 

SALINAS et al., 1989; SCHUBACH et al., 2001). O uso AcMo e sistemas de detecção 

compostos por polímeros, pode apresentar-se como uma  alternativa para contornar esta 

limitação, visto que é de simples realização, apresenta maior sensibilidade e menor coloração 

de fundo quando comparada aos sistemas tradicionais compostos por biotina (RAMOS-VARA, 

2005).  

A escolha dos dois sistemas de detecção de polímeros distintos está relacionada ao fato 

da enzima peroxidase, utilizada na IHQ-POD, ser a mais comumente empregada e a enzima 

fosfatase alcalina, utilizada na IHQ-FA, ser mais recomendada para o diagnóstico de doenças 

infecciosas (LIANG et al., 2007; RAMOS-VARA et al., 2008). Embora IHQ-POD e IHQ-FA 

tenham apresentado resultados satisfatórios para o diagnóstico da LC, sem diferença estatística, 

verificamos melhor contraste para a visualização das formas amastigotas usando a IHQ-FA. 

Por vezes, verificamos também pigmentos marrons (hemossiderina) dentro dos macrófagos, 

que nas reações com IHQ-POD, atuam como fator de confusão com a marcação marrom obtida 

com DAB, como já relatado anteriormente (RAMOS-VARA, 2005).  

Neste estudo, a IHQ-POD e IHQ-FA apresentaram sensibilidade de 79,6% e 85,7%, 

respectivamente, considerando a qPCR como teste padrão de referência. Estudos avaliando a 

IHQ para o diagnóstico da LC, considerando métodos parasitológicos como padrão de 
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referência e utilizando soros policlonais e sistemas de detecção baseado em biotina, reportaram 

sensibilidade entre 58,5% a 83,3% (AMATO et al., 2009; MARQUES et al., 2017; 

QUINTELLA et al., 2009; SCHUBACH et al., 2001). O sistema de detecção e o uso de AcMos 

podem aumentar a sensibilidade da técnica de IHQ, tendo em vista a amplificação de sinal e as 

marcações específicas, devido a identificação das formas amastigotas que nem sempre 

apresentam morfologia característica (MIGHELL, HUME & ROBINSON, 2008; RAMOS-

VARA, 2005). Vale ressaltar também, a limitação do uso de métodos parasitológicos como 

padrão de referência devido à baixa sensibilidade, que pode estar associada à quantidade de 

material biológico avaliado e a necessidade de visualização das formas amastigotas. Por outro 

lado, elevada sensibilidade da qPCR, possibilita a inclusão de pacientes que poderiam não ser 

diagnosticados por métodos parasitoógicos.  

O limitado uso de AcMos para o diagnóstico da LC através da técnica de IHQ, pode 

estar relacionado a relativa dificuldade de obtenção, além do custo superior, ao comparar com 

os soros hiperimunes. No entanto a alta pureza e especificidade podem representar vantagens 

significativas. Empregando AcMo anti- L. gerbilli, sensibilidade de 51% foi reportada 

(KENNER et al., 1999). No Brasil, ALVES et al. (2013), reportaram sensibilidade de 71,2% 

utilizando AcMo anti-lipofosfoglicano (LPG). Já no Iran, onde a LC é causada principalmente 

por L. major e L. tropica, sensibilidade superior a 90% foi reportada para a técnica de IHQ 

utilizando AcMo contra proteína específica destas espécies (SHIRIAN et al., 2014). No geral, 

esses resultados sugerem que a IHQ utilizando AcMos pode ser um teste sensível e eficaz para 

o diagnóstico de LC. 

A associação de diferentes testes diagnósticos é frequentemente recomendada a fim 

melhorar o diagnóstico final dos pacientes com suspeita de LT (GOTO et al., 2010; 

SCHUBACH et al., 2001). Através da associação dos resultados das técnicas aqui avaliadas, 

verificamos significativo aumento da taxa de positividade para o diagnóstico para LC. Na rotina 

diagnóstica, a IHQ frequentemente é realizada junto com HE, neste estudo, a taxa de 

positividade do HE foi de 65,3% e atingiu mais de 93,9% quando associada à IHQ-FA. Outros 

estudos também reportaram aumento da positividade do HE quando usado em associação com 

a IHQ, com taxa de positividade aumentando de 50% para 76,1% e de 53,3% para 80%, 

respectivamente (GONZALEZ et al., 2019; QUINTELLA et al., 2009). Desta forma, o uso da 

IHQ em laboratórios com infraestruturas e equipamentos adequados para o diagnóstico 

histopatológico de rotina pode facilitar a identificação do parasito, melhorando 

consideravelmente a acurácia do diagnóstico de LC. Verificamos também aumento 

significativo na taxa de positividade quando os resultados do exame direto foram associados 
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aos da IHQ-FA (de 77,6% para 95,9%), demonstrado que na disponibilidade de serviços de 

patologias, estas técnicas podem ser utilizadas em associação. 

Em geral, observa-se correlação inversa entre o tempo de evolução da lesão cutânea e a 

sensibilidade das técnicas parasitológicas para o diagnóstico de LC (GUTIERREZ et al., 1991; 

RAMIREZ et al., 2000; WEIGLE et al., 1987). No entanto, neste estudo, através da análise de 

regressão logística, verificamos que os testes avaliados foram influenciados pelo tempo de 

evolução das lesões cutâneas, mas essa variável não foi estritamente determinante para a 

sensibilidade desses testes.  É importante destacar que o tempo de evolução da lesão foi 

informado pelos pacientes e, portanto, é uma variável subjetiva. Em contraste, a carga 

parasitária foi significativamente determinante para a positividade do exame direto e da cultura, 

mas não influenciou na positividade do HE e da IHQ, usando os dois sistemas de detecção. 

Desta forma, o uso das técnicas de HE e de IHQ pode ser recomendado independente da carga 

parasitária dos pacientes com LC, fator preponderante para o diagnóstico de rotina.   

Neste estudo, a partir da seleção e produção de seis antígenos recombinantes, foram 

produzidos AcMos e comprovada a imunorreatividade dos AcMos anti-mTXNPx e anti-LACK. 

Desmonstramos aqui, a primeira avaliação da IHQ usando o AcMo anti-mTXNPx, para o 

diagnóstico de LC, com resultados promissores obtidos a partir de sistemas de detecção 

compostos por polímeros conjugados à peroxidase (IHQ-POD) e à fosfatase alcalina (IHQ-FA). 

Destacamos como perspectiva inicial, a validação da IHQ utilizando o AcMo anti-LACK, que 

ainda não pode ser concluída. Diante dos resultados obtidos, sugerimos que a IHQ-FA deve ser 

priorizada, principalmente devido ao melhor contraste para visualização das formas 

amastigotas. Os promissores resultados obtidos, resultaram na incorporação da IHQ-FA 

utilizando o AcMo anti-mTXNPx como estrégia complementar para o diagnóstico de pacientes 

com suspeita de LC atentidos no CRL (IRR/FIOCRUZ). Verificamos que a IHQ utilizando 

AcMo anti-mTXNPx é capaz de melhorar a detecção de Leishmania sp. nas análises 

histopatológicas e desta forma, acreditamos que a disponibilização desta técnica em hospitais e 

laboratórios com serviço de patologia disponível, pode ser uma importante estratégia para 

auxiliar no diagnóstico da LC, até mesmo fora dos centros de referência. Destacamos a 

necessidade de estudos multicêntricos utilizando IHQ-POD e IHQ-FA, bem como avaliação de 

desempenho para o diagnóstico da LM. Novos estudos também devem ser encorajados, 

especialmente em áreas endêmicas onde outras espécies de Leishmania são encontradas como 

agentes etiológicos. Por fim, destacamos também o uso potencial dos insumos biotecnológicos 

aqui produzidos, desde as proteínas recombinantes até os AcMos que apresentam elevado 
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potencial de aplicação em outras técnicas diagnósticas, como testes rápidos de detecção de 

antígeno. 



 
 

84 

 

 

7.  CONCLUSÃO 

 

• Diversos alvos antigênicos foram identificados com potencial aplicabilidade para o 

diagnóstico imunológico da LT e de suas formas clínicas. No entanto, o elevado número de 

estudos de prova de conceito reforça a necessidade de avaliações mais amplas;  

• A confirmada imunoreatividade dos AcMo anti-mTXNPx e anti-LACK, sugerem seu uso 

potencial no imunodiagnóstico da LT;  

• Para o diagnóstico da IHQ utilizando AcMo anti-mTXNPx, sensibilidade e especificidade 

de 79,6 e 94,6% foram obtidas para IHQ-POD e 85,7 e 97,3% para IHQ-FA, respectivamente;  

• A IHQ-FA apresentou sensibilidade significativamente maior que HE (p = 0,02) e cultura 

(p = 0,001), sem diferença estatística em relação o exame direto.  

• A combinação dos resultados da IHQ-FA com o exame direto ou com o HE aumentou 

significativamente a positividade do diagnóstico da LC, com taxa de positividade > 93%.  
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S2 Table 

Antigen (Leishmania species) 
Antigen 

Type 
Origin of 
samples 

Reference standard 
test  

TL patients Control (total) 
Sensitivity 

(%) 
Specificity 

(%) 
Reference 

A2 (Li) RP Brazil Microscopy and PCR 
TL=50 

(CL=25/ML=25) 
75 

(HC=25/DC=50) 
100.0 38.6 Lage et al., 2019 

Acidic ribosomal P2β proteins 
(Lb) 

RP Peru ELISA 
TL=18 

(CL=5/ML=13) 
DC=8 50.0 75.0 Padilla et al., 2003 

Cathepsin L-like (Lb)# RP Brazil Microscopy and PCR  
TL=65 

(CL=45/ML=20) 
70 

(HC=50/DC=20) 
96.9 95.7 

Menezes-Souza et 
al., 2015 

Cathepsin L-like_peptide (Lb) # SP Brazil Microscopy and PCR 
TL=65 

(CL=45/ML=20) 
70 

(HC=50/DC=20) 
96.9 91.4 

Menezes-Souza et 
al., 2015 

Cytochrome c oxidase (Li) # RP Brazil Microscopy and PCR 
TL=24 

(CL=12/ML=12) 
28 (HC=20/DC=8) 100.0 100.0 Coelho et al. 2016 

Enolase (Lb) RP Brazil 
Microscopy, PCR and 

MST 
TL=43 

(CL=23/ML=20) 
40 

(HC=30/DC=10) 
100.0 85.0  Duarte et al., 2015 

Enolase (Lb) # RP Brazil Microscopy and PCR 
TL=40 

(CL=15/ML=25) 
143 

(HC=75/DC=68) 
100.0 97.8 Lima et al., 2018 

Eukaryotic initiation factor 5a 
(Lb) # 

RP Brazil 
Microscopy, PCR and 

MST 
TL=43 

(CL=23/ML=20) 
40 

(HC=30/DC=10) 
100.0 92.5 Duarte et al., 2015 

Eukaryotic initiation factor 5a 
(Lb) # 

RP Brazil Microscopy and PCR 
TL=40 

(CL=15/ML=25) 
143 

(HC=75/DC=68) 
100.0 97.8 Lima et al., 2018 

H2A (Li) RP Brazil 
MST, serologic, 

histopathology and/ 
or therapeutic test 

TL=102 
(CL=49/ML=53) 

DC=92 62.9 67.0 Souza et al., 2013 

H2B (Li) RP Brazil 
MST, serologic, 

histopathology and/ 
or therapeutic test 

TL=102 
(CL=49/ML=53) 

HC=88 41.2 79.5 Souza et al., 2013 

H3 (Li) RP Brazil 
MST, serologic, 

histopathology and/ 
or therapeutic test 

TL=102 
(CL=49/ML=53) 

HC=88 39.8 71.5 Souza et al., 2013 

H4 (Li) RP Brazil 
MST, serologic, 

histopathology and/ 
or therapeutic test 

TL=102 
(CL=49/ML=53) 

HC=88 52.5 71.5 Souza et al., 2013 

HSP70 (Li) RP Brazil 
MST, serologic, 

histopathology and/ 
or therapeutic test 

TL=102 
(CL=49/ML=53) 

DC=92 67.9 91.3 Souza et al., 2013 
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HSP70 (Lb) RP Peru Culture 
TL=50 

(CL=30/ML=20) 
36 

(HC=20/DC=16) 
84.0 91.7 Zurita et al., 2003 

HSP70 (1–114) (Lb) RP Peru Culture 
TL=50 

(CL=30/ML=20) 
36 

(HC=20/DC=16) 
14.0 100.0 Zurita et al., 2003 

HSP70 (109–245) (Lb) RP Peru Culture 
TL=50 

(CL=30/ML=20) 
36 

(HC=20/DC=16) 
14.0 100.0 Zurita et al., 2003 

HSP70 (240–357) (Lb) RP Peru Culture 
TL=50 

(CL=30/ML=20) 
36 

(HC=20/DC=16) 
10.0 100.0 Zurita et al., 2003 

HSP70 (352–518) (Lb) RP Peru Culture 
TL=50 

(CL=30/ML=20) 
36 

(HC=20/DC=16) 
38.0 97.2 Zurita et al., 2003 

HSP70 (513–663) (Lb) RP Peru Culture 
TL=50 

(CL=30/ML=20) 
36 

(HC=20/DC=16) 
70.0 100.0 Zurita et al., 2003 

HSP83.1 (Lb) # RP Brazil Microscopy and PCR  
TL=65 

(CL=45/ML=20) 
70 

(HC=50/DC=20) 
93.9 95.7 

Menezes-Souza et 
al., 2014 

HSP83.peptide1 (Lb) SP Brazil Microscopy and PCR  
TL=65 

(CL=45/ML=20) 
70 

(HC=50/DC=20) 
63.1 94.3 

Menezes-Souza et 
al., 2014 

HSP83.peptide2 (Lb) SP Brazil Microscopy and PCR  
TL=65 

(CL=45/ML=20) 
70 

(HC=50/DC=20) 
63.1 90.0 

Menezes-Souza et 
al., 2014 

HSP83.peptide3 (Lb) SP Brazil Microscopy and PCR  
TL=65 

(CL=45/ML=20) 
70 

(HC=50/DC=20) 
89.2 91.4 

Menezes-Souza et 
al., 2014 

HP_LbrM.30.3350 (Lb) RP Brazil 
Microscopy, PCR and 

MST 
TL=43 

(CL=23/ML=20) 
40 

(HC=30/DC=10) 
95.4 85.0  Duarte et al., 2015 

HP_XP_001469551.1 (Li) # RP Brazil Microscopy and PCR 
TL=57 

(CL=27/ML=30) 
55 

(HC=40/DC=15) 
100.0 98.2 

Carvalho et al., 
2017 

HP_XP_001566959.1 (Lb) # RP Brazil 
Microscopy, MST and 

PCR 
TL=45 

(CL=20/ML=25) 
HC=50 100.0 98.0 Lima et al., 2017 

HP_XP_001566959.1 (Lb) # RP Brazil Microscopy and PCR 
TL=40 

(CL=15/ML=25) 
143 

(HC=75/DC=68) 
100.0 97.8 Lima et al., 2018 

HP_XP_003886492.1 (Li) # RP Brazil Microscopy and PCR 
TL=50 

(CL=25/ML=25) 
75 

(HC=25/DC=50) 
100.0 100.0 Lage et al. 2019 

T26-U2 (like - H2b) (Lp) RP 
Colombia 
and Peru 

Serologic TL=78 DC=39 58.0 87.0 
Montoya et al., 

1997 

T26-U4 (like - HSP70) (Lp) RP 
Colombia 
and Peru 

Serologic TL=78 DC=39 76.9 97.0 
Montoya et al., 

1997 

Kmp11 (Li) RP Brazil 
MST, serologic, 

histopathology and/ 
or therapeutic test 

TL=102 
(CL=49/ML=53) 

HC=88 71.7 53.4 Souza et al., 2013 
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Lb6H (Lb) # RP Brazil 
Microscopy, PCR 

and/or histopathology 
TL=219  

281 
(HC=68/DC=213) 

100.0 93.6 Sato et al., 2017 

Lb8E (Lb) RP Brazil 
Microscopy, PCR 

and/or histopathology 
TL=219 HC=68 83.3  83.3 Sato et al., 2017 

MAPK3 (Lb) RP Brazil Microscopy and PCR 
TL=65 

(CL=45/ML=20) 
70 

(HC=50/DC=20) 
83.1 71.4 

Menezes-Souza et 
al., 2015 

MAPK4 (Lb) RP Brazil Microscopy and PCR 
TL=65 

(CL=45/ML=20) 
70 

(HC=50/DC=20) 
75.4 97.1 

Menezes-Souza et 
al. 2015 

Peroxidoxin (Lb) # RP Brazil Microscopy and PCR 
TL=65 

(CL=45/ML=20) 
70 

(HC=50/DC=20) 
98.5 100.00 

Menezes-Souza et 
al., 2014a 

Putative IgE histamine releasing 
factor (Li) # 

RP Brazil Microscopy and PCR 
TL=24 

(CL=12/ML=12) 
28 (HC=20/DC=8) 100.0 100.0 Coelho et al. 2016 

Ribosomal protein L25 (23083) 
(Lb) 

SP Peru 
Microscopy and 

culture 
TL=20 19 (HC=9/DC=10) 30.0 89.5 

Gonzáles et al., 
2002 

Ribosomal protein L25 (23085) 
(Lb) 

SP Peru 
Microscopy and 

culture 
TL=20 19 (HC=9/DC=10) 35.0 89.5 

Gonzáles et al., 
2002 

Ribosomal protein L25 (23089) 
(Lb) 

SP Peru 
Microscopy and 

culture 
TL=20 19 (HC=9/DC=10) 40.0 89.5 

Gonzáles et al., 
2002 

Small myristoylated protein-3 
(Li) # 

RP Brazil Microscopy and PCR 
TL=40 

(CL=15/ML=25) 
100 

(HC=35/DC=65) 
100.0 99.0 Salles et al., 2019 

Small myristoylated protein-
3.peptide 1# 

SP Brazil Microscopy and PCR 
TL=40 

(CL=15/ML=25) 
100 

(HC=35/DC=65) 
94.50 92.50 Salles et al., 2019 

Tryparedoxin peroxidase (Lb) # RP Brazil 
Microscopy, PCR and 

MST 
TL=43 

(CL=23/ML=20) 
40 

(HC=30/DC=10) 
100.0 100.0 Duarte et al., 2015 

β-tubulin (Lb) # RP Brazil Microscopy and PCR 
TL=40 

(CL=15/ML=25) 
143 

(HC=75/DC=68) 
100.0 97.8 Lima et al., 2018 

β-tubulin (Lb) RP Brazil 
Microscopy, PCR and 

MST 
TL=43 

(CL=23/ML=20) 
40 

(HC=30/DC=10) 
100.0 82.5  Duarte et al., 2015 

A10 (Lb) # SP Brazil Microscopy and PCR 
TL=50 

(CL=20/ML=30) 
DC=10 100.0 100.0 Costa et al., 2016 

B7 (Lb) # SP Brazil Microscopy and PCR 
TL=50 

(CL=20/ML=30) 
DC=10 100.0 100.0 Costa et al., 2016 

B10 (Lb) SP Brazil Microscopy and PCR 
TL=50 

(CL=20/ML=30) 
DC=10 66.0 100.0 Costa et al., 2016 

C11 (Lb) SP Brazil Microscopy and PCR 
TL=50 

(CL=20/ML=30) 
DC=10 60.0 100.0 Costa et al., 2016 
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C12 (Lb) # SP Brazil Microscopy and PCR 
TL=50 

(CL=20/ML=30) 
DC=10 100.0 100.0 Costa et al., 2016 

H7 (Lb) # SP Brazil Microscopy and PCR 
TL=50 

(CL=20/ML=30) 
DC=10 100.0 100.0 Costa et al., 2016 

Con-A-bound fraction (Lb) PP Brazil  
Microscopy and 

Serologic 
TL=58 

171 
(HC=49/DC=122) 

81.0 58.0 
Gomes-Silva et al., 

2008 

Con-A-bound fraction (La) PP Brazil  
Microscopy and 

Serologic 
TL=58 

171 
(HC=49/DC=122) 

19.0 71.0 
Gomes-Silva et al., 

2008 

Jaca-bound fraction (Lb) PP Brazil  
Microscopy and 

Serologic 
TL=58 

171 
(HC=49/DC=122) 

60.0 66.0 
Gomes-Silva et al., 

2008 

Jaca-bound fraction (La) PP Brazil  
Microscopy and 

Serologic 
  

TL=58 
171 

(HC=49/DC=122) 
38.0 65.0 

Gomes-Silva et al., 
2008 

HP – hypothetical protein; HC – healthy control; DC – disease control; RP –recombinant protein; PP – purified protein; SP – synthetic peptide; 
La – L. amazonensis; Lb – L. braziliensis; Li – L. infantum; Lp – L. peruviana; # – antigenic target presenting sensitivity and specificity above 90% 
 
 
S3 Table 

Antigen (Leishmania species) 
Antigen 

Type 
Origin of 
samples 

Reference standard test  
CL 

patients 
Control (total) 

Sensitivity 
(%) 

Specificity 
(%) 

Reference 

Gp63 (Ld) PP Sudan  Microscopy or histopathology 33 56 (HC=20/DC=36) 52.0 80.4 Jensen et al., 1996 
Gp63 (Lm) PP Sudan  Microscopy or histopathology 33 56 (HC=20/DC=36) 39.0 83.9 Jensen et al., 1996 

GPB (Lm) SP Sudan  Microscopy or histopathology 33 
115 

(HC=36/DC=79) 
82.0 94.8 Jensen et al., 1996 

H1 (Lb) RP Peru  Microscopy and culture 24 44 (HC=12/DC=32) 66.6 90.9 Carmelo et al., 2002          
H1_peptide 23061 (Lb) SP Peru  Microscopy and culture 24 44 (HC=12/DC=32) 12.5 100.0 Carmelo et al., 2002 
H1_peptide 23063 (Lb) SP Peru  Microscopy and culture 24 44 (HC=12/DC=32) 0.0 100.0 Carmelo et al., 2002 
H1_peptide 23065 (Lb) SP Peru  Microscopy and culture 24 44 (HC=12/DC=32) 11.7 100.0 Carmelo et al., 2002 
H1_peptide 23067 (Lb) SP Peru  Microscopy and culture 24 44 (HC=12/DC=32) 46.8 90.9 Carmelo et al., 2002 
H1_peptide 23069 (Lb) SP Peru  Microscopy and culture 24 44 (HC=12/DC=32) 18.8 100.0 Carmelo et al., 2002 
H1_peptide 23071 (Lb) SP Peru  Microscopy and culture 24 44 (HC=12/DC=32) 12.9 97.7 Carmelo et al., 2002 
H1_peptide 23073 (Lb) SP Peru  Microscopy and culture 24 44 (HC=12/DC=32) 0.0 100.0 Carmelo et al., 2002 

H2A (Li) RP Brazil 
MST, serologic, histopathology 

and/ or therapeutic test 
49 DC=92 69.8 67.0 Souza et al., 2013 
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H2B (Li) RP Brazil 
MST, serologic, histopathology 

and/ or therapeutic test 
49 HC=88 77.8 61.3 Souza et al., 2013 

H3 (Li) RP Brazil 
MST, serologic, histopathology 

and/ or therapeutic test 
49 HC=88 50.6 55.6 Souza et al., 2013 

H4 (Li) RP Brazil 
MST, serologic, histopathology 

and/ or therapeutic test 
49 HC=88 60.4 54.5 Souza et al., 2013 

HSP70 (Li) RP Brazil 
MST, serologic, histopathology 

and/ or therapeutic test 
49 DC=92 64.1 86.9 Souza et al., 2013 

HSP70 (Lb) RP Peru Culture 30 36 (HC=20/DC=16) 83.3 91.7 Zurita et al., 2003 
HSP70 (1–114) (Lb) RP Peru Culture 30 36 (HC=20/DC=16) 6.6 100.0 Zurita et al., 2003 
HSP70 (109–245) (Lb) RP Peru Culture 30 36 (HC=20/DC=16) 3.3 100.0 Zurita et al., 2003 
HSP70 (240–357) (Lb) RP Peru Culture 30 36 (HC=20/DC=16) 0.0 100.0 Zurita et al., 2003 
HSP70 (352–518) (Lb) RP Peru Culture 30 36 (HC=20/DC=16) 30.0 97.2 Zurita et al., 2003 
HSP70 (513–663) (Lb) RP Peru Culture 30 36 (HC=20/DC=16) 73.3 100.0 Zurita et al., 2003 

HSP83 (Li)# RP Brazil 
MST and/or histopathology and 

IFAT 
12 20 (HC=10/DC=10) 100.0 100.0 Celeste et al., 2004 

HSP83 (Li) # RP Brazil Microscopy and Immunological 12 DC=79 100.0 97.5 Celeste et al., 2014 

HSP83.1 (Lb) # RP Brazil Microscopy and PCR  45 70 (HC=50/DC=20) 95.6 95.7 
Menezes-Souza et 

al., 2014b 

HSP83.peptide1 (Lb) SP Brazil Microscopy and PCR  45 70 (HC=50/DC=20) 71.1 94.3 
Menezes-Souza et 

al., 2014b 

HSP83.peptide2 (Lb) SP Brazil Microscopy and PCR  45 70 (HC=50/DC=20)  64.4 90.0 
Menezes-Souza et 

al., 2014b 

HSP83.peptide3 (Lb) # SP Brazil Microscopy and PCR  45 70 (HC=50/DC=20) 95.6 91.4 
Menezes-Souza et 

al., 2014b 
HP_XP_001566959.1) (Lb) # RP Brazil Microscopy, IDRM and PCR 20 HC=50 100.0 98.0 Lima et al., 2017 

Kmp11 (Li) RP Brazil 
MST, serologic, histopathology 

and/ or therapeutic test 
49 HC=88 55.7 53.4 Souza et al., 2013 

Lbk39 (Lb) RP Brazil Microscopy 74 63 (HC=50/DC=13) 88.0 98.0 Souza et al., 2019 

NGP 0204  PP Brazil Microscopy and culture 30 
119 

(HC=60/DC=59) 
70.0 60.5 Souza et al., 2018 

NGP 2203  PP Brazil Microscopy and culture 30 
119 

(HC=60/DC=59) 
93.3 51.3 Souza et al., 2018 

NGP 2333  PP Brazil Microscopy and culture 30 
119 

(HC=60/DC=59) 
93.3 64.7 Souza et al., 2018 

NGP 2334  PP Brazil Microscopy and culture 30 
119 

(HC=60/DC=59) 
90.0 58.8 Souza et al., 2018 



 132 

Peroxidoxin (Lb) # RP Brazil Microscopy and PCR 45 70 (HC=50/DC=20) 100.0 100.0 
Menezes-Souza et 

al., 2014a 
Superoxide Dismutase (Lm) RP Iran Microscopy 30 41 (HC=20/DC=21) 53.6 97.6 Yeganeg et al., 2009 
Superoxide dismutase (Lp) PP Peru Micorscopy 68 32 (HC=12/DC=20) 88.2 33.3 Marin et al., 2009 
 iron–superoxide dismutase (La)  PP Colombia Microscopy 51 HC=10 82.4 100.0 Longoni et al., 2014 
 iron–superoxide dismutase (Lp)  PP Colombia Microscopy 51 HC=10 11.7 100.0 Longoni et al., 2014 
P1 _ like Gp63 (Lb) SP Brazil ELISA 57 DC=30 72.0 86.6 Link et al ,2017 
MIX (P1 + P2 + P3) _ like Gp63 (Lb) SP Brazil ELISA 57 DC=30 79.0 90.0 Link et al ,2017 

36 kDa e 48–56 kDa (Lb) PP Brazil  Microscopy 60 
177 

(HC=66/DC=111) 
93.3 68.9 Skraba et al., 2014 

Fraction 8 - Peak 2 (Lb) PP Brazil Microscopy, MST and IFAT 48 
114 

(HC=48/DC=66) 
85.4 91.2 Vidgal et al., 2008 

HC - healthy control; DC - disease control; RP - recombinant protein; PP - purified protein; SP - synthetic peptide;  # - antigenic target presenting 
sensitivity and specificity above 90%. 
 
S4 Table 

Antigen (Leishmania species) 
Test format 
evaluated 

Origin of samples Reference standard test  
CL 

patients 
Control 
(total) 

Sensitivity 
(%) 

Specificity 
(%) 

Reference 

Peroxidoxin (pAb and mAb) ICT Suriname Microscopy 79 DC=14 36.7 85.7 Schallig et al., 2019 

Peroxidoxin (pAb and mAb) ICT 
 

Afghanistan  
Microscopy and/or PCR 257 DC=17 65.4 100.0 Vink et al., 2018 

Peroxidoxin (pAb and mAb) ICT Morocco Microscopy and/or PCR 136 DC=83 67.6 94.0 Bennis et al., 2018 

Peroxidoxin (pAb and mAb) ICT Sri Lanka PCR  59 HC=22 35.6 100.0 de Silva et al., 2017 

IS2-2B4 - A11 (Lt) and XLVI-5B8- 
B3 (Lm) (mAb)# 

IHC Iran Cytology or histopathology and PCR 100 DC=30 96.0 100.0 Shirian et al., 2014 

G2D10 (Lg) (mAb) IHC Central America Culture 41 DC=20 51.2 100.0 Kenner et al., 1999 

HC - healthy control; DC - disease control; mAb - monoclonal antibody; pAb - polyclonal antibody; Lt - Leishmania tropica; Lm - Leishmania 
major; Lg - Leishmania gerbilli; # - antigenic target presenting sensitivity and specificity above 90%. 
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S5 Table 

Antigen (Leishmania species) 
Antigen 

Type 
Origin of 
samples 

Reference standard test  ML 
patients 

Control (total) 
Sensitivity 

(%) 
Specificity 

(%) 
Reference 

Acidic ribosomal protein 
family_LiP2aQ (Li) 

RP Colombia / Peru 
Microscopy and IFAT 

21 DC=30 76.0 100.0 Soto et al., 1996 

Acidic ribosomal protein 
family_LiP2bQ (Li) 

RP Colombia/Peru 
Microscopy and IFAT 

21 DC=30 42.0 100.0 Soto et al., 1996 

H2A (Li) RP Brazil 
MST, serologic, histopathology 

and/ or therapeutic test 
53 DC=92 56.3 79.1 Souza et al., 2013 

H2B (Li) RP Brazil 
MST, serologic, histopathology 

and/ or therapeutic test 
53 HC=88 86.0 61.3 Souza et al., 2013 

H3 (Li) RP Brazil 
MST, serological, histopathology 

and/ or therapeutic test 
53 HC=88 42.9 69.3 Souza et al., 2013 

H4 (Li) RP Brazil 
MST, serologic, histopathology 

and/ or therapeutic test 
53 HC=88 80.3 54.5 Souza et al., 2013 

HSP70 (Li) RP Brazil 
MST, serologic, histopathology 

and/ or therapeutic test 
53 DC=92 79.2 92.3 Souza et al., 2013 

HSP70 (Lb) RP Peru 
Culture 

20 
36 

(HC=20/DC=16) 
85.0 91.7 Zurita et al., 2003 

HSP70 (1–114) (Lb) RP Peru 
Culture 

20 
36 

(HC=20/DC=16) 
25.0 100.0 Zurita et al., 2003 

HSP70 (109–245) (Lb) RP Peru 
Culture 

20 
36 

(HC=20/DC=16) 
30.0 100.0 Zurita et al., 2003 

HSP70 (240–357) (Lb) RP Peru 
Culture 

20 
36 

(HC=20/DC=16) 
25.0 100.0 Zurita et al., 2003 

HSP70 (352–518) (Lb) RP Peru 
Culture 

20 
36 

(HC=20/DC=16) 
50.0 97.2 Zurita et al., 2003 

HSP70 (513–663) (Lb) RP Peru 
Culture 

20 
36 

(HC=20/DC=16) 
65.0 100.0 Zurita et al., 2003 

HSP83 (Li) # RP Brazil 
MST and/or histopathology and 

IFAT 
14 

20 
(HC=10/DC=10) 

100.0 100.0 Celeste et al., 2004 

HSP83 (Li) # RP Brazil Microscopy and Immunological 14 DC=79 100.0 97.5 Celeste et al., 2014 

HSP83.1 (Lb) # RP Brazil 
Microscopy and PCR  

20 
70 

(HC=50/DC=20) 
90.0 95.7 

Menezes-Souzaet al., 
2014b 

HSP83.peptide1 (Lb) SP Brazil 
Microscopy and PCR  

20 
70 

(HC=50/DC=20) 
55.0 94.3 

Menezes-Souzaet al., 
2014b 
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HSP83.peptide2 (Lb) SP Brazil 
Microscopy and PCR  

20 
70 

(HC=50/DC=20) 
50.0 90.0 

Menezes-Souzaet al., 
2014b 

HSP83.peptide3 (Lb) SP Brazil 
Microscopy and PCR  

20 
70 

(HC=50/DC=20) 
75.0 91.4 

Menezes-Souzaet al., 
2014b 

Kmp11 RP Brazil 
MST, serologic, histopathology 

and/ or therapeutic test 
53 HC=88 74.0 71.5 Souza et al., 2013 

HP_ XP_001566959.1 (Lb) # RP Brazil Microscopy, MST and PCR 25 HC=50 100.0 98.0 Lima et al., 2017 

HP_XP_001467126.1 (L.i) # RP Brazil 
Microscopy and PCR  

23 
58 

(HC=35/DC=23) 
100.0 100.0 Dias et al., 2018 

Peroxidoxin (Lb) # RP Brazil 
Microscopy and PCR 

20 
70 

(HC=50/DC=20) 
95.0 100.00 

Menezes-Souza et al., 
2014a 

Iron-Superoxide dismutase (Lb) PP Peru 
Microscopy 

45 
32 

(HC=12/DC=20) 
93.3 32.4 Marin et al., 2009 

HC - Healthy control; DC - Disease control; RP - Recombinant protein; PP - Purified protein; SP - synthetic peptide; # - antigenic target presenting 
sensitivity and specificity above 90%  
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APÊNDICE 2 

 

Título: Anti-mitochondrial tryparedoxin peroxidase (mTXNPx) monoclonal antibody-based 

immunohistochemistry for diagnosis of cutaneous leishmaniasis 

Revista: Frontiers in Microbiology (Fator de Impacto: 5.6)  

Status: Artigo publicado  
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Supplementary Figure 1 
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Supplementary Figure 2 

 

 
 

 

Supplementary Figure 3 
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Supplementary Figure 4 
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Supplementary Table 1. Standardization and details on Immunohistochemistry protocols 

IHC steps 1 Test 2 Test 3 Test 4 Test Final protocol 

IH
C

-H
R

P¹
 

Fixation 56°C overnight 56°C overnight 56°C overnight 56°C overnight 56°C overnight 

Deparaffinization Xylene: 2x 20’ Xylene: 2x 20’ Xylene: 2x 20’ Xylene: 2x 20’ Xylene: 2x 20’ 

Rehydration 
Ethanol: 3x 5’ / 

Running water 3’ 
Ethanol: 3x 5’ / 

Running water 3’ 
Ethanol: 3x 5’ / 

Running water 3’ 
Ethanol: 3x 5’ / 

Running water 3’ 
Ethanol: 3x 5’ / Running 

water 3’ 

Antigen retrieval 
10mmol/L Sodium citrate 

pH 6 (30’ in steamer) 
Tris/EDTA pH 9 buffer 

(30’ in steamer) 
10mmol/L Sodium citrate 

pH 6 (30’ in steamer) 
10mmol/L Sodium citrate 

pH 6 (30’ in steamer) 
10mmol/L Sodium citrate 

pH 6 (30‘ in steamer) 

Peroxidase Block 10’ 10’ 20’ / 40’ 20’ 20’ 

Protein Block 10’ 10’ 40’ / 60’ 40’ 40’ 

Antibody dilution 1:100; 1:300; 1:500; 1:1000 1:100; 1:300; 1:500; 1:1000 1:300 1:300 1:300 

Post Primary 30’ 30’ 30’ 30’ 30’ 

Polymer 30’ 30’ 30’ 30’ 30’ 

Substrate - chromogen 50’’ 50’’ 50’’ 15’’; 30’’; 50’’ 30’’ 

IH
C

-A
P²

 

Fixation 56°C overnight 56°C overnight 56°C overnight 56°C overnight 56°C overnight 

Deparaffinization 

Trilogy solution³ 
(20’ in steamer) 

Xylene: 2x 20’ 

Trilogy solution³ 
(20’ in steamer) 

Trilogy solution³ 
(20’ in steamer) 

Trilogy solution³ 
(20’ in steamer) 

Rehydration 
Ethanol: 3x 5’ / 

Running water 3’ 

Antigen retrieval 
10mmol/L Sodium citrate 

pH 6 (30’ in steamer) 

Protein block 30’ 30’ 30’ 30’ 30’ 

Antibody dilution 1:100; 1:300; 1:500; 1:1000 1:100; 1:300; 1:500; 1:1000 1:500 1:500 1:500 

Post Primary 30’ 30’ 30’ 30’ 30’ 

Polymer 30’ 30’ 30’ 30’ 30’ 

Substrate-chromogen 
dilution 

A(1:5); B(1:25); C (1:25) 
dilution in D for 3’ 

A(1:5); B(1:25); C (1:25) 
dilution in D for 3’ 

A(1:5); B(1:25); C (1:25) 
dilution in D for 3’ / 

A(1:10); B(1:50); C (1:50) 
dilution in D for 3’ 

A(1:10); B(1:50); C (1:50) 
dilution in D  for 3’ / 

A(1:20); B(1:100); C (1:100) 
dilution in D 

for 3’ 

A(1:10); B(1:50); C (1:50) 
dilution in D for 3’ 

¹Novolink Polymer Detection System (Leica Microsystems, Newcastle, UK); ²Bond Polymer Refine Red Detection (Leica Microsystems, Newcastle, UK); ³ Trilogy (Cell Marque, 
Rocklin, CA, USA); After antigen retrieval step the reactions were wash three times in Tris solution (5mmol/L Tris; 140mM NaCl; pH 7.6) between each of the steps 
described. 
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Supplementary Table 2.  
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APÊNDICE 3 

 

a) Triparedoxina Mitocondrial Peroxidase (mTXNPx) 

Também conhecida como Mitochondrial peroxiredoxin, peroxidoxina, peroxiredoxina 

ou ainda anti-oxidante tiol específico (TSA, do inglês Thiol Specific Antioxidant), faz parte de 

uma família de enzimas antioxidantes, presente em grande variedade de organismos vivos, 

atuando na redução de peróxidos através de um resíduo conservado de cisteína. No gênero 

Leishmania já foi identificada e caracterizada em várias espécies, sendo altamente conservada 

(BARR; GEDAMU, 2001; CASTRO et al., 2002; FLOHÉ et al., 2002; JIRATA et al., 2006; 

LEVICK et al., 1998; WEBB et al., 1998). Esta proteína parece estar envolvida na proteção 

contra espécies reativas de oxigênio e espécies reativas de nitrogênio, que são utilizadas por 

macrófagos como mecanismo de defesa para eliminar as formas amastigotas (BARR; 

GEDAMU, 2003). HARDER et al. (2006) verificaram experimentalmente que em 

promastigotas de L. donovani, a mTXNPx está restrita à área do cinetoplasto, já em amastigotas 

encontra-se superexpressa e presente em toda a mitocôndria. 

A aplicabilidade deste antígeno como candidato vacinal, já foi avaliada em diferentes 

estudos (CAMPOS-NETO et al., 2001; TABATABAIE et al., 2014; WEBB et al., 1998). 

Através de ELISA com rPeroxidoxina de L. braziliensis, MENEZES-SOUZA et al. (2014), 

reportaram elevada sensibilidade para o diagnóstico de pacientes com LC (100%) e LM (95%), 

com uma sensibilidade total de 98,5%, para o diagnóstico de pacientes com LT. Este antígeno 

é o alvo detectado no teste rápido CL Detect™ (InBios International Inc.) para o diagnóstico da 

LC. De acordo com o fabricante, este teste pode ser realizado para o diagnóstico de lesões 

cutâneas causada por L. tropica, L. major, L. donovani, L. panamensis, L. mexicana e L. 

braziliensis, apresentando 100% de sensibilidade e 84,2% de especificidade quando testado em 

população de áreas endêmicas.  

 

b) Proteína homóloga do receptor para cinase C ativada de Leishmania (LACK) 

A LACK é um antígeno extremamente conservado no gênero Leishmania, presente 

tanto em formas amastigotas quanto promastigotas do parasito e faz parte da família de 

proteínas com repetição de triptofano-ácido aspártico (MOUGNEAU et al., 1995). Estudos 

experimentais verificaram sua presença no citoplasma, próximo ao cinetoplasto, sendo também 

encontrada no lado externo da superfície do parasito, provavelmente, devido à reassociação de 

LACK secretada (CUERVO et al., 2009; GOMEZ-ARREAZA et al., 2011; GONZALEZ-
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ASEGUINOLAZA et al., 1999). A LACK foi encontrada no secretoma e no lisado celular de 

L. braziliensis e L. donovani (BENTEL et al., 2003; CUERVO et al., 2009).  

Este antígeno tem sido muito avaliado como imunógeno em vacinas, devido a seu papel 

na imunopatogênese da infecção experimental por Leishmania. De acordo com KELLY, 

STETSON & LOCKSLEY, (2003) a LACK é essencial para a infecção efetiva do parasito nos 

macrófagos de camundongos BALB/c, visto que a atenuação deste gene em L. major causou 

diminuição da infecção in vivo. A antigenicidade desta proteína já foi avaliada para o 

diagnóstico da LV, tanto em infecções em humanos como em cães (MAALEJ et al., 2003; 

TODOLÍ et al., 2009). No entanto, não foram encontrados estudos avaliando o desempenho 

deste antígeno para o diagnóstico de pacientes com a forma cutânea da doença. Além da 

localização celular descrita na literatura e do fato de ser amplamente secretada, a seleção desta 

proteína baseou-se também no trabalho de HOFMAN et al. (2003) que utilizaram um AcMo 

anti-LACK para identificar, por meio da técnica de IHQ, amastigotas de L. infantum em 

amostras de diferentes tipos de tecidos, como medula óssea e fígado de pacientes com LV. 

Esses autores empregaram a técnica de IHQ em 117 amostras e reportaram 100% de 

sensibilidade e de especificidade. Diante desses resultados, a LACK foi considerada um 

marcador acurado para a confirmação de LV em cortes histológicos. 

 

c) Fosfatase ácida secretada (sAcP) 

As fosfatases ácidas apresentam sítios catalíticos compostos quase exclusivamente de 

resíduos de histidina e compreendem tanto as fosfatases ácidas secretadas quanto as associadas 

à membrana (SHAKARIAN et al., 1997, 2003). SOULAT & BOGDAN (2017), verificaram 

que o genoma de diferentes espécies de Leishmania patogênicas para humanos contém seis ou 

sete genes da família das fosfatases ácidas, sendo quatro ou cinco genes codificantes para a 

fosfatase ácida de membrana e dois ou três genes que codificam as sAcPs. Embora tenham sido 

observadas diferenças marcantes entre as sAcPs de diferentes espécies de Leishmania, estas 

proteínas compartilham epítopos semelhantes (DOYLE; DWYER, 1993). Estudos mostraram 

que sAcPs estão entre as proteínas mais abundantes presentes no secretoma de  Leishmania, 

sendo liberadas através de um mecanismo não convencional que envolve vesículas do tipo 

exossomo  (SILVERMAN et al., 2010; FERNANDES et al., 2013). Devido à conservação das 

sequências deste gene entre as espécies de Leishmania, foi sugerido que esta enzima exerça 

papel crucial na sobrevivência do parasito, atuando provavelmente, inibindo a produção de 

ânions superóxido por neutrófilos e macrófagos (BATES & DWYER, 1987; ELLIS, 

SHAKARIAN & DWYER, 1998; KATAKURA & KOBAYASHI, 1988) 
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d) Proteína de Membrana dos Kinetoplastídeos-11 (KMP-11) 

A KMP-11 é uma glicoproteína de 11 kDa, presente na membrana da superfície celular 

de todos os protozoários da classe Kinetoplastea, sendo altamente conservada e expressa nas 

formas amastigota e promastigota (JARDIM et al., 1995; RAMÍREZ et al., 1998; STEBECK 

et al., 1995; TOLSON et al., 1994). A função dessa proteína está relacionada com a 

estabilização da membrana, devido ao grau de similaridade com os domínios anfipáticos das 

apolipoproteínas, que transportam o colesterol de alta densidade nos humanos (STEBECK et 

al., 1995). Em L. amazonensis, a KMP-11 foi encontrada em associação com estruturas de 

membrana na superfície celular, bolsa flagelar e vesículas intracelulares, sendo superexpressa 

em formas amastigotas (MATOS et al., 2010). 

Diferentes estudos têm demonstrado que a KMP-11, atua como um potente estimulador 

de células B durante o curso natural da infecção (RAMÍREZ et al., 1998). Desta forma, esta 

proteína tem sido frequentemente avaliada como potencial candidato para o desenvolvimento 

de vacinas e testes diagnósticos (BHAUMIK et al., 2009; DE MENDONÇA, CYSNE-

FINKELSTEIN & MATOS, 2015; JENSEN et al., 1998; PASSOS et al., 2005; RODRÍGUEZ-

CORTÉS et al., 2007; SANTOS et al., 2012; SOUZA et al., 2013). Em estudo, usando a técnica 

de immunoblot, rKMP-11 foi reconhecida por 80% e 77% dos soros de pacientes com LC e 

LM, respectivamente (RAMÍREZ et al., 1998). SOUZA et al. (2013) avaliaram o desempenho 

da rKMP-11 de L. braziliensis e obteve sensibilidade e especificidade de 55,7% e 53,4% 

respectivamente, para o diagnóstico de LC e 74% e 71,5% para LM, respectivamente.  

 

e) Proteína Hipotética (LbPH): 

As proteínas hipotéticas são aquelas que apresentam uma sequência polipeptídica 

estabelecida, porém sem função biológica definida. Através de análises de imunoproteômica, 

DUARTE et al. (2015) identificaram diversas proteínas antigênicas de L. braziliensis utilizando 

soro de pacientes com LT, dentre outras, a proteína hipotética (acesso NCBI no 

XP_001566959.1), aqui denominada LbPH. Está proteína foi avaliada para o diagnóstico 

sorológico da LT, e demonstrou sensibilidade variando de 95,4% a 100% e especificidade de 

85 a 98% (DUARTE et al., 2015; LIMA et al., 2017, 2018). As propriedades funcionais, da 

LbPH foram preditas através de ferramentas de bioinformática por LIMA et al. (2017). Esses 

autores sugeriram uma localização citoplasmática ou no meio extracelular, podendo ser 

secretada através de uma via não clássica, fazendo parte da família das cinesinas. 

Posteriormente, esta proteína hipotética foi utilizada para estimular células mononucleares do 
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sangue periférico (PBMCs) de pacientes com LM e indivíduos saudáveis. Nesse estudo, foi 

observado um perfil de resposta imune Th1 polarizado, baseado nos altos níveis de interferon-

gama (IFN-γ) e baixos níveis de interleucina (IL)-4 ou IL-10, encontrados no sobrenadante do 

cultivo celular. Os autores sugeriram que esta proteína também pode ser avaliada, em estudos 

futuros, como uma candidata vacinal para a LT (LIMA et al., 2018).  

 

f) Proteína quinase ativada por mitógeno 4 (MAPK4) 

A MAPK4 faz parte da família das proteínas quinases ativadas por mitógenos, presentes 

em quase todos os organismos eucariontes regulando processos celulares importantes, como 

diferenciação, proliferação, resposta ao estresse e apoptose (KARIN & CHANG, 2001; 

WIESE, 1998). WANG et al. (2005) além de confirmarem a divergência de aminoácidos desta 

proteína em Leishmania quando comparada com MAP-quinases de mamíferos, demonstraram 

que a MAPK4 é um potencial alvo de fármacos leishmanicidas. A MAPK4 em Leishmania está 

relacionada à transformação de formas promastigotas em formas amastigotas, sendo 

superexpressa durante a etapa de diferenciação e proliferação das amastigotas (MENEZES-

SOUZA et al., 2015a; WANG et al., 2005). MENEZES-SOUZA et al. (2015), avaliaram a 

proteína recombinante rMAPK4 de L. braziliensis para o diagnóstico sorológico da LT e 

relataram acurácia de 92,4%, com sensibilidade de 75,4% e especificidade de 96,7%.  
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APÊNDICE 4 

 
1. Triparedoxina Mitocondrial Peroxidase (mTXNPx) de L. infantum 

  

a. Sequências de aminoácidos (Q95U89_LEIIN)  
 

MLRRLPTSCFLKRSQFRGFAATSPLLNLDYQMYRTATVREAAPQFSGQAVVNGAIKDINMNDYK

GKYIVLFFYPMDFTFVCPTEIIAFSDRHADFEKLNTQVVAVSCDSVYSHLAWVNTPRKKGGLGEM

HIPVLADKSMEIARDYGVLIEESGIALRGLFIIDKKGILRHSTINDLPVGRNVDEALRVLEAFQYAD

ENGDAIPCGWKPGQPTLDTTKAGEFFEKNM 
 

b. Sequência de nucleotídeos do gene sintetizado, contendo destacado na extremidade 5´sítio 

de restrição para BamHI e na extremidade 3´ código de parada e sítio de restrição para HindIII  
 
GGATCCATGCTGCGTCGTTTGCCGACCAGCTGCTTCCTGAAGCGTAGCCAATTCCGTGGTTTTGCT

GCGACCAGCCCGCTGTTGAACTTGGATTACCAGATGTATCGTACCGCTACCGTTCGTGAAGCTGCG

CCGCAATTCAGCGGTCAGGCTGTTGTTAATGGTGCGATTAAAGATATCAACATGAACGACTACAAG

GGTAAATACATCGTTCTGTTCTTTTACCCGATGGATTTCACCTTTGTTTGCCCGACCGAAATTATCG

CTTTCAGCGATCGTCACGCGGACTTTGAGAAGCTGAACACCCAAGTTGTTGCTGTTAGCTGTGACA

GCGTTTACAGCCACTTGGCGTGGGTTAATACCCCGCGTAAGAAAGGTGGTCTGGGTGAAATGCATA

TTCCGGTTTTGGCTGATAAAAGCATGGAGATCGCGCGTGACTATGGTGTTCTGATTGAAGAGAGCG

GTATCGCTCTGCGTGGTTTGTTCATTATCGATAAGAAAGGTATTCTGCGTCATAGCACCATCAACGA

TTTGCCGGTTGGTCGTAATGTTGACGAAGCTCTGCGTGTTTTGGAGGCTTTTCAATATGCGGATGAG

AACGGTGACGCGATCCCGTGTGGTTGGAAGCCGGGTCAGCCGACCTTGGACACCACCAAGGCGGG

TGAATTCTTTGAGAAAAATATGtAAGCTT 

 
 

2. Homólogo do receptor de proteína quinase C ativada (LACK) de L. braziliensis 
 

a. Sequências de aminoácidos (A4HGX7_LEIBR) com destaque para as regiões que foram 

retrotraduzidas para construção do minigene. 
 

MNYEGHLKGHRGWVTSLACPQQAGSYIKVVSTSRDGTAISWKSNPDRHSVDSDYGLPNHRLEGHT

GFVSCVSLAHATDYALTASWDRSIRMWDLRNGQSQRKFLKHTKDVLAVAFSPDDRLIVSAGRDN

VIRVWNVAGECMHEFLRDGHEDWVSSICFSPSLEHPIVVSGSWDNTIKVWNVNEGKCERTLKGHSNY

VSTVTVSPDGSLCASGGKDGAALLWDLSTGEQLFRINVESAINQIAFSPNRFWMCVAAEKSLSVYDL

ESKAVIAELTPDGTKPSECISIAWSADGNTLYSGHKDNLIRVWSISDAE 

 

b. Sequência de nucleotídeos do minigene sintetizado, contendo destacado na extremidade 

5´sítio de restrição para BamHI e na extremidade 3´ código de parada e sítio de restrição para 

HindIII  

 
GGATCCCCGCAGCAAGCGGGCAGCTACATCAAAGTGGTTAGCACCAGCCGTGACGGTACCGCGAT

TAGCTGGAAGAGCAACCCGGATCGTCACAGCGTGGACAGCGATTACGGCCTGCCGAACCACCGTC

TGGAGGGTCACACCGGCTTCGTGAGCTGCGTTAGCCTGGCGCATGCGACCGACTATGCGCTGACCG
CGAGCTGGGACCGTAGCATCCGTATGTGGGATCTGCGTAACGGCCAGAGCCAGCGTAAGTTCCTGA

AACACACCAAGGACGTGCTGGCGGTTGCGTTTAGCCCGGACGATCGTCTGATTGTGAGCGCGGGTC

GTGATAACGTGTGGAACGTTAACGAGGGTAAATGCGAACGTACCCTGAAGGGCCACAGCAACTAT

GTTAGCACCGTGACCGTTAGCCCGGATGGTAGCCTGTGCGCGAGCGGTGGCAAAGATGGTGCGGC

GCTGCTGTGGGATCTGAGCACCGGCGAGCAGAAAAGCCTGAGCGTGTACGACCTGGAGAGCAAGG

CGGTTATCGCGGAACTGACCCCGGATGGTACCAAACCGAGCGAATGCATCAGCATTGCGTGGAGC

GCGGACGGTAACACCCTGTATAGCGGCCACAAGGATAACCTGATTCGTtAAGCTT 

 

3. Fosfatase ácida secretora (sAcP) de L. braziliensis 

 



 161 

a. Sequências de aminoácidos (A4HQG9_LEIBR) com destaque para as regiões que foram 

retrotraduzidas para construção do minigene. 
 

MASKLLRVLATALLVAAAVSVDARLVVRMVQVAHRHGARSALVDDNATQICGTVYPCGELTDEGVE

MVRAIGKFARSRYNDPSLVESPLFPSTRYNSSVVYTRSTDTQRTIQSATAFLHGLFEDDYFFPVVYSHNM

TTDTLLSTDTVPSVMGRSWLDSPALSATLNPVVDAHLTWDAIQAAAKDAWIEGLCADPNARADCVLN

NLYDVAAAFEASGRLDSTSDLKAAYPGLVEVNAAWYKYVFGWNDTDKLDRTQGTPSQNLAQTMLD

NMNAHRLSPSYKLFEYSAHDTTIAPLAVTFGDQGNTTMRPPYAVTIFVELLQDTEDANGWYVRLIRGN

PVKAANGIYVFQQSGIEVHCMDSAGNMEVASTGICPLDNFRRMVDYSRPTVEDGNCAMTTTQYSNMG

CPRTIADNEPVPLRCEVYRRVCTNKACPPAHILSAADYQCHPTAETQGPSSSTNSSSSGITTPPDTSAFL

RPMNLRPRVLSPEKRRRIAADILYGVTNGVAVGAAVQEYNHQG 
 

b. Sequência de nucleotídeos do minigene sintetizado, contendo destacado na extremidade 

5´sítio de restrição para BamHI e na extremidade 3´ código de parada e sítio de restrição para 

HindIII  
 

GGATCCTGCGCGGACCCGAACGCGCGTGCGGATTGCGTGCTGAACAACCTGTACGATGTTGCGGC

GGCGTTTGAGGCGAGCGGCCGTCTGGACAGCACCAGCGATCTGAAGGCGGCGTATCCGGGCCTGG

TGGAAGTTAACGCGGCGAGCGGTATCACCACCCCGCCGGACACCAGCGCGTTTCTGCGTCCGATGA

ACCTGCGTCCGCGTGTGCTGAGCCCGGAGAAGCGTCGTCGTATTGCGGCGGATATTCTGTACGGTG
TTACCAACGGTGTGGCGGTTGGTGCGGCGGTTCAGGAATATAACCACCAAGGTtAAGCTT 

 

4. Kinetoplastid membrane protein11 (KMP-11) de L. braziliensis 
 

a. Sequências de aminoácidos (A4HMP3_LEIBR)  
 

MATTYEEFAAKLDRLDEEFNKKMQEQNAKFFADKPDESTLSPEMKEHYEKFERMIKEHTEKFNK

KMHEHSEHFKHKFAELLEQQKAAQYPGK 

 

b. Sequência de nucleotídeos do gene sintetizado, contendo destacado na extremidade 5´sítio 

de restrição para BamHI e na extremidade 3´ código de parada e sítio de restrição para  HindIII  
 

GGATCCATGGCTACCACCTACGAAGAGTTCGCTGCGAAGCTGGATCGTTTGGACGAAGAGTTTAA

CAAGAAAATGCAAGAACAGAATGCTAAGTTCTTTGCGGATAAACCGGACGAGAGCACCCTGAGCC

CGGAAATGAAGGAGCACTACGAAAAATTCGAGCGTATGATTAAGGAACATACCGAGAAGTTCAAC

AAGAAGATGCACGAACATAGCGAGCACTTCAAGCATAAATTTGCGGAACTGTTGGAGCAACAGAA

GGCTGCGCAATATCCGGGTAAAtAAGCTT 

 

5. Proteína hipotética de L. braziliensis 
 

a. Sequências de aminoácidos (A4HIR9_LEIBR)  

 
MMYTGEIENGQMHGRGCLVYPNKEKYEGDWVYGKRHGHGVYTYADGSKYDGEWVEDKVHG

KGTCYYASGNRYTGDWTFGRINGRGVLEYADGDRYDGEWKDGRMHGKGLYYYSNGDRYEGE

WKDDKRHGKGTVTYAGPDGSVSEKFDGDWMEGRMQGWGKYYYADGGVYEGEWQDGKMHG

KGTYIFPNGNKYEGEWFDDVKQGYGVLTYVNGERYEGYWLDDKAHGTGTLTYLQGDRYTGEW

YQGKKHGHGTLAYSNKDTYEGEWRNDSATGRGVLEYANGCRYEGDWLDDRRHGEGQLLLPDG

SSYEGGWVNGKKDGRARIILKCGAIFVGTWKDNHIVGQGEFRLSEHCDLSNSDY 

 

b. Sequência de nucleotídeos do gene sintetizado, contendo destacado na extremidade 5´sítio 

de restrição para BamHI e na extremidade 3´ código de parada e sítio de restrição para HindIII  
 

GGATCCATGATGTACACCGGCGAGATCGAAAACGGCCAGATGCACGGTCGTGGCTGCCTGGTGTA

CCCGAACAAGGAGAAATATGAGGGTGACTGGGTGTACGGCAAGCGTCACGGTCACGGCGTTTACA

CCTATGCGGACGGTAGCAAATATGATGGCGAGTGGGTGGAAGACAAGGTTCACGGTAAAGGCACC

TGCTACTATGCGAGCGGTAACCGTTACACCGGCGATTGGACCTTCGGTCGTATTAACGGTCGTGGC

GTTCTGGAGTATGCGGACGGCGATCGTTACGACGGTGAATGGAAGGATGGCCGTATGCACGGTAA

AGGCCTGTACTATTACAGCAACGGTGACCGTTATGAGGGCGAATGGAAGGACGATAAACGTCACG
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GTAAAGGTACCGTGACCTATGCGGGTCCGGATGGCAGCGTTAGCGAGAAATTTGACGGTGATTGG

ATGGAAGGCCGTATGCAGGGTTGGGGCAAGTATTACTATGCGGACGGTGGCGTGTACGAGGGTGA

ATGGCAAGATGGCAAGATGCACGGTAAAGGCACCTATATCTTCCCGAACGGTAACAAGTACGAGG

GCGAATGGTTTGACGATGTTAAACAAGGTTACGGCGTGCTGACCTATGTTAACGGCGAGCGTTACG

AAGGCTATTGGCTGGACGATAAAGCGCACGGTACCGGCACCCTGACCTACCTGCAGGGTGACCGTT

ACACCGGCGAGTGGTATCAAGGTAAGAAACACGGTCACGGCACCCTGGCGTATAGCAACAAGGAC

ACCTACGAGGGTGAATGGCGTAACGATAGCGCGACCGGTCGTGGCGTGCTGGAGTATGCGAACGG

CTGCCGTTACGAGGGTGACTGGCTGGACGATCGTCGTCATGGTGAAGGCCAGCTGCTGCTGCCGGA

TGGTAGCAGCTATGAAGGTGGCTGGGTTAACGGTAAGAAAGATGGCCGTGCGCGTATCATTCTGA

AGTGCGGTGCGATCTTCGTGGGTACCTGGAAAGATAACCACATTGTTGGTCAAGGCGAGTTTCGTC
TGAGCGAACACTGCGACCTGAGCAACAGCGATTACtAAGCTT 

 

6. Proteína quinase ativada por mitógeno 4 (MAPK4) de L. braziliensis 

 

a. Sequências de aminoácidos (A4HA94_LEIBR)  

 
MTQLVPLAELPSGKKIYSVRGQGFEVDREYDLVKIIGFGAYGTVCSAVANRSGERVAIKRLSRVF

GDLREGKRILREMEIMTSLKHSNLIRLHHFLRPHSKETFEDIYFVMDLYDTDLNRIIRSRQKLTDE

HLQYFMIQAFRGLHYLHSAKVMHRDLKPSNLLVNADCALAICDFGLARDDQVMSSSDLTQYVVT

RWYRPPEVLGMGFNQYTSAVDVWSLGLIFAELMVGRTLLPGTDYIEQLVMIVNLLGSPSIDDMEF

LSSEARAFILSQPHRPALPFRDLFPMATEEATDLLSKLLVFHPARRLTAKQVMEHPYFSKYRDPAE

EADAPNPFVWNHSHIETKAQLREDLWRVVEAYSHSNE 

 

b. Sequência de nucleotídeos do gene sintetizado, contendo destacado na extremidade 5´sítio 

de restrição para BamHI e na extremidade 3´ código de parada e sítio de restrição para HindIII  

 
GGATCCATGACCCAACTGGTTCCGCTGGCGGAGCTGCCGAGCGGTAAGAAAATCTACAGCGTGCG

TGGTCAAGGCTTCGAGGTTGACCGTGAATACGATCTGGTGAAAATCATTGGTTTTGGCGCGTATGG

TACCGTGTGCAGCGCGGTTGCGAACCGTAGCGGTGAACGTGTTGCGATTAAGCGTCTGAGCCGTGT

GTTCGGTGACCTGCGTGAAGGCAAACGTATCCTGCGTGAGATGGAAATTATGACCAGCCTGAAGC

ACAGCAACCTGATCCGTCTGCACCACTTTCTGCGTCCGCACAGCAAAGAGACCTTCGAAGACATTT

ACTTTGTGATGGATCTGTATGACACCGATCTGAACCGTATCATTCGTAGCCGTCAGAAGCTGACCG

ACGAGCACCTGCAGTACTTCATGATCCAAGCGTTTCGTGGTCTGCACTATCTGCACAGCGCGAAGG

TTATGCACCGTGATCTGAAACCGAGCAACCTGCTGGTGAACGCGGACTGCGCGCTGGCGATTTGCG

ATTTCGGCCTGGCGCGTGACGATCAGGTTATGAGCAGCAGCGATCTGACCCAATACGTGGTTACCC
GTTGGTATCGTCCGCCGGAAGTGCTGGGTATGGGCTTCAACCAATACACCAGCGCGGTGGACGTTT

GGAGCCTGGGTCTGATCTTTGCGGAGCTGATGGTTGGTCGTACCCTGCTGCCGGGCACCGATTATA

TCGAACAGCTGGTGATGATTGTTAACCTGCTGGGCAGCCCGAGCATCGACGATATGGAGTTCCTGA

GCAGCGAAGCGCGTGCGTTTATTCTGAGCCAACCGCACCGTCCGGCGCTGCCGTTCCGTGACCTGT

TTCCGATGGCGACCGAGGAAGCGACCGATCTGCTGAGCAAACTGCTGGTTTTTCATCCGGCGCGTC

GTCTGACCGCGAAGCAGGTGATGGAACACCCGTACTTCAGCAAATATCGTGACCCGGCGGAGGAA

GCGGATGCGCCGAACCCGTTTGTGTGGAACCACAGCCACATCGAGACCAAGGCGCAACTGCGTGA

AGACCTGTGGCGTGTGGTTGAGGCGTATAGCCACAGCAACGAAtAAGCTT 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 163 

ANEXO 1 
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ANEXO 2 

 

 

 
 

 


