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RESUMO 

 

A leishmaniose visceral (LV) ou calazar é a forma mais grave dentre os 

diferentes tipos de leishmaniose, podendo levar à morte se não for diagnosticada e 

tratada. No Brasil, a LV é uma doença zoonótica, causada pela espécie Leishmania 

infantum, sendo o cão seu principal reservatório. A LV é um grave problema de saúde 

pública, devido ao crescente número de novos casos e de mortes a cada ano, colocando 

o Brasil na posição de terceiro  lugar em incidência no mundo. Assumindo que o cão 

possui um papel central na epidemiologia da LV, as atuais estratégias de controle se 

resumem na eliminação de cães soropositivos, no combate às formas adultas do vetor, 

no diagnóstico e tratamento de humanos. Entretanto, os usuais métodos de diagnóstico 

apresentam limitações críticas que refletem diretamente na eficiência dos programas de 

controle da doença que, ainda, vigoram no país. Neste contexto, se fazem urgentes 

estudos que visem o desenvolvimento de novas técnicas de diagnóstico que sejam 

simples, rápidas, não invasivas, de relativo baixo custo e que possam ser utilizadas em 

campo. Diante do exposto, o presente trabalho teve como principal objetivo a produção 

de um novo antígeno recombinante, baseado na porção repetitiva de kinesina de L. 

infantum. Análises in silico de predição indicaram que a kinesina apresenta em sua 

porção repetitiva inúmeros epitopos de células B e um alto grau de desordem 

estrutural, sugerindo que antígenos constituídos de motivos repetitivos desta proteína 

exibem um alto potencial antigênico. Para a expressão heteróloga da proteína 

recombinante  foram desenhados iniciadores específicos contendo em suas 

extremidades sítios de restrição para facilitação da transferência de amplicons em 

vetores de clonagem e de expressão, possibilitando a produção de um antígeno 

recombinante solúvel, com 8.5 motivos repetitivos de 39 aminoácidos, chamado 

rKDDR. Ensaios comparativos de reconhecimento sorológico canino e humano 

comprovaram que a rKDDR possui maior sensibilidade (cão 88,54% e 78,13; humano 

92,86% e 90,48%, respectivamente) e especificidade (cão 97,30%  e 90,09%; humano 

100% e 97,92%, respectivamente) em relação a rK39. Além disso, a ELISA rKDDR 

apresentou melhor desempenho quando comparada com o Kit EIE-LVC, teste 

sorológico recomendado pelo Ministério da Saúde para o diagnóstico da LV canina. 

Esses resultados indicam que a rKDDR pode ser utilizada para o teste diagnóstico da 

leishmaniose visceral e contribuir para o controle da infecção em cães e humanos. 
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ABSTRACT 

 

Visceral leishmaniasis (VL) or kala-azar is the most severe form among the 

different types of leishmaniasis, which can lead to death if not properly diagnosed and 

treated. In Brazil, the VL is a zoonotic disease caused by Leishmania infantum and dogs 

are the major reservoir. VL is a serious public health problem due to the increasing 

number of new cases and deaths each year, which places Brazil in the third position of 

incidence worldwide. Assuming that dogs have a central role in the epidemiology of VL, 

current strategies of control are focused in the elimination of seropositive dogs, vector 

control and the diagnosis and treatment of infected humans. However, the usual 

diagnostic methods have critical limitations that limit the efficiency of programs for 

control that still prevail in the country. In this context, development of simple, quick, 

non-invasive, relatively low cost diagnostic techniques that could be used in the field 

are still urgent and necessary. The present work aimed to produce a new recombinant 

antigen based on the repetitive portion of the L. infantum kinesin. In silico prediction 

showed that the kinesin repetitive portion presents numerous B cell epitopes and a high 

degree of structural disorder, suggesting a high potential of antigenicity. For the 

heterologous expression of recombinant protein, specific primers containing an 

overhang at restriction sites to facilitate the transfer of amplicons into cloning and 

expression vectors were designed, enabling the production of a soluble recombinant 

antigen, with 8.5 motifs of 39 amino acid repeating, namely rKDDR. Comparatively, 

canine and human serologic recognition tests of rKDDR has shown greatest sensitivity 

(dog: 88.54% and 78.13%; human: 92.86% and 90.48%, respectively) and specificity 

(dog: 97.30% and 90.09%; human: 100% and 97.92%, respectively) when compared to 

rK39. In addition, rKDDR-ELISA shown better performance when compared with the 

kit EIE-LVC, the serologic test recommended by the Brazilian Ministry of Health for the 

diagnosis of canine VL. Taking together, these results indicate that rKDDR might be 

used for serodiagnosis test of visceral leishmaniasis and contribute to the control of the 

infection in dogs and humans.  
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1.1 Leishmaniose visceral  

  

A leishmaniose visceral (LV), também denominada calazar (kala-azar), é 

considerada uma doença sistêmica e de alta letalidade, pois se não houver tratamento, 

pode levar à morte em mais de 90% dos casos. A doença é causada por espécies de 

protozoários digenéticos pertencentes ao Filo Sarcomastigophora, Ordem 

Kinetoplastida e Família Trypanosomatidae (Ross 1903) e apresenta um período médio 

de incubação de 2 a 6 meses no homem e 3 a 7 meses no cão (Ministério da Saúde 

2006). A LV exibe um amplo espectro de manifestações clínicas, que podem variar 

desde casos assintomáticos a ocorrências graves, estas, com acentuado 

comprometimento de órgãos como baço, fígado, medula óssea, linfonodos, epiderme e 

intestino. 

   

1.1.1 Os agentes etiológicos da leishmaniose visceral 

 

Até pouco tempo, admitia-se a existência de três espécies - Leishmania 

donovani, L. infantum e L. chagasi - causadoras da LV, reunindo-as em um complexo 

chamado Leishmania donovani (Lainson & Shaw 1987). Entretanto, após uma revisão 

realizada por Lainson e Shaw em 2005, passou-se a admitir duas subespécies 

viscerotrópicas geograficamente separadas responsáveis pela LV: a Leishmania (L.) 

infantum chagasi, incriminada como o agente etiológico da LV americana e Leishmania 

(L.) infantum infantum sendo o agente no Velho Mundo (Lainson & Shaw 2005). 

Já a proposta feita por Lukes e col. em 2007, presume que a leishmaniose 

visceral é causada por protozoários pertencentes ao complexo Leishmania donovani, 

reunindo duas espécies de Leishmania: Leishmania (Leishmania) donovani e 

Leishmania (Leishmania) infantum, sendo a espécie L. (L.) infantum o agente etiológico 

da LV de transmissão zoonótica nas Américas, Europa, África, China e no oriente 

médio. Já em regiões como Índia, ocidente africano, Bangladesh e Nepal a espécie L. 

(L.) donovani é a responsável por provocar tanto a forma clássica da LV, com também a 

leishmaniose dérmica pós-calazar (LDPK). Além disso, sua transmissão possui caráter 

antroponótico, ou seja, a doença é transmitida de um ser humano para outro através do 

vetor (Herwaldt 1999, Lukes et al. 2007).  
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Atualmente, por falta de evidências sólidas que comprovem diferenças 

relevantes entre as espécies L. infantum e L. chagasi, ambas são consideradas 

sinonímias (Maurício et al. 2000). 

 

1.1.2 Ciclo biológico e transmissão 

 

Os parasitos do gênero Leishmania são transmitidos através da picada de 

dípteros pertencentes à Família Psychodidae e subfamília Phlebotominae (Lainson & 

Shaw 1978), conhecidos popularmente como mosquito-palha, 

birigui, cangalha, tatuquíra, entre outros.  

O flebotomíneo da espécie Lutzomyia longipalpis é considerado o vetor da L. 

infantum no Brasil, afetando tanto o homem quanto os animais domésticos em 

ambientes urbanos e periurbanos (Sacks & Kamhawi 2001, Lainson & Rangel 2005). 

Esses parasitos exibem um ciclo de vida heteróxeno, que significa ocorrência de 

alternância em hospedeiros vertebrados e invertebrados.  

No seu ciclo de vida (Figura 1), os parasitos podem apresentar formas 

flageladas (promastigotas e paramastigotas), as quais se desenvolvem no tubo digestivo 

do flebotomíneo, enquanto que as formas não-flageladas, denominadas amastigotas, 

desenvolvem-se no interior das células do sistema fagocitário mononuclear (SFM) dos 

hospedeiros vertebrados (Grimaldi & Schottelius 2001). O ciclo se inicia quando 

fêmeas de flebotomíneo hematófagas ingerem, durante o repasto sanguíneo em um 

hospedeiro, as formas amastigotas.  No interior do tubo digestivo do inseto, as 

amastigotas começam a dividir e se diferenciar em promastigotas procíclicas (células 

alongadas e com flagelo livre). Posteriormente, após o rompimento da membrana 

peritrófica, os parasitos migram para a região anterior do tubo digestivo do inseto e 

invadem o esôfago e faringe. Ali os parasitos se diferenciam em formas infectantes 

chamadas promastigotas metacíclicas (Killick Kendrick & Rioux 1991, Schlein 1993). 

Durante um novo repasto sanguíneo, a fêmea de flebotomíneo regurgita as formas 

promastigotas metacíclicas infectantes no local da picada, onde são imediatamente 

internalizadas por macrófagos residentes ou por células do SFM do hospedeiro 

vertebrado. No interior dos fagolisossomos, as formas flageladas se diferenciam em 

amastigotas, que passam a se multiplicar por divisão binária, até que a célula hospedeira 

se rompa liberando as amastigotas, que serão fagocitadas por macrófagos adjacentes  
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dando continuidade ao ciclo no hospedeiro vertebrado (Mosser & Brittingham 1997, 

Kane & Mosser 2000).  

 

 

Figura 1. Esquema do ciclo de vida do gênero Leishmania nos seus hospedeiros 

vertebrados e invertebrados. FONTE: adaptado de (Stuart et al. 2008). 

 

 

1.1.3 Aspectos gerais da epidemiologia e distribuição da leishmaniose visceral 

 

Apesar do crescente esforço no combate da transmissão da LV no mundo, seja 

no âmbito da pesquisa ou pelos inúmeros programas de controles espalhados nos 

diferentes continentes, o calazar ainda é classificada como uma doença negligenciada, 

de acordo com recentes estimativas da Organização Mundial de Saúde (OMS) (WHO 

2014).  
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A LV exibe uma ampla distribuição geográfica (Figura 2), sendo que até o 

presente momento ocorre em 65 países, onde 90% dos casos concentram-se em cinco 

Estados de baixo índice sócio-econômico, os quais são: Brasil, Bangladesh, Índia, Nepal 

e Sudão. As regiões rurais e suburbanas desses países representam os locais com 

maiores taxas de transmissão, afetando principalmente crianças e idosos (Alvar et al. 

2012).   

Estima-se que, anualmente, são registrados de 0,2 a 0,4 milhões de novos casos 

de LV, além de ocorrerem entre 20 mil e 40 mil mortes causadas pelas espécies de 

Leishmania viscerotrópicas em todo o mundo (WHO 2014). Em termos globais, o 

Brasil é o terceiro mais importante foco de LV, sendo também o detentor do maior 

número de novos casos relatados de calazar nas Américas, (Desjeux 2004a, b, Maia-

Elkhoury et al. 2008, Alvar et al. 2012). No período de 1998 a 2010 o número médio 

anual de casos de LV no país foi de 3246, com uma taxa de incidência de 

aproximadamente 1,85 casos por 100.000 habitantes, e com uma tendência a aumentar, 

devido ao crescimento constante da população de cães infectados (Maia-Elkhoury et al. 

2008, Alvar et al. 2012). Além disso, nos últimos anos, o número de mortes, bem como 

a taxa de letalidade relacionada à VL têm aumentado gradualmente: foram registradas 

117 (3,4%) mortes no ano de 1994, subindo para 262 (7,2%) em 2006, representando 

um aumento na taxa de mortalidade de quase 124% (Ministério da Saúde 2010). 

Casos de co-infecção de Leishmania (complexo L. donovani) e o vírus do HIV 

(Human Immunodeficiency Virus – Vírus da Imunodeficiência Humana) têm 

aumentado ao longo dos anos no Brasil. Em 2006, 2,5% dos casos de LV foram 

concomitantes com infecção por HIV (Maia-Elkhoury et al. 2007). Já em 2008, o 

percentual de casos de LV concomitante com HIV subiu para 4,2% (Sousa-Gomes et al. 

2011).  

 

 

 

 

 

 

 



                                     

                      1. INTRODUÇÃO 

6 

 

 

 

 

Figura 2. Estado de endemicidade da leishmaniose visceral no ano de 2012.  

FONTE: WHO, 2013  

(http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leishmaniasis_VL_2013.png) 

   

 

1.1.4 O controle da leishmaniose visceral 

 

Diante do atual panorama epidemiológico da LV no mundo, da diversidade e da 

complexidade das relações biológicas entre os parasitos e os seus hospedeiros, nos 

diferentes ambientes, não resta dúvidas de que estabelecer um programa de controle em 

locais endêmicos se torna um verdadeiro desafio para as agências de saúde pública. A 

sugestão da WHO para a prevenção e combate da LV em áreas endêmicas é de que haja 

uma combinação de estratégias de intervenções direcionadas aos reservatórios e vetores 

(preferencialmente estágios adultos do flebotomíneo), em paralelo com um 

monitoramento ativo de infecção através de métodos sensíveis de diagnóstico clínico, 

parasitológico e sorológico (WHO 2010).  

 

http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leishmaniasis_VL_2013.png
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Atualmente, no Brasil, pelo fato da transmissão da LV ser de caráter zoonótico e 

dos reservatórios (cães) desempenharem um papel central da epidemiologia da doença 

no país, foram estabelecidas três frentes de combate fundamentais: eliminação de cães 

positivos, o combate às formas adultas do vetor e diagnóstico seguido de tratamento. 

Estudos anteriores já demonstraram que tais medidas podem reduzir drasticamente a 

transmissão, se mantidas por um longo período de tempo (Magalhaes et al. 1980, 

Desjeux 1996, Jeronimo et al. 2000, Palatnik-de-Sousa et al. 2001, França-Silva et al. 

2003). Entretanto, recentemente, essa estratégia tem sido questionada. Apesar de 

esforços agressivos no controle da LVC centrados na eliminação de cães reativos aos 

testes de diagnóstico – que também têm sido questionados – e na aplicação de 

inseticidas, a incidência da LV humana continua em níveis altos e crescentes (Dantas-

Torres & Brandão-Filho 2006). A esse dilema do controle da LVC, atribui-se o fato de 

que cerca de 80% dos cães infectados de áreas endêmicas exibem a forma assintomática 

da doença, os quais acabam atuando ativamente como fonte infecção e passando 

despercebidos pelos testes sorológicos vigentes (Reis et al. 2006, Dantas-Torres et al. 

2006).  

A falta de um teste diagnóstico sorológico confiável, sensível, rápido e simples 

representa um dos problemas centrais para o controle da LV (Ritmeijer et al. 2006, 

Akhoundi et al. 2010). 

 

1.2 Diagnóstico da leishmaniose visceral 

 

1.2.1 Diagnóstico clínico 

 

Na LV humana os sintomas podem variar de paciente para paciente, dependendo 

de fatores relacionados à virulência do parasito e do estado imunológico do indivíduo. 

O diagnóstico clínico deve ser feito levando em consideração sinais como: febre e 

esplenomegalia, associado ou não à hepatomegalia e pancitopenia (Boelaert et al. 2004, 

Ministério da Saúde 2006). Em cães sintomáticos é possível observar alterações 

cutâneas, linfadenomegalia local ou generalizada, perda de peso, aumento do tamanho 

do baço e do fígado, onicogrifose e apatia (Maia & Campino 2008).  

A diversidade de sinais clínicos da doença torna o diagnóstico clínico da LV 

bastante complexo. Além da ausência de sintomatologias patognomônicas, os sinais  
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clássicos da doença podem ser facilmente confundidos com outras parasitoses (Silva, F. 

S. 2007), dificultando o diagnóstico clínico. 

 

1.2.2 Diagnóstico Parasitológico 

 

Os métodos de diagnóstico parasitológicos de visualização dos parasitos por 

meio de microscopia apresentam os maiores índices de especificidade, alguns chegam a 

atingir bons níveis de sensibilidade e são considerados o padrão ouro para o diagnóstico 

da LV (Herwaldt 1999). Entretanto, os métodos convencionais baseiam-se em técnicas 

de investigações por microscopia de esfregaço de fragmentos ou punção de líquidos dos 

tecidos de tropismo típicos do parasito, como punção medular e esplênica (Ho et al. 

1948, Siddig et al. 1988, Zijlstra et al. 1992, Babiker et al. 2007). Tais métodos são 

altamente invasivos e dolorosos, que exigem profundo conhecimento técnico para serem 

realizados (Kager & Rees 1983). Além disso, os resultados dos testes parasitológicos 

são demorados e a sensibilidade é dependente da carga parasitária, a qual depende da 

evolução da doença (Vilaplana et al. 2004, Reis et al. 2006).    

 

1.2.3 Diagnóstico sorológico 

 

 Diferentes métodos empregados na detecção de anticorpos anti-Leishmania têm 

sido desenvolvidos (Tabela I), entretanto limitações como redução dos níveis de 

anticorpos após o tratamento (Kumar et al. 2001, Braz et al. 2002) e significativa 

proporção de indivíduos assintomáticos torna esta estratégia de controle um verdadeiro 

desafio (Schaefer et al. 1995).  

O primeiro teste sorológico específico realizado para diagnosticar a LV foi a 

reação de fixação do complemento (RFC) e se tornou, a partir do final da década de 50, 

uma boa alternativa para os exames parasitológicos diretos, entretanto sua baixa 

sensibilidade e devido a reação cruzada com outras formas da leishmaniose o teste foi 

rapidamente substituído por ensaios de fluorescência que surgiram na década de 60 

(Flemmings et al. 1984, Hockmeyer et al. 1984, Smith et al. 1984, Pappas et al. 1985).  

A reação de imunofluorescência indireta (RIFI) começou a ser utilizada a partir 

da década de 60 e até recentemente era considerada como o método sorológico padrão 

ouro no diagnóstico da LV devido a sua alta sensibilidade (87-100%) e especificidade  



                                     

                      1. INTRODUÇÃO 

9 

 

 

(77-100%) (el Amin et al. 1986, Iqbal et al. 2002, Boelaert et al. 2004). Entretanto, 

aspectos como, demanda de equipamentos sofisticados e de elevada experiência técnica 

para a realização deste teste o tornam laborioso e caro, inviabilizando sua aplicabilidade 

em campo, bem como sua utilização em estudos de triagem em larga escala (Iqbal et al. 

2002, Chappuis et al. 2007). 

O ensaio imunoadsorvente ligado à enzima (ELISA) foi introduzido da década 

de 70 e atualmente é o teste sorológico mais utilizado para o diagnóstico da LV (Alves 

& Bevilacqua 2004). Este ensaio possui a vantagem de ser utilizado em testes de 

triagem em estudos epidemiológicos, devido à capacidade de processar varias amostras 

ao mesmo tempo, porém sua performance é muito influenciada pelo tipo de antígeno 

utilizado no teste (Maia & Campino 2008). A ELISA com antígenos brutos ou solúveis 

é a mais comumente realizada e apresenta sensibilidade variando entre 80% e 100%, 

enquanto que a especificidade pode variar de 84% a 95% (Rajasekariah et al. 2001a, 

Ryan et al. 2002). A especificidade da ELISA de antígenos brutos ou solúveis pode ser 

comprometida, pois estes testes podem apresentar reatividade cruzada com outros 

protozoários parasitos que possuem moléculas antigênicas semelhantes às de L. 

infantum (Choudhry et al. 1990, Oliveira et al. 2008, Romero et al. 2009, Zanette et al. 

2014). O rK39 é predominantemente apontado pela literatura científica como o antígeno 

recombinante mais promissor para o diagnóstico sorológico da LV (Burns et al. 1993), 

apresentando excelente sensibilidade (93-100%) e especificidade (97-98%) em testes de 

ELISA realizados em vários países endêmicos para a LV  (Qu et al. 1994, Singh et al. 

1995, Badaró et al. 1996, Braz et al. 2002, Kurkjian et al. 2005, Costa et al. 2012). 

Entretanto, esse antígeno tem sido menos eficiente em algumas regiões, como por 

exemplo, no leste da África. De algum modo, pacientes residentes em áreas endêmicas 

do Sudão apresentam baixos títulos de anticorpos contra a rK39 quando comparados 

com pacientes indianos (Ritmeijer et al. 2006).  

Testes sorológicos baseados em ensaios imunoenzimáticos (ELISA), 

imunofluorescência indireta (RIFI) ou western blot (ver Tabela 1) têm mostrado alta 

precisão para o diagnóstico da LV, entretanto estes testes revelam uma séria limitação 

por não serem adaptados ao campo (Ho et al. 1983, Iqbal et al. 2002). Como alternativa 

às limitações inerentes aos testes imunoenzimáticos apontadas anteriormente, o teste de 

aglutinação direta (DAT) é de fácil execução, baixo custo e pode ser utilizado em  
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campo (Harith et al. 1986, 1987). Vários estudos com o DAT em diferentes áreas 

endêmicas mostraram sensibilidade variando de 85% a 100% e especificidade de 91% a 

100% (Oskam et al. 1999, Chappuis et al. 2006, Akhoundi et al. 2010). Este método 

apresenta limitações relacionadas ao tempo elevado de espera para se obter o resultado, 

além da dificuldade de padronização da concentração do antígeno a ser utilizado 

(Chappuis et al. 2006, 2007).   

Outro método de sorodiagnóstico da LV de boa aplicação em campo é o teste 

imunocromatográfico da rK39 (TIC-rK39).  Pela sua simplicidade, rápido resultado, alta 

reprodutibilidade e baixo custo, este teste é considerado a melhor ferramenta para 

diagnóstico da LV em estudos de triagem em campo (Chappuis et al. 2007), exibindo 

boa sensibilidade e especificidade (90-100% e 93-100%, respectivamente) (Sundar et al. 

1998, 2002, Jelinek et al. 1999, Carvalho et al. 2003, Welch et al. 2008). Contudo, mais 

estudos para a validação do TIC da rK39 ainda são necessários. 

Muitos estudos já demonstraram a presença de vários antígenos de Leishmania 

na urina de pacientes com LV (Abeijon et al. 2012, Abeijon & Campos-Neto 2013).  O 

teste de aglutinação do látex (KAtex) é relativamente simples e recomenda-se seu uso 

para pacientes imunocomprometidos, entretanto casos de pacientes com baixa 

concentração de antígeno na urina impede a sua distinção com pacientes negativos, 

comprometendo a sensibilidade do teste  (Attar et al. 2001, Sarkari et al. 2002, Rijal et 

al. 2004).   

Apesar do contínuo desenvolvimento de variados testes de imunodiagnóstico da 

LV ao longo das últimas décadas, limitações intrínsecas de cada técnica resulta em um 

diagnóstico impreciso, tornando também imprecisos os dados epidemiológicos 

resultantes de estudos feitos com estas mesmas técnicas. Este tipo de problema reforça 

ainda mais importância do esforço científico para o desenvolvimento de tecnologias e 

testes mais confiáveis para o diagnóstico da LV. 

 

 

 

 

 

 

 



                                     

                           1. INTRODUÇÃO 

11 

 

 

Abreviaturas: (RIFI) reação de imunofluorescência; (CSA) “crude soluble antigen” - antígeno bruto solúvel; (DAT) “direct agglutination test” – 

teste de aglutinação direta; (TIC) teste de imunocromatografia. 

 

FONTE: adaptado de (Elmahallawy et al. 2014). 

Tabela I: Detecções sorológicas e antigênicas comumente utilizadas para o diagnóstico da LV 

 Ensaio ou 

Método 

Sensibilidade (%) Especificidade (%) Vantagens Desvantagens Referências 

Detecção de 

anticorpo 

RIFI 87-100 77-100 Detectável nos estágios iniciais da 

infecção e não detectável de 6-9 

meses após cura clínica 

Requer laboratórios sofisticados. Nenhuma 

aplicação no campo 

(Badaró et al. 1983, Iqbal et 

al. 2002, Boelaert et al. 2004) 

ELISA 52-98 50-100 Pode ser usado em triagens em larga 

escala de estudos epidemiológicos 

A sensibilidade e especificidade são muito 

influenciadas pelo antígeno utilizado. 

Requer pessoal qualificado, equipamentos 

sofisticados e eletricidade 

(Rajasekariah et al. 2001b, 

Ryan et al. 2002, Menezes-

Souza et al. 2014b) 

CSA como 

Ag. 

 

80-100 84-95 Alta sensibilidade Reatividade cruzada relativamente alta, 

reduzindo a especificidade do teste 

(Rajasekariah et al. 2001b, 

Ryan et al. 2002) 

rK39 como 

Ag. 

75-98 

 

79-89 

 

  (Burns et al. 1993, Badaró et 

al. 1996, Abass et al. 2013) 

Western 

Blot 

90-98 98-100 Fornece respostas de anticorpos 

detalhadas para vários antígenos de 

Leishmania 

Demorado, tecnicamente complicado e 

dispendioso 

(Mary et al. 1992, Santos-

Gomes et al. 2000, Brito et al. 

2000, Ravindran et al. 2004, 

Cota et al. 2012) 

DAT 85-100 91-100 Teste rápido, aplicável em campo Limitações para uso em regiões de 

endemicidade. Tempo de incubação longo. 

Indisponibilidade de fonte comercial do 

antígeno e fragilidade 

(Oskam et al. 1999, Chappuis 

et al. 2006, Akhoundi et al. 

2010) 

TIC com 

rK39 

90-100 93-100 Baixo custo, rápido, simples e pode 

ser realizada por uma pessoa não 

treinada 

Não detecta assintomáticos com baixa 

titulação 

(Sundar et al. 1998, 2002, 

Jelinek et al. 1999, Carvalho 

et al. 2003, Welch et al. 2008) 

Detecção de 

antígeno 

      

KAtex 79-100 60-100 Simples, fácil realização e útil para 

diagnóstico de pacientes 

imunocomprometidos 

Difícil distinguir resultado fracamente 

positivo de resultados negativos; a urina 

deve ser fervida para  eliminar fatores 

aglutinantes evitando reações falso-positivo 

(Attar et al. 2001, Sarkari et 

al. 2002, Rijal et al. 2004) 
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1.2.4 Kinesinas de Leishmania 

 

As kinesinas pertencem a uma superfamília de proteínas motoras que estão 

presentes em todos os eucariontes e desempenham um papel importante na regulação 

dos processos de mitose e controle de comprimento do flagelo das espécies de 

Leishmania (Dubessay et al. 2006, Blaineau et al. 2007). Em 1993, Burns e 

colaboradores caracterizaram um antígeno relacionado à molécula de kinesina (locus 

tag: Linj.14.1180) de L. infantum (LiKin). De modo geral, a Likin compõe a maquinaria 

de proteínas responsáveis pela movimentação do flagelo, movimentação dos 

cromossomos durante a fase de divisão celular e locomoção de vesículas 

citoplasmáticas (Burns et al. 1993). Em sua estrutura molecular primária, a LiKin possui 

uma série de repetições de 39 aminoácidos denominado K39 (Burns et al. 1993).  

A importante relação das kinesinas de Leishmania com o diagnóstico sorológico 

deve-se à presença de longas regiões repetitivas na sua sequência proteica. Esta região 

de repetição que se estende por grande parte da extensão da proteína apresenta blocos 

ou motivos de repetição de 39 aminoácidos. Os motivos repetitivos, aparentemente, 

estão associados com a elevada antigenicidade de proteínas recombinantes derivadas de 

kinesinas (Burns et al. 1993, Bhatia et al. 1999, Sivakumar et al. 2006, Abass et al. 

2013). Neste sentido, propomos a seguinte hipótese:  

“O aumento da proporção de motivos repetitivos na proteína recombinante 

derivada de kinesina, resultará no aumento da performance dos testes de 

reconhecimento sorológico” 

Vários antígenos recombinantes derivados de kinesina de Leishmanias do 

complexo Leishmania donovani já foram descritos. Dentre eles destacam-se as proteínas 

derivadas de kinesina de L. infantum: rK39, rK9 e rK26 que apresentaram um bom 

desempenho em diferentes estudos, revelando seu alto potencial para o diagnóstico da 

LV (Burns et al. 1993, Bhatia et al. 1999, Kurkjian et al. 2005, Farajnia et al. 2008, 

Mohapatra et al. 2010). Antígenos recombinantes baseados na kinesina de L. donovani 

também foram desenvolvidos e caracterizados, tais como: rKRP42, rKE16 e rKLO8 

(Sivakumar et al. 2006, Takagi et al. 2007, Abass et al. 2013). A rKE16 alcançou 

sensibilidade e especificidade de 100% no diagnóstico da LV no Velho Mundo, além 

disso esse antígeno revelou excelente performance para o diagnóstico da leishmaniose 

dérmica Pós-Kalazar (Sivakumar et al. 2006). Contudo, mesmo antígenos com boa 



                                     

                      1. INTRODUÇÃO 

13 

 

 

performance como rK39 e rKE16 ainda apresentam baixo desempenho no Brasil e Leste 

Africano (Cunningham et al. 2012), elevando ainda mais a necessidade de 

desenvolvimento de novos antígenos recombinantes e mais eficientes baseados em 

kinesina. 
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Afetando anualmente aproximadamente 300.000 de pessoas no mundo, a 

leishmaniose visceral é reconhecida pela Organização Mundial de Saúde (OMS) como 

uma das principais e mais graves doenças parasitárias (WHO 2014).  O número de 

pessoas expostas ao risco de infecção em seis países, que notificaram mais de 90% dos 

casos de LV em todo o mundo, incluindo o Brasil, chegaria a 310 milhões (WHO, 

2014).  

Dados epidemiológicos recentes identificaram lacunas no conhecimento sobre o 

impacto e incidência  da LV na maioria dos países endêmicos, chamando a atenção para 

a necessidade de desenvolvimento de um robusto sistema de vigilância nesses locais 

(Alvar et al. 2012, WHO 2013). Para que o sistema de vigilância tenha impacto 

significativo no controle da LV é necessário que haja métodos de diagnóstico rápidos, 

com boa reprodutibilidade e com ótima acurácia. Por esse motivo, o desenvolvimento 

de novos testes sorológicos mais confiáveis, utilizando novos antígenos que aumentem 

a performance dos testes, é crucial para o controle da transmissão da leishmaniose 

visceral (LV) (Boelaert et al. 2000, van Griensven & Diro 2012).  

Diante disso, neste trabalho, propomos a expressão heteróloga de um novo 

antígeno recombinante baseado na porção repetitiva da kinesina de L.infantum, visando, 

sobretudo a construção de um antígeno recombinante constituído exclusivamente de 

motivos repetitivos de kinesina denominado rKDDR (Kinesin Degenerated Derived 

Repeat) para uso em testes de sorodiagnóstico para a leishmaniose visceral. 



                                    

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. OBJETIVOS



                                   

                      3. OBJETIVOS 
  

17 

 

 

3.1. Objetivo Geral 

 

 Avaliar o potencial antigênico da proteína recombinante rKDDR e sua aplicação 

em testes de reconhecimento sorológico para o diagnóstico da leishmaniose visceral.  

 

 

3.2. Objetivos Específicos 

 

3.2.1. Predizer por ferramentas de bioinformática o potencial antigênico da KDDR; 

 

3.2.2. Realizar a expressão heteróloga da proteína rKDDR; 

 

3.2.3. Realizar testes de ELISA comparativos para determinar a performance 

diagnóstica da rKDDR em relação à antígenos já caracterizados para o diagnóstico da 

leishmaniose visceral. 
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4.1. Parasitos 

 

4.1.1 Cultivo de L. infantum   

 

Os parasitos da espécie L. infantum (MHOM/BR/1972/BH46) foram 

inicialmente isolados a partir de um fragmento do baço de hamsters da espécie 

Mesocricetus auratus, experimentalmente infectados com 10
7
 promastigotas deste 

parasito. As amostras dos baços foram inoculadas em meio de cultura Schneider’s 

Insect Medium (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) suplementado com 10% de soro 

fetal bovino (Cultilab, Brasil). Com a finalidade de evitar contaminação com fungos e 

bactérias, foram adicionados aos meio meios de cultura 100U/mL penicilina e 

100µg/mL de estreptomicina (Gibco® Life technologies, EUA). As culturas foram 

mantidas em estufa biológica BOD (Tecnal TE-371, Brasil) à temperatura de 23°C ± 

1°C.  

Para o crescimento adequado dos parasitos, as garrafas de culturas foram 

homogeneizadas constantemente por um agitador (Elmeco, EUA)presente no interior da 

BOD. Após dez dias de expansão populacional das promastigotas, os parasitos foram 

distribuídos em alíquotas para criopreservação em nitrogênio líquido em uma solução 

PBS - Phosphate Buffered Saline [NaCl 153 mM (Synth, Brasil); Na2HPO4 7,6 mM 

(Nuclear, Brasil); NaHPO4 2,7 mM (Nuclear, Brasil); pH  = 7,4] contendo 1% de 

Glicose (Vetec, Brasil) e 16% de Glicerol (Synth, Brasil) para serem utilizadas em 

futuros experimentos deste estudo. 

 

4.2. Predição de epítopos lineares de células B e de desordem estrutural 

  

Para avaliar o potencial antigênico da rKDDR, a sequência completa do gene da 

kinesina (TritrypDB ID: Linj.14.1180) de L. infantum foi submetida à predição de 

epítopos lineares de células B, utilizando o programa BepiPred 1.0 com um cut-off de 

1,3 (Larsen et al. 2006). Para a determinação do grau de desordem da região da KDDR 

foi utilizado o programa IUPred, cut-off de 0,5(Dosztányi et al. 2005). 
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4.3. Expressão heteróloga da porção repetitiva da kinesina de L. infantum 

 

4.3.1. Obtenção de DNA genômico de L. infantum purificado 

 

Para extração de DNA genômico foi utilizado o kit GFXTM Genomic Blood 

DNA Purification (GE Healthcare, EUA) seguindo o protocolo do fabricante. Foi 

utilizado em cada extração 10
8
 promastigotas de L. infantum. As formas promastigotas 

foram submetidas à centrifugação a 2.000g (Eppendorf centrifuge 5804 R, Alemanha) a 

4°C por 10 minutos. Após essa centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o 

sedimento lavado duas vezes com 10 mL de solução salina PBS com centrifugações de 

2.000g a 4°C por 10 minutos. A 300 µL de cada amostra, foi adicionado 20 µL de 

proteinase K (Bioline, Reino Unido) e 400 µL do tampão de lise do kit GFXTM 

Genomic Blood DNA Purification, seguido de agitação em vórtex por 15 segundos e 

incubação por 10 minutos em temperatura ambiente. O DNA genômico foi separado da 

mistura inicial por sua afinidade a uma coluna de sílica. A coluna com o DNA ligado foi 

lavada 3 vezes com tampão de lavagem. O DNA extraído foi eluído da coluna de sílica 

com 50 µL água milliQ autoclavada previamente aquecida a 37°C e quantificado no 

espectrofotômetro NanoDrop
®
 Spectrophotometer ND-1000 (Thermo Scientific, EUA). 

 

4.3.2. Desenho de iniciadores que flanqueiam a região repetitiva da kinesina de L. 

infantum (TritrypDB ID: Linj.14.1180) para a obtenção de amplicons utilizados na 

expressão heteróloga 

 

Iniciadores (primers) específicos para a região repetitiva da kinesina foram 

desenhados e validados por meio da amplificação in silico e por PCR convencional. 

Para permitir que o primer reverso se anele especificamente dentro da porção repetitiva, 

sem que ocorra sucessivos anelamentos inespecíficos foi necessário encontrar um 

nucleotídeo degenerado entre as sequencias repetitivas (Figura 3-A). Com o auxílio da 

ferramenta Clustal O (1.2.1) Multiple Sequence Alignment (Sievers & Higgins 2014), 

foi feito o alinhamento múltiplo dos 9 primeiros blocos das sequências de nucleotídeos 

que codificam os motivos repetitivos de 39 aminoácidos no gene da kinesina, 

possibilitando a identificação de um nucleotídeo (Timina) degenerado (Figura 3-B).  
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Com isso, o primer reverso pode ser desenhado de modo a anelar em função do 

nucleotídeo T degenerado (Figura 3-B). Os primers utilizados foram:  

 

Forward, 5´ GCTAGCCGTGAAAGCGCCTGC 3´ e  

Reverse, 5´ CTCGAGTCAGGCCTCCAGCTGA 3´. 

 

À extremidade 5` de cada primer foram adicionados sítios de restrição (em 

negrito e sublinhados: NheI and XhoI, respectivamente) para facilitar a transferência dos 

amplicons entre os vetores de clonagem pGEM
®

-T (Promega, EUA) e de expressão 

pET28a-TEV (CeBiME, Campinas/SP). Imediatamente após o sítio de restrição do 

iniciador reverso (destacado em vermelho), foi também adicionado o códon de 

terminação gênica (stop codon). O tamanho esperado do amplicon gerado por esses 

primers em PCR seria de 1086 pb. 
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Figura 3. Desenho esquemático do cromossomo 14 de L. infantum e alinhamento 

múltiplo. A: O cromossomo 14 de L. infatum contém o gene que codifica a proteína 

kinesina que possui uma extensa região de repetição. B: alinhamento múltiplo dos 9 

primeiros motivos repetitivos (117 pb) do gene da kinesina (TritrypDB ID: 

Linj.14.1180). T, timina degenerada; destacados em azul, nucleotídeos que foram 

utilizados como molde para o desenho do primer reverso (sequência complementar-

reversa de: 5´ TCAGCTGGAGGCC 3´). 
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4.3.3. Amplificações por PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) 

  

 As amplificações por PCR foram realizadas utilizando como molde 100ng de 

DNA genômico de formas promastigotas de L. infantum (MHOM/BR/1972/BH46), com 

o tampão Green GoTaq®Reaction Buffer (Promega, Barsil) 1x; 200μM de dNTP 

(Promega, Brasil); 10ng de cada um dos iniciadores forward e reverse; e 1,25U de Tap 

DNA Polimerase (Phoneutria Biotecnologia e Serviços Ltda, Brasil), em um volume 

final de 50 μL de reação. 

 

4.3.4. Análise do padrão de amplificação em gel de agarose 

 

Os amplicons (~1100 pb) obtidos nas PCRs foram submetidos à separação em 

gel de agarose (Agargen, Brasil) 1% a 120v em tampão TAE 1X (4,8 g/L Tris-base pH 

= 8,0; 1,14 mL ácido acético glacial; 2 mL EDTA 0,5M), contendo 0,3 μg/μL de 

brometo de etídio (Bio-Rad, Brasil). Foi utilizado padrão de peso molecular de 1kb 

(Promega, EUA).  

 

4.3.5. Purificação das bandas de tamanho esperado do gel de agarose 

 

Após a separação em gel de agarose, as bandas de tamanho esperado foram 

excisadas utilizando lâmina de bisturi. O DNA obtido foi submetido ao protocolo do 

QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen, EUA) para obtenção do DNA purificado. 

 

4.3.6 Ligação dos amplicons purificados ao vetor de clonagem pGEM
®

-T 

 

Os amplicons purificados foram clonados no vetor pGEM
®
-T (Promega, EUA), 

após incubação por 16 horas a 4
o
C com a enzima T4-ligase, seguindo as instruções do 

fabricante (Promega, EUA). Devido à presença do gene de resistência a ampicilina no 

vetor, esse antibiótico foi utilizado para seleção de transformantes positivos. 
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4.3.7 Transformação de bactérias por eletroporação 

 

Cerca de 20 μL dos sistemas de ligação foram incubados por 5 minutos no gelo 

com 50 μL de bactérias Escherichia coli das cepas eletrocompetentes XL1-Blue 

(Phoneutria, Brasil), ou BL-21Star. Após este período, as amostras foram transferidas 

para Micro Pulser Cuvettes (Bio-Rad, EUA) de 0,1 cm e submetidas a um pulso 

(2,50kV) em um eletroporador MicroPulser (Bio-Rad, EUA). Após a eletroporação, 

foram adicionados 300 μL do meio de cultura 2xYT líquido (Triptona 16 g/L; Extrato 

de Levedura 10 g/L; NaCl 5 g/L), seguido por incubação durante uma hora a 37ºC em 

agitação (Maxq 400, Thermo Scientific, EUA)  a 180 rpm (rotações por minuto). Após 

este período, as amostras foram plaqueadas em meio sólido 2xYT-ágar a 1,5% com 

ampicilina (SEM, Brasil) a 100 μg/mL caso o vetor utilizado tenha sido o pGEM
®
-T ou 

kanamicina  (Sigma-Aldrich, EUA) a 50μg/mL no caso do vetor pET28a-TEV. As 

placas foram colocadas em estufa (Nova Ética, Brasil) à 37ºC durante 12-16 horas, para 

obtenção de colônias isoladas. 

 

4.3.8. Extração e purificação dos plasmídeos recombinantes 

 

Os clones positivos obtidos foram inoculados em 3-4 mL de meio 2xYT, 

contendo o antibiótico específico para cada vetor, e cultivados durante 12-16 horas à 

37
o
C sob agitação (Maxq 400, Thermo Scientific, EUA) de 180 rpm. A extração dos 

plasmídeos foi realizada utilizando o kit QIAprep®Spin Miniprep Kit (Qiagen). 

 

4.3.9. Digestão dos vetores com enzimas de restrição 

 

Para aumentar a eficiência das enzimas de restrição as digestões foram divididas 

em duas etapas. Primeiramente, os plasmídeos pGEM
®
-T contendo os insertos, assim 

como o vetor de expressão pET28a-TEV, foram digeridos com NheI (Promega, EUA) 

durante 16 horas à 37
o
C. Após a digestão, as amostras foram submetidas à separação 

eletroforética em gel agarose e purificação, como previamente descrito no item 4.3.4. O 

produto da purificação foi então submetido à digestão por XhoI (Promega, EUA), 

repetindo os mesmos procedimentos da digestão anterior. 
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4.3.10. Ligação ao vetor de expressão pET28a-TEV 

 

O vetor de expressão pET28a-TEV, produzido no centro de Biologia Molecular 

e Estrutural (CeBiME, Campinas/SP), possui o gene de resistência à kanamicina para 

seleção positiva dos transformantes. A ligação entre os insertos obtidos do pGEM
®
-T  

por digestão enzimática e o vetor pET28a-TEV, também previamente digerido com as 

mesmas enzimas de restrição, foi realizada nas suas extremidades coesivas, por 

incubação a 4
o
C durante 16 horas com a enzima T4 Ligase (Promega) em tampão 

específico (Tris-HCl 30mM, MgCl2 10mM,  DTT 10mM, ATP 10mM, pH = 7.8). Após 

a incubação, o produto de ligação foi utilizado na transformação de bactérias E. coli BL-

21Star por eletroporação. 

 

4.3.11. Sequenciamento da montagem pET28a-TEV/KDDR 

 

O sequenciamento dos clones positivos foi realizado pela empresa Macrogen 

(Seul, Coréia do Sul) em sequenciador automático ABI Prism®3730xl DNA Analyser 

(AppliedBiosystems), utilizando os primers T7 forward e reverse para o vetor pET28a-

TEV. As sequências obtidas foram processadas pelo pacote PhredPhrapConsed (Ewing 

et al. 1998, Ewing & Green 1998), para retirada de sequências de baixa qualidade, 

sequências do vetor e formação de contigs. Após o processamento, as sequências foram 

submetidas à pesquisa de homologia usando o programa BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool) (Altschul et al. 1990) contra o banco de dados “Nucleotide 

collection (nr/nt)” do NCBI (National Center for Biotechnology Information) e contra 

todos os bancos de genoma do Tritrypdb DB, para confirmação da identidade dos genes 

clonados. Para avaliar o grau de  identidade entre a proteína recombinante predita e a 

sequência protéica da kinesina (TritrypDB ID: Linj.14.1180), foi feito o alinhamento 

global utilizando o programa  Clustal O (1.2.1) Multiple Sequence Alignment (Sievers 

& Higgins 2014). 
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4.3.12. Indução da expressão das proteínas recombinantes 

 

Colônias isoladas de E. coli BL-21Star contendo o plasmídeo pET28a-

TEV/KDDR, foram inoculadas em 3 mL de meio 2xYT líquido contendo kanamicina 

(50 μg/mL) e incubadas a 37ºC por 14 horas sob agitação de 180 rpm. Após este 

período, os inóculos foram diluídos na proporção de 1:20 em 10 mL de meio 2xYT 

contendo kanamicina (50μg/mL) e incubados a 37
o
C a 180 rpm até atingirem DO600 

(Densidade óptica) entre 0,6 e 0,8. A expressão das proteínas recombinantes foi 

induzida pela adição de isopropil-β-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG) a 1mM 

(Invitrogen, Brasil), sendo a cultura, então, incubada por 3 horas a 37
o
C a 180rpm. Após 

as 3 horas de indução, a cultura foi centrifugada a 2.000 g, por 25 minutos a 4
o
C em 

centrífuga Eppendorf 5804R, congelada em nitrogênio líquido e armazenada a –80
o
C. 

Alíquotas da cultura que foram separadas imediatamente antes da adição de IPTG e 

após 3 horas de expressão foram também congeladas. 

 

4.3.13. Teste de solubilidade 

 

Os sedimentos celulares mantidos a –80
o
C serão descongelados e ressuspendidos 

em 5 mL de PBS para cada 50 mL de cultura, na presença de Lisozima (Sigma, EUA) 

a100 μg/mL, sendo, então, homogeneizados e deixados em repouso por 15 minutos. 

Após o repouso, as alíquotas foram submetidas a 5 ciclos de congelamento em 

nitrogênio líquido e descongelamento em banho-maria à 37
o
C e passadas 

exaustivamente em seringas de insulina (1mL/U100, 26G ½”, 0,45x13mm – TKL, 

China) para fragmentação do DNA genômico. As amostras foram centrifugadas por 10 

minutos a 11.000 g a 4
o
C, para separação das frações solúvel (sobrenadante) e insolúvel 

(sedimento). Amostras destas duas frações foram analisadas em gel de poliacrilamida-

SDS (vide item 4.3.14) para avaliar em qual fração se encontra a proteína recombinante.  

 

 

 

 

 



                                   

                      4. METODOLOGIA 
  

27 

 

 

4.3.14. Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) 

 

As amostras obtidas nos testes de expressão, solubilidade e frações das 

purificações foram submetidas à separação por eletroforese em gel de poliacrilamida, 

utilizando Bis-acrilamida (Gibco BRL Ultra Pure, EUA) 40%. O gel de separação a 

12% foi preparado utilizando Tris-HCl 1,5M pH8,8 e SDS 0,01%; persulfato de amônio 

0,5 v/v e TEMED (Promega, EUA) 0,05 v/v. O gel de concentração foi preparado de 

modo semelhante ao de separação, mas utilizando o tampão Tris-HCl 1,5M pH6,8. 

Às amostras obtidas da indução e teste de solubilidade foi adicionado o tampão 

de amostra (SDS 10%; Tris-HCl 0,5 mM pH 6,8; azul de Bromofenol 1%; 2-β-

mercaptoetanol 5%; glicerol 10%). As amostras foram fervidas durante 5 minutos para 

desnaturação das proteínas e aplicadas no gel para separação eletroforética. A 

eletroforese foi realizada em tampão de corrida (Tris-HCl 25mM; glicina 192 mM; SDS 

0,1%, pH = 8,3) à voltagem constante de 200 V.  Após a corrida, os géis foram corados 

por incubação por 2-16 horas com a solução de Coomassie Blue (Coomassie Brilhant 

Blue G-250 0,25%; metanol 50%; ácido acético 10%), e então, descorados em solução 

etanol 30% e ácido acético 10%. 

 

4.3.15. Purificação de proteínas recombinantes por cromatografia de afinidade 

 

Após a realização do procedimento da seção 4.3.13 (Teste de solubilidade) e 

uma vez definido em qual fração (solúvel ou insolúvel) se encontra a proteína, o extrato 

proteico foi aplicado em uma coluna HisTrap HP de 1 mL (GE Healthcare Life 

Sciences, EUA) conectada a um HPLC (High Performance/Pressure Liquide 

Chromatography – AktaPrime Plus, GE). A coluna foi primeiramente lavada utilizando 

5 volumes de coluna com o tampão A (fosfato de sódio 20mM; NaCl 500mM; imidazol 

30mM). A eluição foi realizada através da adição do tampão B (fosfato de sódio 20mM; 

NaCl 500mM; imidazol 500mM). Todas as frações obtidas que compreenderem toda a 

extensão do pico de absorbância observado durante a eluição foram analisadas por 

eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS. 
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4.4. Ensaios de reconhecimento sorológico 

 

4.4.1 Soros de cães 

 

O painel de soros caninos consistiu de 206 amostras, das quais 96 provenientes 

de cães naturalmente infectados com L. infantum (grupo LVC). As amostras de soros 

caninos infectados com Leishmania (n = 96) foram obtidas de áreas endêmicas para 

LVC no Estado de Minas Gerais, no sudeste do Brasil. O principal critério de inclusão 

para amostras de soro LVC utilizados neste estudo foi a positividade parasitológica para 

a espécie L. infantum, confirmada por análise microscópica de aspirados de medula 

óssea. Cães machos e fêmeas residentes em área não endêmica para leishmaniose 

visceral e com resultados negativos para Leishmania em esfregaços de tecido (medula 

óssea) foram considerados não-infectados e, portanto, foram utilizados como controle 

negativo CN (n = 81). As amostras de cães experimentalmente infectados com 

Trypanosoma cruzi (Tc, n = 15) e naturalmente infectados com Babesia sp. (n = 15) 

foram incluídas para avaliar possível reatividade cruzada.  

 

4.4.2 Soros humanos  

 

Todas as amostras foram obtidas a partir do banco de soros do Laboratório de 

Imunologia e Genômica de Parasito, ICB/UFMG e do Hospital Universitário de Montes 

Cloros (Minas Gerais, Brasil). O painel de soros humanos consistiu de um total de 132 

amostras que foram divididas em 3 grupos: 84 amostras de pacientes com LV (LVH), 

17 amostras de pacientes em infecção crônica com T. cruzi (Tc) para avaliação de 

reatividade cruzada e 31 amostras de humanos negativos que foram utilizados com 

controle negativo (CN) neste estudo. 

  A infecção natural por L. infantum do grupo LVH (n = 84) foi confirmada 

através da análise de microscopia óptica de aspirado da medula óssea desses pacientes, 

seguido por detecção de Leishmania através da amplificação por PCR em tempo real de 

kDNA específico (de Bruijn & Barker 1992). Todos os indivíduos não apresentaram 

infecção concomitante com T. cruzi. As informações das avaliações clínicas, bem como 

os resultados de pPCR foram obtidos a partir do prontuário médico dos pacientes. A  
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infecção natural por T. cruzi do grupo Tc (n = 17) foi confirmada por hemocultura ou 

por associação com os testes do  Kit ELISA recombinante v.3.0 Chagatest
® 

(Wiener 

Lab, Argentina) e Teste de Hemaglutinação Indireta (HAI) Chagatest
®
 (Wiener Lab).  

 

4.4.3 Aprovação do projeto pelo Comitê de Ética em Pesquisa e Experimentação 

Animal  

 

O presente estudo foi inicialmente submetido e aprovado pelos Comitês de Ética 

em Experimentação Animal - CETEA (CEUA/UFMG, Protocolo 44/2012) e de Ética 

em Pesquisa – COEP (CAAE –00842112.2.0000.5149) da Universidade Federal de 

Minas Gerais (UFMG). O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)  para 

pesquisas envolvendo humanos também foi submetido e aprovado pelo COEP/UFMG. 

 

4.5 Teste de ELISA 

 

Os ensaios de ELISA foram realizados utilizando como antígenos a proteína 

rKDDR e a proteína rK39. O teste de ELISA do kit EIE-LVC (FIOCRUZ-Bio-

Manguinhos
®
, Brasil) também foi utilizado neste estudo segundo as instruções do 

próprio manual do kit (Anexo II). Placas de ELISA de 96 wells (Costar®, EUA) foram 

sensibilizadas por 16 horas (overnight) a 4ºC com 50ng de antígeno recombinante 

diluído em 100 μL de tampão carbonato [Na2CO3 15 mM (Synth, Brasil); NaHCO3 34 

mM (Merck, Brasil); pH ajustado em 9,6]. Após a sensibilização, as placas foram 

bloqueadas com 150 μL de PBS-Caseina (Merck, Alemanha) a 2%, pH = 7,4, durante 2 

horas à temperatura ambiente. Após o bloqueio das placas, 100 μL dos soros humanos 

ou de cães diluídos na proporção de 1:100 em PBS-Tween20 a 0,05% (pH = 7,4) foram 

adicionados aos poços e incubados  por 12-16 horas (overnight) a 4ºC. Em sequência, as 

placas foram lavadas 5 vezes com a solução de lavagem (PBS- Tween20 a 0,05%). 100 

μL do anticorpo anti-IgG canino ou humano conjugados com a enzima peroxidase 

(Sigma-Aldrich, USA), em diluição na proporção de  1:5000 (em PBS-Tween20 a 

0,05%), foram adicionados em todos os poços e as placas foram então a incubadas a 

37ºC por 1 hora e 30 minutos. As placas foram novamente lavadas 5 vezes com a 

solução de lavagem (PBS-Tween20 a 0,05%), e em seguida foram adicionados 100 μL  
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da solução reveladora (ácido cítrico 0,1 M; Na2PO4 0,2 M; OPD 0,05% e H2O2 0,1%) 

aos poços. As placas foram então incubadas a 37ºC, ao abrigo de luz, por 10 minutos, 

quando a reação foi interrompida pela adição de 50 μL de 4N H2SO4 diluído em água 

MilliQ. A absorbância resultante da reação foi mensurada em leitor de microplacas de 

ELISA a 492 nm. 

 

4.6 Análise estatística 

 

Para a análise estatística dos dados gerados neste trabalho foi utilizado o 

software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Inc, EUA) e o programa Microsoft Excel 2010 

para o processamento e organização dos dados de absorbância gerados pelas ELISAs. 

Todas as amostras de soros deste trabalho foram testadas em duplicata nas placas de 

ELISA. 

A curva ROC (Receiver Operating Characteristic) foi utilizada para estabelecer 

o limite inferior de positividade (cut-off) para a rKDDR, rK39 e kit EIE-LVC 

(FIOCRUZ-Bio-Manguinhos
®
, Brasil) e para determinar o maior valor combinado de  

sensibilidade, especificidade e área sob a curva. Conforme descrito previamente (Linnet 

et al. 2012), o desempenho de cada teste foi avaliado de acordo com a sensibilidade 

(Se), especificidade (Es), o valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo 

(VPN), a área sob a curva (AUC) e acurácia (AC). O grau de concordância entres os 

testes de ELISA e exame parasitológico (biópsia, aspirado ou PCR) foi determinado 

pelo índice Kappa (k) interpretados de acordo com a seguinte escala de Fleiss : 0,00-

0,20, pobres; 0,21-0,40, justo; 0,41-0,60, moderada; 0,61-0,80, bom; 0,81-0,99, muito 

bom e 1,00, perfeito (Fleiss et al. 1972).  
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5.1. Predição de epitopos lineares de células B e predição de desordem estrutural 

da kinesina de L. infantum 

  

 Neste estudo, utilizando a ferramenta BepiPred 1.0, realizamos a predição dos 

epitopos lineares de linfócitos B presentes na kinesina com o intuito de avaliar o 

potencial antigênico da rKDDR. Além disso, determinamos o grau de desordem 

estrutural ao longo da molécula da kinesina através da ferramenta IUPred, afim de 

verificar a provável linearidade dos epitopos preditos, uma vez que o aumento da 

desordem estrutural significa aumento de linearidade da proteína.  

 Os resultados das predições foram representados na Figura 4 e indicam uma 

grande quantidade de epitopos lineares de células B localizados na região repetitiva da 

kinesina. Por outro lado, não foram identificados epitopos lineares de célula B na região 

não repetitiva da kinesina.  

Com relação à entropia da kinesina, foi possível observar um alto valor de 

desordem (IUpred) na região repetitiva, sugerindo um maior grau de linearização 

estrutural da kinesina nessa região. Interessantemente, é também nessa mesma região 

que foram encontrados os maiores valores de score de predição de antigenicidade, com 

picos coincidindo com a localização dos epitopos preditos (ver gráfico de 

antigenicidade da Figura 4). Observando a localização dos blocos de repetição (seta 

negra segmentada, Figura 4), foi possível identificar uma sobreposição desses motivos 

repetitivos com as regiões dos epitopos e os picos de antigenicidade.  

A localização da proteína rK39, representada pelo retângulo cinza claro (Figura 

4), indica que uma parte significativa de sua sequência está fora da região repetitiva, ao 

contrário do que ocorre com a localização da rKDDR, que se encontra quase que 

inteiramente na região repetitiva (retângulo cinza escuro, Figura 4). Por essa razão, a 

rKDDR apresentou um maior número de epitopos lineares de células B (9) em sua 

sequência, quando comparada com a rK39 (7). 
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Figura 4: Esquema das predições de epitopos e de desordem estrutural da kinesina 

de L. infantum. Pelo fato do tamanho da proteína kinesina (TritrypDB ID: 

Linj.14.1180) de L. infantum ser extremamente extensa (~ 3300 aa), apenas o seu 

primeiro terço está representado pela régua no topo da figura. A seta negra segmentada 

(numerada de 1 a 15) representa a região de repetição da kinesina e cada segmento da 

seta representa um bloco de repetição de 39 aminoácidos. Os retângulos cinza claro e 

cinza escuro significam, respectivamente,  as localizações das proteínas rK39 e rKDDR 

na kinesina. A linha negra tracejada, perpendicular aos retângulos, seta e régua, indica o 

inicio das repetições na proteína kinesina. Os retângulos de cor verde e vermelha de 

diferentes intensidades indicam, respectivamente, a posições preditas dos epitopos 

lineares de células B e as regiões de maior entropia preditas (quanto maior a intensidade 

da cor maior o score de predição).   
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5.2. Expressão Heteróloga da rKDDR 

 

5.2.1. PCR e obtenção de amplicons para clonagem em pGEM
®
-T 

 

A partir da análise da sequência da kinesina  de L. infantum (Linj.14.1180), 

anotada no banco dados genômicos do Tritryp DB, foi possível desenhar primers 

específicos capazes de flanquear a região que corresponde à KDDR no gene, com 

produção de amplicons de tamanho estimado de aproximadamente 1100pb. Este primers 

foram então submetidos à PCR utilizando como molde o DNA genômico de L. infantum 

(MHOM/BR/1972/BH46). 

Após separação eletroforética em gel de agarose do produto de PCR, foi possível 

observar (Figura 5) a presença de duas bandas: uma banda mais forte (destacada pela 

seta) situada sutilmente acima da banda 1000pb do padrão e uma segunda banda de 

tamanho de 1500pb. A presença da banda mais forte com tamanho concordante com o 

esperado indicou  boa especificidade dos primers quanto ao anelamento nas regiões 

esperadas (1093-2121) do gene da kinesina (TritrypDB ID: Linj.14.1180). O 

aparecimento de uma segunda banda mais fraca na altura dos 1500pb sugere que o 

primer reverso anela-se ainda mais adentro da porção repetitiva da kinesina. Em 

sequência, a banda de tamanho esperado foi excisada (Figura 5) e o material genético 

purificado. Os amplicons purificados foram utilizados para a reação de ligação com o 

vetor de clonagem, gerando a construção circular pGEM
®
-T/KDDR.  
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Figura 5: Gel de agarose a 1% do produto da PCR do DNA genômico de L. 

infantum. Bandas mais fortes contendo amplicons de tamanho esperado (~1100pd) são 

excisados para clonagem em vetor de clonagem pGEM®-T. 

 

5.2.2. Digestão com enzimas de restrição (NheI e XhoI) da montagem pGEM
®
-

T/KDDR para subclonagem em vetor de expressão 

 

Os plasmídeos pGEM
®

-T contendo o inserto foram submetidos a reações 

enzimáticas de restrição. Para aumentar o máximo possível a eficiência das enzimas, as 

digestões correram separadamente. A primeira digestão foi realizada com a enzima 

NheI, seguida por etapas de separação eletroforética em gel de agarose, corte da banda 

de interesse (Figura 6) e purificação. A segunda digestão (com XhoI) resultou na 

definitiva liberação dos insertos contendo extremidades coesivas de ambas as enzimas, 

NheI e XhoI (Figura 7). A banda dos insertos foi cortada, purificada para realização da 

sub-clonagem no vetor pET28a-TEV, previamente digerido com as mesmas enzimas. A 

sub-clonagem foi confirmada pela PCR de colônias isoladas de bactérias E. coli (BL-21 

Star) transformadas e a identidade da KDDR clonada foi confirmada por meio de 

sequenciamento.   

 

 

 

 

 

 



                                   

                      5. RESULTADOS                    
  

36 

 

(~4100pb) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Separação eletroforética em gel de agarose a 1% do produto de digestão 

com NheI. Após o processo de digestão os plasmídeos linearizam-se, gerando uma 

única banda com o tamanho do plasmídeo (3000pb) mais o tamanho do inserto 

(~1100pb); pb = pares de base; NheI = canaleta correspondente a digestão do vetor 

pGEM®-T/KDDR por NheI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Separação eletroforética em gel de agarose a 1% do produto de digestão 

com XhoI. Com a segunda digestão, os insertos são separados dos plasmídeos 

linearizados gerando duas bandas: uma maior do tamanho do plasmídeo (3000pb) e 

outra com o tamanho esperado do inserto (~1100pb); pb= pares de base; XhoI = 

canaleta correspondente a digestão do vetor pGEM®-T/KDDR por XhoI. 
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5.2.3. Análise do sequenciamento da montagem pET28a-TEV/KDDR 

  

 Para a confirmação da identidade da KDDR clonada, os vetores contendo os 

insertos KDDR (pET28a-TEV/KDDR) foram enviados para sequenciamento pela 

empresa Macrogen (Seul, Coréia do Sul) em sequenciador automático ABI 

Prism®3730xl DNA Analyser (Applied Biosystems), utilizando os primers T7 forward 

e reverse específicos para o vetor em questão. Após o processamento dos dados do 

sequenciamento por ferramentas de bioinformática, a sequência proteica predita a partir 

do contig gerado pelo sequenciamento foi confrontada com a sequência proteica 

completa da kinesina (TritrypDB ID: Linj.14.1180). A região de match (acerto) entre 

elas (365-707) está representada na Figura 8. 

Analisando o alinhamento global entre as proteínas (Figura 8), nota-se que a 

sequência proteica recombinante apresenta 100% de identidade com a região da KDDR 

na kinesina, além da absoluta nulidade de “mismatchs”, ou seja, de falso alinhamento 

entre dois aminoácidos diferentes. Os “saltos” situados abaixo das sequências em 

vermelho são esperados, uma vez que se trata de um trecho peptídico proveniente do 

vetor que foi propositalmente incorporado à proteína recombinante. 
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Figura 8: Alinhamento global Clustal O (1.2.1) Multiple Sequence Alignment. A 

linha contendo o identificador da proteína recombinante corresponde a sequência 

clonada no vetor pET-28a-TEV, enquanto a linha contendo o identificador do gene da 

kinesina corresponde a sua sequência proteica depositada no Tritryp DB na região 365-

707. O “*” abaixo dos aminoácidos significa que eles são idênticos. O símbolo “-” no 

lugar de um aminoácido corresponde a um “salto” nesta sequência. As sequências em 

vermelho correspondem a parte do vetor pET-28a-TEV que é incorporada à proteína 

recombinante . 
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5.2.4 Análises moleculares da rKDDR 

  

A proteína rKDDR apresenta uma ORF (Open Reading Frame) única com 1086 

pares de base que codificam 362 aminoácidos (Figura 9-A), correspondendo a uma 

massa molecular de 40,21 kDa e um pI (ponto isoelétrico) de 4,63. Esta proteína 

recombinante possui aproximadamente 8,5 blocos repetitivos de 39 aminoácidos, sendo 

que 92% de sua sequência proteica é constituída de motivos repetitivos, enquanto que 

os 8% restantes provém de resquícios do plasmídeo e alguns resíduos da parte não 

repetitiva da kinesina. Esses blocos ou motivos de repetição exibem um padrão de 

degeneração que se conserva entre as sequências repetitivas (Figura 9-B). Isso ocorre 

devido ao fato de todos os motivos repetitivos apresentarem substituições sempre nas 

mesmas posições indicadas pelas setas da Figura 9-B.  

Um aspecto particular da rKDDR é a presença de um motivo repetitivo 

altamente polimórfico (Figura 9), com pelo menos 6 resíduos degenerados, em um 

padrão de substituição de aminoácidos diferente dos demais motivos (Figura 9-B). 
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Figura 9. Sequência de DNA e proteica deduzida da KDDR. A: sequencia de 

nucleotídeos da KDDR está em letra minúscula e em letra maiúscula a sequência 

proteica deduzida; sublinhado em preto estão os motivos repetitivos de 39 aminoácidos 

e sublinhado em amarelo a His-Tag; a sequência de letras maiúsculas vermelhas 

corresponde ao motivo repetitivo polimórfico e as letras maiúsculas em cor azul 

correspondem aos aminoácidos degenerados exclusivas deste motivo; B: letras em preto 

correspondem à sequência consenso dos motivos repetitivos da KDDR; as setas 

apontam as posições de degeneração; abaixo, se encontra o motivo repetitivo 

polimórfico. 
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5.2.5. Indução da expressão e teste de solubilidade da rKDDR 

 

As bactérias E. coli (BL-21 Star) transformadas com os plasmídeos pET28a-

TEV/KDDR foram submetidas à indução de expressão com IPTG para realização do 

teste de expressão. Analisando a Figura 10-A, é demonstrado que as bactérias não 

estimuladas com IPTG (canaleta I) já apresentaram uma produção basal significativa da 

proteína rKDDR. Após 3 horas de estímulo essas bactérias apresentaram um aumento 

notável na expressão da rKDDR (canaleta II). 

O teste de solubilidade (Figura 10-B) revelou que a rKDDR é uma proteína 

solúvel, visto que é encontrada praticamente apenas na fração solúvel (canaleta V). Tal 

característica é uma excelente vantagem para a posterior purificação, uma vez que não 

será necessário o tratamento prévio com ureia, medida que reduziria drasticamente o 

rendimento da produção em larga escala de proteínas recombinantes purificadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Indução da expressão e teste de solubilidade. A: Separação em gel de 

poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) a 12% das amostras de bactérias utilizadas no teste de 

expressão. canaleta I: corresponde à amostra de bactérias transformadas não induzidas; 

canaleta II: amostra de bactérias transformadas com três horas de indução com IPTG ( 

1mM); canaleta III: amostra de bactérias não transformadas (E. coli); B: Separação em 

gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) a 12% das amostras de bactérias utilizadas no 

teste de solubilidade: canaleta IV: fração solúvel e canaleta V: fração insolúvel. 
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5.2.6. Purificação por cromatografia de afinidade da rKDDR 

 

Para permitir a purificação por cromatografia de afinidade através do sistema 

Histidina/Niquel, uma cauda de histidina (His-Tag) foi adicionada na região amino-

terminal da rKDDR. A partir da identificação da fração em que a proteína se encontra, o 

extrato proteico da fração sobrenadante (fração solúvel) foi então submetido a uma 

coluna de níquel. Ao passarem pela coluna, as proteínas com His-Tag interagem com o 

níquel fixando-as à parede da coluna. No processo de eluição, a adição de tampões 

específicos reduz a interação entre o níquel e a histidina liberando as proteínas 

recombinantes da coluna  e permitindo sua obtenção na fração eluida.  

 Todas as frações obtidas que compreendem toda extensão do pico de 

absorbância observado durante a eluição foram analisadas por eletroforese em gel de 

poliacrilamida-SDS a 12,5%. Na Figura 11 nota-se que o aumento da absorbância 

durante a eluição da proteína ligada à coluna His-trap começa a acentuar-se na fração 9 

até atingir o seu auge na fração 11 e posteriormente na fração 13, mantendo-se 

constante até o final da eluição. A presença de bandas fortes na altura dos 40 kDa  

(Figura 12) após a corrida de alíquotas dessas frações, corroborou com os resultados 

achados na curva de eluição. 

Após o processo de purificação, as concentrações proteicas das frações de maior 

pico de absorbância durante a eluição (de 10 a 15) foram submetidas à técnica de 

dosagem de proteínas do Kit BCA (Thermo Scientific, USA) segundo o protocolo do 

fabricante. A Tabela II mostra as concentrações obtidas na diferentes frações. Nota-se 

que as frações 10, 11 e 12 apresentam as maiores concentrações da proteína rKDDR. 

 

Tabela II: Concentrações das frações de purificação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fração [ ] μg/mL 

10 169,8 

11 110,5 

12 80,4 

13 65,4 

14 38 

15 18,9 
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Figura 11: Curva de eluição após purificação por cromatografia de afinidade da 

proteína rKDDR. O pico de absorbância ocorreu entre as frações 9 e 16, indicando a 

presença da proteína rKDDR nas nestas frações. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 12: Gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) para a confirmação da 

purificação por cromatografia de afinidade da proteína rKDDR. As bandas de 

40KDa correspondem à rKDDR. 
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5.3. Sorodiagnóstico da Leishmaniose Visceral por ELISA 

 

5.3.1. Reconhecimento sorológico canino com o antígeno rKDDR  

  

A validação da rKDDR no diagnóstico sorológico da LVC foi realizada por 

ensaios de ELISA. Diante da necessidade de se estabelecer pontos de referência a partir 

de testes confiáveis que, além de apresentarem os melhores desempenhos no 

sorodiagnóstico da LVC na atualidade, são amplamente utilizados e recomendados para 

esse fim, testes de ELISA com o antígeno rK39 e o teste EIE-LVC kit (FIOCRUZ-Bio-

Manguinhos
®
, Brasil) foram realizados neste estudo a fim de defini-los com ponto de 

comparação para a performance da rKDDR.  

 Os dados referentes à reatividade e performance da rKDDR estão representados 

nas Figura 13 e Figura 14. As Tabelas III e IV apresentam sumariamente os dados de 

performance e concordância. O perfil de reatividade de anticorpos (IgG) contra a 

rKDDR mostrou-se interessante, uma vez que nenhum reatividade cruzada foi 

identificada (Figura 13). Por outro lado, tanto a rK39 quanto o kit EIE-LVC (em ambos 

cut-offs) apresentaram alta taxa de reatividade cruzada. O kit EIE-LVC, em ambos os 

cut-offs, foi o que apresentou as melhores taxas de sensibilidade, enquanto que suas 

taxas de especificidade e de reação cruzada foram as piores (Figura 13), dentre os 

métodos testados.  

A ELISA de rKDDR apresentou uma maior sensibilidade (88,54%;  IC de 95%: 

80,42-94,14%) e especificidade (97,30%; IC de 95%: 92,30-99,44%) quando 

comparada com o teste de ELISA da rK39, que apresentou sensibilidade de 78,13% (IC 

de 95%: 68,53-85,92%) e especificidade de 90,09% (IC de 95%: 82,96-94,95%). 

Quando comparada com os outros dois testes, a rKDDR apresentou a maior área da 

curva ROC (AUC=0,954; IC de 95%: 0,922-0,985), contrastando-se com a rK39 que 

exibiu AUC = 0,901 com IC de 95%: 0,869-0,949 (Figura 14 e Tabela IV). A rKDDR 

também alcançou o maior VPP (96,70%), seguido pela rK39 (87,20%) e por último o 

kit EIE-LVC (84,90% para cut-off obtido por curva ROC; 64,18% para cut-off obtido 

seguindo instrução do fabricante, ver Anexo II). 

Em relação à acurácia dos testes (Tabela III), a rKDDR exibiu o maior índice 

de acurácia (AC = 93,24%), enquanto que a rK39 apresentou um índice menor (AC =  
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84,54%). Os índices de acurácia do kit EIE-LVC ficaram relativamente altos (AC = 

89,37%) quando o seu cut-off foi definido com base na curva ROC. Por outro lado, 

quando seu cut-off foi estabelecido de acordo com instruções do kit, seus índices de AC 

foram os menores entre os testes (AC = 73,91%) 

As análises de concordância (Tabela IV) com os métodos de diagnóstico 

parasitológico indicaram que a rKDDR apresenta o melhor índice de concordância 

(0,863, muito bom). Nota-se também que o índice de concordância da rK39 é o terceiro 

pior dentre os testes (0,687, bom). O pior índice ficou com o kit EIE-LVC (0,494, 

moderado), quando seu cut-off é calculado de acordo com o seu manual. Por outro lado, 

quando seu cut-off é definido conforme a curva ROC, seu índice de concordância com 

os métodos de diagnóstico parasitológico aumenta consideravelmente (0,788, bom). 
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Figura 13: Comparação da reatividade dos soros de cães nos testes de ELISA da 

EIE-LVC kit, rK39 e rKDDR. Os diferentes testes de ELISA foram realizados com 

seguintes grupos de soros de cães: CN, controle negativo, n = 81; Babesia, cães com 

babesiose para avaliação de reatividade cruzada, n = 15; Tc, cães com doença de 

Chagas para avaliação de reatividade cruzada, n = 15; LVC, cães com leishmaniose 

visceral canina, n = 96. No eixo das ordenadas estão representadas as absorbâncias de 

comprimento de 492nm. No eixo das abscissas estão ordenados os diferentes grupos de 

soros de cães testados. A linha vermelha é o limite inferior de positividade (cut-off). Os 

índice acima de cada coluna de plotagem indicam o percentual de pontos que estão 

acima do cut-off. A curva ROC foi utilizada para determinar o cut-off de cada teste. 

* Cut-off obtido com base na curva ROC;  # Cut-off obtido de acordo com as instruções 

do manual do fabricante (Anexo II). 
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Figura 14: Comparação das curvas ROC obtidas de cada teste: EIE-LVC kit, rK39 

e rKDDR. As curvas ROC foram geradas pelo software Prisma 5.0 e com elas foram 

determinados os cut-offs, sensibilidade, especificidade e AUC (área sob a curva). O eixo 

das ordenadas está representando as sensibilidades de cada teste. O eixo da abscissa está 

significando a especificidade de cada teste.  
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Tabela III: Percentuais de sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e acurácia dos ensaios imunoenzimáticos rKDDR, rK39 e Kit EIE-LVC em 

soros caninos para diagnóstico da LV canina 

Teste de ELISA Cut-off 

Parâmetros 
α
 

Sensibilidade (%) IC 95% Especificidade (%) IC 95% VPP (%) VPN (%) AC (%) 

rKDDR* 0,111 88,54 80,42-94,14 97,30 92,30-99,44 96,70 90,76 93,24 

rK39* 0,131 78,13 68,53-85,92 90,09 82,96-94,95 87,20 82,64 84,54 

EIE-LVC Kit* 0,162 93,75 86,89-97,67 86,49 78,69-92,23 84,90 94,05 89,37 

EIE-LVC Kit
#
 0,045 98,96 94,33-99,97 52,25 42,56-61,82 64,18 98,30 73,91 

Abreviações: (IC) intervalo de confiança; (VPP) valor preditivo positivo; (VPN) valor preditivo negativo; (AC) acurácia; 

α Os parâmetros foram calculados a partir de todas as amostras de soro canino utilizadas neste trabalho (CN, n = 81; Babesia, n = 15; Tc, n = 15; LVC, n = 96); 

* Cut-off calculado com base na curva ROC; 

# Cut-off calculado de acordo com manual do fabricante (Anexo II). 
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Tabela IV: Concordância dos testes de ELISA rKDDR, rK39 e do Kit EIE-LVC com o diagnóstico parasitológico para LV canina 

Teste de ELISA AUC IC 95% tP tN FP FN κ
α
 IC 95% Concordância

β
 

rKDDR* 0,954 0,922-0,985 85 108 3 11 0,863 0,794-0,932 Muito Bom 

rK39* 0,901 0,869-0,949 75 100 11 21 0,687 0,588-0,786 Bom 

EIE-LVC Kit* 0,951 0,924-0,978 90 95 16 6 0,788 0,704-0,871 Bom 

EIE-LVC Kit
#
 NA NA 95 58 53 1 0,494 0,393-0,595 Moderado 

 

Abreviações: (AUC) área sob a curva ; (IC) intervalo de confiança; (tP) teste positivo; (tN) teste negativo; (FP) falso positivo; (FN) falso negativo;   

α Para calcular o fator Kappa todas as amostras de soros caninos foram utilizadas (CN, n = 81; Babesia, n = 15; Tc, n = 15; LVC, n = 96); 

β Os testes de diagnóstico parasitológico foram padrão ouro para o cálculo da concordância;  

* Cut-off calculado com base na curva ROC; 

# Cut-off calculado de acordo com manual do fabricante (Anexo II). 
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5.3.2. Leishmaniose visceral humana: reconhecimento sorológico humano 

 

O validação da rKDDR no diagnóstico sorológico da leishmaniose visceral 

humana foi realizada por meio de ensaios de ELISA comparativos entre a rKDDR e 

rK39. 

Os dados referentes à reatividade e curva ROC da rKDDR e rK39 estão 

representados na Figura 15. Nas Tabelas V e VI estão representados de maneira 

sumária os resultados de performance e de concordância dos testes. O perfil de 

reconhecimento sorológico de humanos com LV da rKDDR foi superior ao da rK39. 

Não foi identificada nenhuma reatividade cruzada com os soros de pacientes chagásicos 

em ambas as proteínas recombinantes.  

A ELISA de rKDDR apresentou maior sensibilidade (92,4%; IC de 95%: 85,10-

97,33%) e especificidade (100,00%; IC de 95%: 92,60-100,00%) quando comparada 

com o teste de ELISA da rK39, que apresentou sensibilidade de 90.48% (IC de 95%: 

82,09-95,80%) e especificidade de 97,92% (IC de 95%: 88,93-99,95%). Comparada 

com a rK39, a rKDDR apresentou a maior área sob a curva ROC (AUC=0.975; IC de 

95%: 0,950-0,999), enquanto que a rK39 que exibiu AUC = 0.951 com IC de 95%: 

0,913-0.988 (Figura 15 e Tabela VI). A rKDDR também obteve maior VPP (100%), 

VPN (88,88%) e AC (95,65%) em comparação com a rK39, que apresentou VPP de 

98,70%, VPN de 85,45% e AC de 93,61%. 

Vale resaltar que, em função dos resultados obtidos pela rKDDR aqui 

apresentados, foi feito pela Coordenadoria de Transferência e Inovação Tecnológica 

(CTIT) da UFMG, depósito da patente referente ao “Processo de Produção e Uso da 

Proteína rKDDR e Kit para Diagnóstico de Leishmaniose”,  junto ao Instituto Nacional 

da Propriedade Industrial (INPI). A documentação referente ao depósito da patente está 

descrita no Anexo I.     
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Figura 15: Comparação da reatividade e das curvas ROC dos testes de ELISA da 

rK39 e rKDDR com soros humanos. Os dois testes de ELISA foram realizados com 

seguintes grupos de soros humanos: CN, controle negativo, n = 31; Tc, pacientes com 

doença de Chagas para avaliação de reatividade cruzada, n = 17; LVH, pacientes com 

leishmaniose visceral, n = 84. A e B: reatividade dos soros humanos no teste de ELISA 

da rK39 e sua curva ROC, respectivamente; C e D: reatividade dos soros humanos no 

teste de ELISA da rKDDR e sua curva ROC, respectivamente. Nos gráficos de 

reatividade, os eixos das ordenadas estão representando as absorbâncias de 

comprimento de 492nm e nos gráficos de curva ROC as sensibilidades de cada teste. 

Nos gráficos de reatividade, os eixos das abscissas estão ordenados os diferentes grupos 

de soros humanos testados e nos gráficos de curva ROC as especificidades de cada 

teste. A linha vermelha é o limite inferior de positividade (cut-off). Nos gráficos de 

reatividade, os índices acima de cada coluna de plotagem indicam o percentual de 

pontos que estão acima do cut-off. As curvas ROC foram geradas pelo software Prisma 

5.0 e com elas foram determinados os cut-offs, sensibilidade, especificidade e AUC 

(área da curva) de cada teste. 
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Tabela V: Percentuais de sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e acurácia dos ensaios imunoenzimáticos rKDDR e rK39 em soros humanos 

para diagnóstico da LV humana 

Teste de ELISA Cut-off 
Parâmetros

 α
 

Sensibilidade (%) IC 95% Especificidade (%) IC 95% VPP (%) VPN (%) AC (%) 

rKDDR* 0,242 92,86 85,10-97,33 100,00 92,60-100,00 100 88,88 95,65 

rK39* 0,204 90,48 82,09-95,80 97,92 88,93-99,95 98,70 85,45 93,61 

 
Abreviações: (IC) intervalo de confiança; (VPP) valor preditivo positivo; (VPN) valor preditivo negativo; (AC) acurácia; 

α Os parâmetros foram calculados a partir de todas as amostras de soro canino utilizadas neste trabalho (CN, n = 31; Tc, n = 17; LVH, n = 84); 

* Cut-off calculado com base na curva ROC; 

 

Tabela VI: Concordância dos testes de ELISA rKDDR e ELISA rK39 com o diagnóstico parasitológico para LV humana 

Teste de ELISA AUC IC 95% tP tN FP  FN  κ
α
 IC 95% Concordância

β
 

rKDDR* 0,975 0,950-0,999 78 48 0 6 0,904 0,830-0,979 Muito Bom 

rK39* 0,951 0,913-0.988 76 47 1 8 0,857 0,768-0,947 Muito Bom 

 

Abreviações: (AUC) área sob a curva; (IC) intervalo de confiança; (tP) teste positivo; (tN) teste negativo; (FP) falso positivo; (FN) falso negativo;   

α Para calcular o fator Kappa todas as amostras de soros caninos foram utilizadas (CN, n = 31; Tc, n = 17; LVH, n = 84); 

β Os testes de diagnóstico parasitológico foram padrão ouro para o cálculo da concordância; 

* Cut-off calculado com base na curva ROC; 
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Neste presente estudo, identificamos, por análises de bioinformática de predição, 

uma grande quantidade de epitopos lineares de células B presentes na kinesina de L. 

infantum, além de um alto grau de desordem estrutural na porção repetitiva dessa 

proteína. Na análise em questão, verificamos, ainda, uma nítida sobreposição das 

posições dos blocos repetitivos com as posições dos epitopos preditos e dos picos de 

antigenicidade. Além disso, esses motivos repetitivos, bem como os epitopos estão 

presentes em menor número na sequência da rK39 (Burns et al. 1993) e em maior 

número na da rKDDR.  

Estudos recentes têm revelado um aumento significativo do fator de ativação de 

células B (BAFF) no soro de pacientes com LV, esses valores chegaram a ser 4 vezes 

maior do que o observado em indivíduos saudáveis, sugerindo que os parasitos do 

complexo Leishmania donovani produzem ativamente moléculas de natureza 

antigênica, que atuam como fortes potencializadores da resposta imune humoral no 

hospedeiro vertebrado (Goto et al. 2014). 

Diversos trabalhos com proteínas repetitivas já demonstraram grande produção 

de anticorpos específicos contra as porções repetitivas de diferentes proteínas em 

indivíduos com leishmaniose e em outras parasitoses, como a tripanosomíase e malaria 

(Coppel et al. 1984, Koenen et al. 1984, Cowman et al. 1985, Kemp et al. 1987, Ibañez 

et al. 1988, Burns et al. 1992, 1993, Bhatia et al. 1999, Goto et al. 2006, 2007, 2010, 

Thuy et al. 2012, Nguyen et al. 2014). Algumas proteínas secretadas por células 

cancerígenas, conhecidas por induzirem uma forte resposta imune humoral, possuem em 

sua sequencia proteica regiões de repetição (Kotera et al. 1994, Mollick et al. 2003), 

sugerindo que esses motivos repetitivos tendem a ser antigênicos independente da 

origem.  

Várias são as razões atribuíveis ao caráter antigênico de proteínas repetitivas 

como a kinesina de L. infantum. Uma delas seria de que as múltiplas cópias dos motivos 

repetitivos ocasionam uma maior exposição das porções antigênicas ao sistema imune 

do hospedeiro. Outra característica demonstrada em estudos proteômicos de amastigotas 

de Leishmania, é que, comparadas com as proteínas expressas de todo o proteoma do 

parasito, proteínas repetitivas apresentam-se altamente expressas, indicando que os 

parasitos do gênero Leishmania utilizam ativamente a família de proteínas repetitivas 

para parasitismo intracelular em hospedeiros mamíferos (Goto et al. 2010, Mendes et al. 
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2013). Além disso, esses estudos pressupõe a hipótese de que o tamanho das repetições 

e seu grau de degeneração interferem na capacidade de alguns parasitos intracelulares 

de invadir células do hospedeiro (Mendes et al. 2013). 

O estudo de 64 genes de L. infantum que codificam proteínas repetitivas, 

incluindo a kinesina, revelou uma forte tendência de elas possuírem carga elétrica (Goto 

et al. 2007). Tal característica explicaria, pelo menos em parte, sua propensão a serem 

solúveis em meio aquoso (hidrofilia). Por questões de termodinâmica e cinética 

molecular, proteínas hidrofílicas são reconhecidas por serem melhores antígenos de 

células B do que hidrofóbicas. De fato, no presente trabalho, a rKDDR provou ser uma 

proteína solúvel por meio dos testes de solubilidade. Além disso, outro aspecto 

importante é que 92% de sua sequência proteica é constituída de motivos repetitivos de 

kinesina, já a rK39 apresenta apenas 60% desses motivos repetitivos em sua 

constituição (Burns et al. 1993). 

Em consonância com esses aspectos inerentes às proteínas repetitivas, nossos 

dados de predição de epitopos de células B, bem como da sequência proteica predita da 

rKDDR avigoram as evidências de que proteínas repetitivas derivadas de kinesina, ou 

de qualquer outra proteína repetitiva de L. infantum, são excelentes candidatas a 

antígeno para o diagnóstico sorológico da leishmaniose visceral. Ressalta-se, ainda, que 

o uso de ferramentas de bioinformática de predição de epitopos de célula B revela ser de 

suma importância para a identificação e caracterização de novas proteínas com alto 

potencial antigênico e, portanto, prováveis candidatas ao sorodiagnóstico da LV. 

Recentemente, com o intuito de verificar se o número de motivos repetitivos de 

um antígeno recombinante de T. cruzi influencia o desempenho de ensaios de detecção 

de anticorpos em pacientes chagásicos, testes com diferentes quantidades dos motivos 

repetitivos nesses antígenos foram conduzidos (Valiente-Gabioud et al. 2011). Os 

resultados levaram a conclusão de que o aumento no número de repetições não resulta 

no aumento da resposta humoral contra o antígeno. Por outro lado, verificou-se que a 

avidez das interações anticorpo/antígeno foram maiores com o aumento das repetições, 

o que determinaria uma maior especificidade nos testes sorológicos (Valiente-Gabioud 

et al. 2011). É importante ressaltar que, a rKDDR além de ter provado ser mais sensível 

que a rK39 em relação aos testes sorológicos da LV humana e canina, apresentou 

melhor especificidade (com nenhuma ocorrência de reatividade cruzada) no diagnóstico 

da LVC e no da LV humana, corroborando em parte com os resultados do trabalho de 
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Valiente-Gabioud e colaboradores (2011). A maior sensibilidade da rKDDR 

possivelmente está relacionada ao fato da rKDDR possuir 32% mais epitopos lineares 

que a rK39, somado, ainda, ao fato de que rKDDR é constituída quase que 

exclusivamente de motivos repetitivos, o que não ocorre na rK39.   

Grande é a discussão a respeito das características essenciais que um teste de 

diagnóstico para a LV precisa possuir (Chappuis et al. 2007, Maia & Campino 2008, 

Elmahallawy et al. 2014). O motivo disso está relacionado ao fato de que o diagnóstico 

de qualquer parasitose é o ponto de partida imperativo para qualquer ação que se deseja 

tomar em relação ao seu tratamento e controle (Chappuis et al. 2007). Partindo desse 

princípio, o teste de diagnóstico da LV precisa ser sensível o suficiente para detectar 

indivíduos infectados independente do estágio da doença em que se encontram, a fim de 

que possam ser tratados e que não se tornem uma fonte de infecção para o vetor (Alves 

& Bevilacqua 2004). Por outro lado, o teste precisa também ser específico o suficiente 

para evitar tratamento desnecessário, uma vez que o mesmo possui sérios efeitos 

colaterais, ou, ainda, de evitar a eliminação de um animal falso positivo de maneira 

obviamente equivocada (Alves & Bevilacqua 2004, Chappuis et al. 2007, Maia-

Elkhoury et al. 2008). Além disso, um bom método de diagnóstico fornecerá 

informações fundamentais e precisas a respeito da situação de prevalência e incidência 

em um determinado local, propiciando o desenvolvimento de medidas de controle mais 

incisivas e eficazes, que por sua vez,  poderão certamente modificar o cenário 

epidemiológico da doença (Ministério da Saúde 2010).  

   O controle da LV humana no Brasil se depara com as seguintes limitações: 

ineficientes estratégias de intervenção da transmissão da doença; baixo investimento 

político, financeiro e de recursos humanos nos programas de intervenção; falta de 

políticas de conscientização das populações afetadas e, o mais importante, falta de um 

eficiente método de diagnóstico (Dantas-Torres & Brandão-Filho 2006, Dantas-Torres 

et al. 2006). 

Os cães, por serem os reservatórios da espécie L. infantum no Brasil, são os 

principais alvos das medidas de controle no país, que consisti em sua eliminação, caso 

fiquem positivos nos testes de diagnóstico utilizados pelas agências de controle 

(Ministério da Saúde 2006). Contudo, esta prática agressiva de eliminação canina tem 

mostrado ser ineficaz, visto que o crescimento do número de novos casos e a taxa de 

mortalidade da LV no Brasil continua aumentando, talvez por falha de identificação 
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correta de animais positivos (Maia-Elkhoury et al. 2008, Ministério da Saúde 2010, 

Alvar et al. 2012).  

O diagnóstico da LVC é obtido a partir de uma combinação de evidências 

clínicas e da confirmação por testes sorológicos (Ministério da Saúde 2006). 

Anteriormente, esses testes sorológicos eram realizados da seguinte forma: a triagem 

dos cães com suspeita de leishmaniose era feita com o teste de ELISA indireta do kit 

EIE-LVC da Bio-Manguinhos
®
(desenvolvido no Brasil pela FIOCRUZ); os cães 

positivos para este teste eram então submetidos a um segundo teste sorológico 

confirmatório, o RIFI (reação de imunofluorescência indireta). Atualmente, o formato 

triagem seguido de teste confirmatório ainda se mantêm. Entretanto, com o surgimento 

do teste rápido imunocromatográfico da rK39 (DPP
®
 Leishmaniose Visceral Canina - 

Bio-Manguinhos, Brasil), este passou a ser utilizado para triagem dos cães no lugar do 

kit EIE-LVC, por sua alta sensibilidade, especificidade, praticidade e compatibilidade 

para uso em campo (Sundar et al. 1998, 2002, Jelinek et al. 1999, Brandonisio et al. 

2002, Carvalho et al. 2003). Já o kit EIE-LVC, por sua vez, ocupou o lugar do RIFI e 

passou a ser o teste de ELISA confirmatório da LVC.  

 O teste de ELISA do kit EIE-LVC da Bio-Manguinhos
®
 é considerado como o 

teste sorológico padrão-ouro para o diagnóstico da LVC e recomendado pelo Ministério 

da Saúde do Brasil (Alves & Bevilacqua 2004). Entretanto, estudos sorológicos 

comparativos recentes já expuseram suas reais limitações (Menezes-Souza et al. 2014b, 

a). O primeiro e principal objeto de percalço do kit EIE-LVC debruça-se sobre o fato de 

o ensaio imunoenzimático desse teste consistir na reação de anticorpos presentes nos 

soros ou plasmas de cães com antígenos solúveis de L. major like. Apesar do antígeno 

derivar de espécie diferente, ao contrário do que se esperaria, o antígeno solúvel 

utilizado parece não ser um fator interferente no desempenho dos testes de ELISA 

indireta, principalmente pelo fato de que espécies de Leishmania exibem um alto grau 

de conservação a nível proteômico entre elas e com outros tripanosomatídeos (El-Sayed 

et al. 2005). No entanto, o uso do antígeno bruto solúvel na ELISA indireta é pouco 

recomendável, visto que, por razão dessa alta conservação proteômica entre os 

tripanosomatídeos, o grau de reatividade cruzada nos ensaios sorológicos são altos, 

reduzindo drasticamente a especificidade dos testes (Oliveira et al. 2008, Romero et al. 

2009, Zanette et al. 2014).     



                                    

                     6. DISCUSSÃO                   
  

58 

 

A segunda limitação do kit EIE-LVC está associada com a sensibilidade do 

teste, resultando em sacrifício grosseiro da sua especificidade. Seguindo as 

recomendações do manual (Anexo II) do próprio teste (FIOCRUZ-Bio-Manguinhos
®
, 

Brasil), valores de cut-off obtidos são extremamente baixos. Nossos resultados 

demonstraram que o valor de cut-off obtido pela curva ROC (0,162) é quase 4 vezes 

maior que o cut-off obtido a partir de instruções no manual (0,045). A despeito da 

sensibilidade obtida, o kit EIE-LVC apresentou os piores valores de especificidade, 

VPP, acurácia e de concordância. É importante ressaltar, que o kit sugere valores 

esperados de sensibilidade e especificidade (94,54% e 91,76%, respectivamente; ver 

Anexo II), no entanto, os valores obtidos em nossos testes divergiram, principalmente 

em relação à especificidade. Essa diferença pode ser explicada pelo fato de que os 

estudos preliminares de padronização do kit EIE-LVC foram realizados a partir de 

amostras de soros de cães com suspeita clínica de LV. Além disso, para os cálculos de 

sensibilidade e especificidade, o teste padrão ouro foi a RIFI. De outro lado, nossos 

testes foram realizados de forma controlada, onde as amostras de soros de cães foram 

muito bem caracterizadas, uma vez que os grupos de cães infectados com as diferentes 

parasitoses (LVC, Babesia e doença de Chagas) foram confirmados por diferentes 

testes. Diante disto, considerando a ocorrência de sobreposição geográfica entre LV e 

outras parasitoses caninas comuns no Brasil (Barbosa-de-Deus et al. 2002), acreditamos 

que o padrão ouro utilizado pelo kit (RIFI) superestimou as amostras de cães com 

suspeita clínica.       

As proteínas recombinantes são, por outro lado, as melhores opções para o 

diagnóstico da LV, devido à sua alta especificidade e sensibilidade (Sivakumar et al. 

2006, Abass et al. 2013). Com o advento da biologia molecular e da explosão de dados 

genômicos produzidos a partir das diferentes espécies de parasitos nas últimas décadas, 

foi possível a seleção de genes, clonagem e produção em larga escala das proteínas 

recombinantes de interesse (de Azevedo & Soares 2009). A vantagem da produção de 

antígenos recombinantes é que permite a obtenção de um antígeno com alto grau de 

pureza, produção a relativo baixo custo e permite a seleção de genes que não se 

conservam entre as espécies, conferindo alta especificidade ao teste o qual o utilize 

(Fernández-Robledo & Vasta 2010). O estudo aprofundado do genoma dos parasitos 

possibilitou, ainda, o desenvolvimento de ferramentas de bioinformática que 

permitissem a identificação e seleção de genes que codificam proteínas hipoteticamente 
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antigênicas, aumentando ainda mais a eficiência das proteínas recombinantes para o 

diagnóstico de diversas parasitoses (Larsen et al. 2006).  

Este presente estudo levou a produção de uma nova proteína recombinante que, 

demonstrou ser um excelente candidato para o diagnóstico da LVC e LV humana, 

abrindo perspectivas para o desenvolvimento de novas tecnologias voltadas para o 

aperfeiçoamento e implementação de novos testes rápidos, práticos e baratos de 

diagnóstico. Nos dias correntes, o governo brasileiro tem implementado importantes 

iniciativas de apoio a atividades de pesquisa científica de alto impacto, a partir de 

diversas frentes de estratégias de políticas públicas tais como: Estratégia Nacional de 

Ciência, Tecnologia e Inovação (ENCTI) (MCTI 2012), o Plano Brasil Maior (PBM) 

(PIB 2014) e o Plano Nacional da Saúde (PNS) (Ministério da Saúde 2011), que estão 

direcionadas e comprometidas em contribuir com desenvolvimento de tecnologias na 

área da saúde e saneamento. 

Diante da urgência de desenvolvimento de testes de diagnóstico confiáveis para 

o diagnóstico da LV no país, em função do anacronismo dos testes vigentes, nosso 

grupo de pesquisa do Laboratório de Imunologia e Genômica de Parasitos têm focado 

na busca proteínas e peptídeos com excelente performance no diagnóstico das 

leishmanioses e da doença de Chagas, visando o desenvolvimento e melhoria dos testes 

diagnósticos para doenças parasitárias. Como perspectiva futura, visamos a produção de 

um antígeno multimérico, composto por diferentes proteínas e/ou epitopos de 

Leishmania, objetivando o desenvolvimento de um teste sorológico de melhor 

sensibilidade e especificidade, de maior importância, de modo que o teste seja capaz de 

chegar à população com facilidade, em todos os focos de leishmaniose, permitindo o 

devido controle dessa doença em expansão.  
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Nossos resultados permitiram concluir que a utilização de proteína constituída 

exclusivamente de motivos repetitivos de kinesina apresentou melhor performance 

diagnóstica quando comparada com a rK39 e o kit EIE-LVC, demonstrando seu 

potencial uso para o diagnóstico da LV humana e canina.  
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Anexo I. Patente gerada pelo projeto de mestrado 
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Anexo II. Manual de Instrução do Kit EIE Leishmaniose Visceral Canina 
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