
 

 

 

 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO CEARÁ  

FACULDADE DE VETERINÁRIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUACÁO EM BIOTECNOLOGIA 

MESTRADO PROFISSIONAL EM BIOTECNOLOGIA EM SAÚDE HUMANA E 

ANIMAL 

 

 

 

EDUARDA NATTALY FERREIRA NOBRE SANTOS 

 

 

 

 

 

ESTUDO COMPARATIVO DA RESPOSTA DO ANTÍGENO rK39 EXPRESSA EM 

SISTEMA EUCARIOTO E PROCARIOTO PARA UTILIZAÇÃO NO DIAGNÓSTICO DA 

LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA 

 

 

 

 

 

 

 

FORTALEZA - CEARÁ 

2018 



 

EDUARDA NATTALY FERREIRA NOBRE SANTOS 

 

 

 

 

 

 

ESTUDO COMPARATIVO DA RESPOSTA DO ANTÍGENO rK39 EXPRESSA EM 

SISTEMA EUCARIOTO E PROCARIOTO PARA UTILIZAÇÃO NO DIAGNOSTICO DA 

LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA 

 

 

Dissertação apresentada ao Curso de 
Mestrado Profissional em Biotecnológia em 
Saúde Humana e Animal do Programa de 
Pós-Graduação do MPBiotec da 
Universidade Estadual do Ceará, como 
requisito parcial à obtenção do título de 
mestre em Biotecnologia. Área de 
Concentração: Biotecnologia.  
 
Orientador: Prof. Dr. Mauricio Fraga van 
Tilburg. 
 
Coorientadora: Prof.ª Mrs.ª Lucelina da Silva 
Araújo. 

 
 

 

 

 

 

 

 

FORTALEZA - CEARÁ 

2018 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dados Internacionais de Catalogação na Publicação 

Universidade Estadual do Ceará 

Sistema de Bibliotecas 

 

 

 

Santos, Eduarda Nattaly Ferreira Nobre 

Estudo comparativo da resposta do antígeno rk39 expressa em sistema 

eucarioto e procarioto para utilização no diagnostico da leishmaniose visceral 

canina [recurso eletrônico] / Eduarda Nattaly Ferreira Nobre Santos.– 2018. 

1 CD-ROM: il.; 4 ¾ pol. 

 

CD-ROM contendo o arquivo em formato PDF do trabalho acadêmico com 

126 folhas, acondicionado em caixa de DVD Slim (19 x 14 cm x 7 mm). 

Dissertação (mestrado profissional) – Universidade Estadual do Ceará, 

Mestrado Profissional em Biotecnologia em Saúde Humana e Animal, Fortaleza, 

2018. 

Área de Concentração: Biotecnologia. 

Orientação: Prof. Dr. Mauricio Fraga van Tilburg. 

Coorientadora: Prof.ª Mrs.ª Lucelina da Silva Araújo. 

 

1. Diagnóstico. 2. Leishmania. 3. Proteína Recombinante. 4. Sistema Vegetal. 

5. Proteína K39. I. Título. 

 

 



 



 

AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço primeiramente a Deus, por que ele é o maior responsável por essa conquista 

nessa longa caminhada, sempre sendo meu guia e a minha maior fortaleza;  

Agradeço a minha família, em especial a minha mãe Lúcia de Fátima Ferreira Nobre 

pelo apoio, dedicação, compreensão, por está sempre ao meu lado e nunca permitir 

que eu fraqueje, por ser minha base e meu maior exemplo de ser humano; 

Agradeço ao laboratório de Biotecnologia e Biologia molecular e toda a sua equipe, foi 

esse ambiente que me permitiu concluir o presente trabalho, além de ter me permitido 

conhecer tantas pessoas incríveis e queridas, vocês são a minha segunda família, seria 

injusto citar nomes e correria o risco de esquecer-me de alguém, então, agradeço a 

todos pelo conhecimento, aprendizagem e crescimento profissional que adquiri ao lado 

dessa grande família nos últimos anos; 

Agradeço a professora Maria Izabel Florindo Guedes pelas oportunidades, por acreditar 

e me permitir fazer parte dessa grande família, a senhora tornou possível essa 

conquista; ao Eridan Tramotina Florean e a empresa GreenBean que muito contribuiu 

financeiramente e em apoio para a conclusão desse projeto e amadurecimento 

profissional e ao professor Maurício Fraga van Tilburg obrigada por toda ajuda e 

orientação; 

Agradeço aos meus queridos amigos que me ajudaram, socorreram, deram apoio e 

motivação, em especial agradeço a professora Lucelina da Silva Araújo por toda 

dedicação, paciência, compreensão, ensinamento, conversas e pelas muitas horas 

dedicadas, em bancada e fora dela; a Dra. Danielle Ferreira de Oliveira pela amizade, 

carinho e por toda a ajuda, durante a escrita da dissertação; a Renata Araújo e Silva 

por sempre acreditar, as vezes, mais até do que eu mesma e ao rapaz, dessa querida 

lista, Bruno Bezerra da Silva, desculpa te perturbar tanto, meu amigo, obrigada pela 

paciência, preocupação, conhecimento e sua boa vontade sempre em ajudar e sanar 

minha duvidas, não conseguiria sem cada um de vocês; 

Agradeço a Universidade Estadual do Ceará, CNPq e Funcap pelo apoio financeiro a 

esse projeto e ao Centro de Controle de Zoonose de Fortaleza.



 

RESUMO 

 

A Leishmaniose representa um grave problema de saúde pública principalmente nos 

países em desenvolvimento. No Brasil, o cão doméstico é considerado o principal 

reservatório epidemiológico para o gênero Leishmania, sendo um elo na transmissão e 

manutenção da Leishmaniose Visceral Zoonótica Humana. As principais medidas de 

controle, atualmente, aplicadas são direcionadas para a detecção e eliminação de cães 

infectados. Dessa forma, o diagnóstico precoce em caninos é crucial para o controle da 

doença, possibilitando uma interversão rápida. Diferentes plataformas de expressão 

podem ser usadas para a obtenção de proteínas que podem ser utilizadas em kits de 

diagnóstico. O objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho da proteína rk39 

expressa em plataformas diferentes, utilizando a Escherichia coli como plataforma 

procariótica e a Nicotiana Benthamiana como plataforma eucariótica ou vegetal, e 

comparar a sensibilidade e especificidade apresentada por ambas as proteínas no 

diagnóstico da Leishmaniose Visceral Canina (LVC). Para isso, utilizou-se as protéinas 

rk39 frente a soros de animais diagnosticados pelo Centro de Controle de Zoonoses – 

CCZ, com base em dois testes sorologicos, o DPP® e o ELISA-EIE®, recomendados 

pelo ministério da saúde para diagnóstico de LVC no Brasil. A metodologia utilizada 

para avaliação das proteínas foi feita através do teste imunoenzimático indireto (ELISA). 

Dentre os principais resultados pode ser verificada uma sensibilidade de 99% e 

especificidade de 30%, da rk39 expressa em sistema eucarioto, frente a uma 

sensibilidade de 92% e especificidade de 40%, apresentada pela rk39 produzida na 

plataforma procariótica. O desempenho, utilizando a rK39/eucarioto para a confirmação 

da infecção em casos clínicos apresentou alta positividade, com  alta sensibilidade para 

detectar cães confirmados. Dessa forma, os resultados apresentados nesse estudo 

associado ao baixo custo e a menor biointerferência da plataforma vegetal tornam a 

rK39/eucarioto uma promissora proteína para uso em diagnóstico da LVC, em 

programas de controle e estudos epidemiologicos. 

 

Palavras chave: Diagnóstico. Leishmania. Proteína Recombinante. Sistema Vegetal. 

Proteína K39. 



 

ABSTRACT 

 

Leishmaniasis is a serious public health problem, especially in developing countries. In 

Brazil, the domestic dog is considered the main epidemiological reservoir for the genus 

Leishmania, being a link in the transmission and maintenance of Human Zoonotic 

Visceral Leishmaniasis. The main control measures currently applied are directed to the 

detection and elimination of infected dogs. Thus, early diagnosis in canines is crucial for 

the control of the disease, allowing rapid interversion. Different expression platforms can 

be used to obtain proteins that can be used in diagnostic kits. The objective of this study 

was to evaluate the performance of the rk39 protein expressed in different platforms 

using Escherichia coli as a prokaryotic platform and Nicotiana benthamiana as a 

eukaryotic or vegetal platform, and to compare the sensitivity and specificity presented 

by both proteins in the diagnosis of Visceral Canine Leishmaniasis (LVC). For this, the 

rk39 proteins were used against sera from animals diagnosed by the Center for 

Zoonoses Control (CCZ), based on two serological tests, DPP® and ELISA-EIE®, 

recommended by the Ministry of Health for the diagnosis of LVC in Brazil. The 

methodology used to evaluate the proteins was made through indirect enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA). Among the main results, a sensitivity of 99% and 

specificity of 30% of rk39 expressed in eukaryotic system can be verified, compared to a 

sensitivity of 92% and specificity of 40%, presented by rk39 produced in the prokaryotic 

platform. The performance, using the rK39 / eukaryote to confirm the infection in clinical 

cases showed high positivity, with high sensitivity to detect confirmed dogs. Thus, the 

results presented in this study, associated to the low cost and lower biointerference of 

the plant platform, make rK39 / eukaryote a promising protein to use in LVC diagnosis, 

control programs and epidemiological studies. 

 

Keywords: Diagnosis. Leishmania. Recombinant Protein. Plant System. Protein K39. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A leishmaniose representa um grave problema de saúde pública nos países 

em desenvolvimento tendo a Leishmaniose Visceral (LV) como a forma mais grave da 

doença (CAVALCANTE; VALE, 2014; MARTINS; DE LIMA, 2013; SAUDA et al., 2018). 

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC), conhecida também como calazar, acomete 

canídeos silvestres e domésticos. No Brasil o principal agente etiológico da doença é a 

Leishmania chagasi e os cães são os principais reservatórios e o principal ele de 

transmissão para humanos (DABIRI; MOTAZEDIAN; MIKAEILI, 2016). A LV em 

humanos é endêmica em 12 países das Américas, sendo, o Brasil sozinho responsável 

por 96% dos casos registrados (PAHO/WHO, 2018). A região nordeste do Brasil é 

considerada a mais endêmica, pois concentra o maior número de casos registrados da 

doença, responsável por uma incidência de 6,4/100.000 habitantes (CEARÁ, 2014). 

Até o momento ainda não se tem um método, para diagnóstico de LVC, que 

utilizado sozinho garanta a máxima sensibilidade e especificidade, mostrando-se 

eficiente na identificação de cães doentes e/ou portadores. Também não existem testes 

que sejam capazes de distinguir cães sintomáticos, assintomáticos e animais 

vacinados, dificultando, desta forma, o diagnóstico definitivo (MENDES et al., 2017). 

Apesar de existir diferentes métodos para o diagnóstico da LVC, os métodos 

sorológicos ou de imunodiagnóstico são os mais utilizados em decorrência da 

facilidade, baixo custo, rapidez, capacidade da doença de ativar a produção de 

anticorpos e à resposta imune humoral da doença (BARBOSA, 2005; SOUSA; 

FRANCISCO; SANTOS, 2015). 

Os métodos de sorodiagnóstico podem utilizar proteínas bruta ou 

recombinante, como antígenos para detectar anticorpos específicos. A eficiência destes 

testes depende da especificidade das proteínas a serem utilizadas. Assim, estudos de 

caracterização molecular do parasita são importantes, pois contribuem para a descrição 

e identificação de novas proteínas do protozoário, permitindo seu uso e aplicação 

(SANTOS, 2016). 

Com o advento da tecnologia do DNA recombinante tornou-se possível obter 

proteínas recombinantes a partir da clonagem molecular de genes capazes de codificar 
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proteínas antigênicas (MAIA; CAMPINO, 2008). Atualmente, muitos pesquisadores em 

busca de desenvolver métodos mais específicos para o diagnóstico da LV, tanto canina 

como humana, tem feito uso dessa tecnologia. Pesquisas feitas com antígenos 

purificados comprovam que essa ferramenta é capaz de melhorar a sensibilidade e 

especificidade dos testes de diagnóstico (ANNÉ; ECONOMOU; BERNAERTS, 2016). 

Segundo Paiva-Cavalcanti e colaboradores (2015), a proteína k39 recombinante (rk39) 

da Leishmania chagasi, vem sendo utilizada no diagnóstico da LVC, obtendo resultados 

promissores quando empregado em testes de imunodiagnóstico. 

A expressão de proteínas recombinantes em procarioto utilizando a bactéria 

Escherichia coli é uma técnica bem estabelecida, sendo a plataforma de expressão 

mais utilizada, entretanto apesar das vantagens oferecidas, essa técnica apresenta 

significativas desvantagens e limitações (DE ABREU et al., 2014). Na prática, a 

expressão de proteínas eucarióticas em plataforma procariótica favorece a formação de 

corpos de inclusão e sua degradação devido ao aumento das taxas de expressão 

(SINGHA et al., 2017). Além disso, é comum ocorrer a inatividade e a não expressão de 

proteínas mais complexas (ROSANO; CECCARELLI, 2014). Dessa forma, têm-se 

investido no desenvolvimento de novos sistemas de expressão de proteínas que 

minimizem esses problemas e que favoreçam a produção em larga escala, objetivando 

aumentar a produção e reduzir os custos (NÓBREGA, 2014). 

Nas duas últimas décadas a biotecnologia tem investido no uso da 

plataforma vegetal (eucariotica), o qual tem se destacado como um sistema eficiente 

para a produção de proteínas recombinantes podendo ser um substituto da plataforma 

procariótica. Os resultados positivos advindos de testes utilizando plantas transgênicas 

e transientes levaram ao aprimoramento dessa técnica e seu amplo uso dentro da 

biotecnologia (SOUZA, 2014). 

Diante do exposto, o presente trabalho busca avaliar e comparar a 

sensibilidade e especificidade da proteína rk39, da Leishmania chagasi, produzida nas 

duas plataformas de expressão, procarioto e eucarioto, por meio de ensaio 

imunoenzimático (ELISA). 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

PARTE I 

 

2.1 SOBRE A LEISHMANIOSE 

As leishmaniases são caracterizadas como um conjunto de doenças infecto-

parasitárias causadas por protozoários digenéticos (heteroxênico), ou seja, parasitas 

que vivem alternadamente em hospedeiros vertebrados (nos fagócitos do sistema 

retículo-endotelial) e nos insetos vetores (no trato intestinal), intercalando seu ciclo de 

vida e parasitando dois tipos de hospedeiros (AKHOUNDI et al., 2016; OLIVEIRA et al., 

2016).  

O agente etiológico causador da leishmaniose são protozoários pertencentes 

ao reino Protista, sub-reino Protozoa, filo Sarcomastigophora e devido a presença de 

flagelo são classificados como pertencentes ao sub-filo Mastigophora, apresentam uma 

mitocôndria única modificada que possui uma porção rica em kDNA (material genético 

mitocondrial), denominado cinetoplasto  incluindo-os na ordem Kinetoplastida. Os 

protozoários da ordem Kinetoplastida que possuem apenas um flagelo pertencem à 

família Trypanosomatidae que se divide nos gêneros: Trypanosoma, responsável pelas 

doenças de Chagas e doença do sono; e Leishmania, responsável pelas leishmaniases 

que infectam inúmeros mamíferos, incluindo o homem (DABIRI; MOTAZEDIAN; 

MIKAEILI, 2016; LAINSON, 1987; NUNES et al., 2007; SILVA, 2014).  

O gênero Leishmania ainda se subdivide em 3 subgêneros Leishmania, 

Viannia e Sauroleishmania que apresentam o mesmo perfil monofilético (MUGASA, 

2010). O agrupamento das espécies nesses subgêneros é feito de acordo com o 

desenvolvimento do parasita no intestino do inseto (LAINSON; SHAW, 1992). Esse 

último o subgênero Sauroleishmania (inclui as espécies L. tarentolae e L. gymnodactyli) 

é constituído de espécies que se desenvolvem no intestino posterior do inseto vetor e 

têm os répteis como seus hospedeiros vertebrados (NASCIMENTO, 2014). Os outros 

dois subgêneros englobam apenas as espécies causadoras de infecções em 

mamíferos, o subgênero Viannia e o subgênero Leishmania (LAINSON, 1987) (Figura 

1). 
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No subgênero Viannia (que inclui o complexo braziliensis, guyanensis, 

lainsoni, naifi), as Leishmanias desenvolvem-se no intestino posterior do inseto vetor 

aderido à parede, na região do piloro e depois migram para o intestino médio e anterior 

(peripilária). Seu crescimento é pobre em meio de cultura convencional e possuem um 

desenvolvimento lento no hospedeiro vertebrado. No subgênero Leishmania (que inclui 

os complexos mexicana, infantum, amazonensis, enrietii, hertigi) o desenvolvimento 

ocorre no intestino médio e anterior do inseto (suprapilária). Apresenta um bom 

crescimento em meio de cultura além de provocar grandes lesões nodulares nos 

hospedeiros vertebrados (LAINSON, 1987; LAINSON; SHAW, 1992). 

As primeiras classificações das espécies de Leishmania foram feitas levando 

em consideração apenas os aspectos clínicos das doenças (KONTOS; KOUTINAS, 

1993). Porém a partir da década de 60 a classificação do parasita passou a englobar 

outros critérios como o comportamento em cultura, em animais experimentais e em 

seus vetores, levando a distinção das espécies em complexos diferentes. Com o tempo, 

o surgimento da microscopia eletrônica e de novos avanços científicos na biologia 

molecular, bioquímica e imunologia proporcionaram uma amplificação da taxonomia e a 

aplicação de novos métodos para sua classificação (NOVO et al., 2016). 

As espécies do gênero Leishmania, apesar de serem morfologicamente 

semelhantes são espécies que possuem uma ampla diversidade quanto a 

patogenicidade e o ciclo biológico. Essas espécies possuem alta taxa de 

heterogeneidade genética mesmo em isolados geográficos próximos, o que dificulta a 

classificação e identificação. Dessa forma, a taxonomia da Leishmania por ser bastante 

complexa ainda é um assunto controverso que gera diversas discussões entre 

pesquisadores da área (BAKIRCI et al., 2016; CHANCE; SIES; BOVERIS, 1979).  

Até o momento, aproximadamente cinquenta e três espécies de Leishmania 

foram descritas, destas trinta e uma são conhecidas como parasitas de mamíferos e 

mais de vinte são patogênicas ao homem (AKHOUNDI et al., 2016; CATTAND et al., 

2006; QUEIROZ, 2008; SILVA, 2014). As espécies de Leishmania são encontradas 

principalmente em áreas tropicais e subtropicais, estando presentes na América do 

Norte, Central e Sul, bem como na bacia do Mediterrâneo, sudeste da Europa, Oriente 

Médio, Ásia Central, Índia e África (AKHOUNDI et al., 2016).  



 
 

21 

Das espécies identificadas nas Américas, foi confirmada a espécie 

Leishmania (Leishmania) infantum, como a mais frequente e a principal causadora da 

leishmaniose visceral, além de onze espécies dermotrópicas (Leishmania (Viannia) 

braziliensis, L. (V.) peruviana, L. (V.) guyanensis, L. (V.) panamensis, L. (V.) lainsoni, L. 

(V.) naiffi, L. (V.) shawi, L. (Leishmania.) mexicana, L. (L.) amazonensis, L. (L.) 

venezuelensis e L. (L.) pifanoi.) de Leishmania, causadoras de infecções cutâneas ou 

mucocutâneas em humanos e oito espécies em animais. Das espécies dermotroficas, 

no Brasil, já foram identificadas sete espécies, sendo seis do subgênero Viannia 

(Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. 

(V.) shawie e Leishmania (Viannia) lindenberg  e um do subgênero Leishmania (L.) (L.) 

amazonenses (ARAÚJO et al., 2015; LOPES et al., 2016).  

2.2 HISTÓRICO DE LEISHMANIOSE NO MUNDO E NO BRASIL  

A leishmaniose possui seus primeiros relatos informais datados desde o 

século I d.C. (BASANO; CAMARGO, 2004). Em 1756, Alexander Russell fez a primeira 

descrição clínica da doença apresentado por um paciente na Turquia (BARI, 2006). 

Posteriormente, Douglas Cunningham observou a presença de microrganismos em 

material de biopsia de um paciente, em Calcutá, Índia, em 1885. No entanto, ele não 

reconheceu a natureza etiológica e descreveu-o como de origem fúngica. Só em 1898, 

o Sargento Russo D.F. Borovsky conseguiu descrever o agente causador identificando-

o como protozoário, porém ele não o nomeou. A doença só tornou-se conhecida pela 

comunidade cientifica como Leishmaniose após William Leishman, um médico de 

Glasgow que serviu ao exército britânico na Índia, cultivar cepas de Leishmania, em 

1901, vindas do baço de um soldado britânico (CARIDAD, 2015; SAEED, 2010). 

W. Leishman foi responsável por descrever e identificar o agente etiológico 

da doença publicando seus resultados em 1903 na revista British Medical Journal. 

Nesse mesmo ano Charles Donovan, independentemente, descreveu e publicou o 

parasita em seus estudos em pacientes com calazar. No final de 1903, Ronald Ross 

criou o gênero Leishmania e denominou de Leishmania donovani o agente etiológico do 

calazar, como homenagem aos dois descobridores. James Homer Wright, ainda no 

mesmo ano, classificou como Leishmania tropical o agente etiológico do botão do 
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oriente sendo o primeiro a observar o parasita dentro de macrófagos (CARIDAD, 2015; 

DONOVAN, 1903; SAEED, 2010). 

Após as primeiras descrições da doença e de seu agente etiológico vários 

relatos e notificações de Leishmaniose foram feitas, inclusive associações de surtos 

que ocorreram antes da sua denominação como Leishmaniose como a epidemia de 

calazar descrita por Archibadi em 1922, que ocorreu nos Montes Garo de Assam e na 

Arábia Saudita em 1870 (DATTA; GUPTA; RAYCHAUDHURY, 2011). O calazar 

também foi dito como responsável pela morte de mais de 75.000 pessoas durante um 

período de três anos, marcando a primeira grande epidemia da doença no distrito de 

Jessore de Bengal (atualmente localizado no sudoeste de Bangladesh), entre 1824-

1827 (CHOWDHURY et al., 2014).  

Em 1908 relatos feitos por, Nicolle e Comte, demonstraram pela primeira vez 

o parasita em cães, na Tunísia, sugerindo que os mamíferos, incluindo cães poderiam 

atuar como hospedeiros reservatórios da Leishmania (DATTA; GUPTA; 

RAYCHAUDHURY, 2011; GENARO et al., 2000). A primeira descrição dessas 

doenças, já conhecidas como Leishmaniases, na América do Sul, foi feita por Migone 

no Paraguai em 1911 (NASCIMENTO, 2014). Swaminath e colaboradores provaram em 

1942, com experimentos feitos com voluntários humanos, que os parasitas de 

Leishmania poderiam ser transmitidos por Phlebotomineos (DATTA; GUPTA; 

RAYCHAUDHURY, 2011).  

O primeiro relato de um caso de LV no Brasil foi em 1913, em uma paciente 

de Boa Esperança, Mato Grosso. Posteriormente, em 1934, foram encontradas formas 

amastigotas de Leishmania (responsável por parasitar o sistema fagocítico-

mononuclear de mamíferos) em cortes histológicos de fígado de pessoas que morreram 

com suspeita de febre amarela, passando a despertar os primeiros interesses 

científicos no país. Vinte anos depois, houve o registro do primeiro surto da doença em 

Sobral, no Ceará (SOUZA, 2009). 

2.3 EPIDEMIOLOGIA  

Conforme a Organização Mundial de Saúde (WHO, 2018b), as leishmaniases 

classificam-se como o segundo grupo de doenças letais causadas por protozoários, 
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ficando atrás apenas da malária, porém mesmo com a alta mortalidade a doença ainda 

é negligenciada, tornando-se emergente em muitos países.  

As leishmaniases são endêmicas em noventa e oito países e em cinco 

continentes estima-se que cerca de 12 milhões de pessoas estão infectadas por 

Leishmania no mundo e outras 380 milhões de pessoas correndo risco de serem 

contaminadas. A incidência da doença é de aproximadamente 1,5 - 2,0 milhões de 

novos casos ao ano, porém somente 600.000 casos são relatados oficialmente 

(COELHO et al., 2016; MORTAZAVIDEHKORDI et al., 2016; SILVA, 2014; SOUSA; 

FRANCISCO; SANTOS, 2015). Em virtude de seu caráter crônico, letalidade e da 

ampla distribuição mundial a leishmaniose é a quinta doença, na categoria de doenças 

infectoparasitárias, de maior importância em todo mundo (VASCONCELOS, 2015; 

SOUSA, 2007). Levando a uma mortalidade mundial de 59.000 óbitos por ano 

(ARAÚJO et al., 2015).  

A leishmaniose possui uma alta incidência e ampla distribuição geográfica 

principalmente nas Américas. No Brasil, segundo a secretária da Saúde do Estado do 

Ceará foi notificada, no período de 1990 a 2016, 772.702 casos de leishmaniose 

(tegumentar e visceral). O último relatório de novembro de 2017 informa que, nesse 

mesmo período foram registrados 84.922 casos confirmados da LV. Do total de casos 

registrados de Leishmaniose, 276.484 casos (220.782 tegumentar e 55.702 visceral) 

foram registrados só na região do Nordeste o que correspondendo a 35.78% do total de 

casos registrados no país (BRASIL, 2017b). 

Nesse mesmo relatório é possível observar que a doença vem se 

expandindo para regiões, como na região Sul que até o ano 2000 não havia registro de 

casos de LV.  Em 2016 foram registrados 3.200 novos casos de LV, sendo a região 

Nordeste a que apresenta maior taxa de incidência 47,59% (1.523), demonstrando que 

apesar do deslocamento e expansão da doença para outros municípios a região ainda 

predomina com um número bastante elevado de novos casos. Dentre os estados da 

região Nordeste, o Maranhão (655), o Ceará (283) e a Bahia (191) são os 3 estados 

mais endêmicos, o Ceará ficando em 2ª lugar (18,58%). A região Nordeste também é a 

que apresenta maior número de óbitos, foram 133 dos 265 óbitos, confirmados com a 

doença, em 2016 (BRASIL, 2017b).  
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2.4 VETOR E HOSPEDEIRO 

 

2.4.1 Vetor 

A principal forma de transmissão do parasita para o homem e outros 

hospedeiros mamíferos é através da picada de insetos fêmea (infectados) pertencente 

à ordem Díptera, família Psychodidae, subfamília Phlebotominae conhecidos como 

flebotomíneos ou vulgarmente, como “mosquito-palha”, “cangalhinha” e “birigui” 

(AKHOUNDI et al., 2016; MAIA; DEPAQUIT, 2016).  

Lewis et al. (1977) propuseram a subdivisão dos flebotomíneos em 5 

gêneros (2 para espécies do velho mundo (Phlebotomus e Sergentomyia) e três 

gêneros para espécies do novo mundo (Lutzomyia, Brumptomyia e Warileya). Entre as 

800 espécies reconhecidas atualmente (464 novo mundo e 375 no velho mundo) trinta 

espécies são vetores de transmissão comprovados os quais pertencentes a dois 

gêneros Phlebotomus (EUROPA) e Lutzomyia (AMERICA) (AKHOUNDI et al., 2016; 

SOUZA; FRANCISCO; SANTOS, 2015; FARIA, 2014; SILVA, 2014).  

No Brasil, existem atualmente seis espécies de protozoários responsáveis 

por causar doença em humanos sendo a principal espécie transmissora o Lutzomyia 

(Lutzomyia) longipalpis, o qual é responsável pela transmissão da L. chagasi 

(GONTIJO; MELO, 2004; JUSI et al., 2015; VASCONCELOS, 2015). A Lutzomyia 

(Lutzomyia) cruzi também é uma espécie bastante presente no Brasil em diversas 

regiões, principalmente no Mato Grosso (DUARTE, 2010) (Figura 2). 

Os Flebotomíneos são insetos que possuem o corpo revestido de pelos de 

coloração clara, cor de palha, por isso são conhecidos popularmente como mosquito-

palha. São animais pequenos medem de 1 a 3 mm de comprimento possuem grandes 

asas pilosas orientadas para trás e para cima, cabeça flexionada para baixo e longos 

palpos maxilares. Ao voar esses animais deslocam-se em pequenos saltos e pousam 

com as asas entreabertas. Durante a fase larval o seu desenvolvimento ocorre em 

ambientes terrestres úmidos, ricos em matéria orgânica e de baixa incidência luminosa 

(NASCIMENTO, 2014). 
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Figura 2- Lutzomyia vetor de transmissão da Leishmaniose 

A imagem mostra um flebotomíneo responsável pela propagação da doença parasitária transmitida por 
protozoarios do gênero Leishmania.                      
Fonte: Centers for Disease Control and Prevention, 2018b 

 

Inicialmente, as espécies de flebotomíneos, encontradas em áreas 

endêmicas do Brasil, eram tidas como silvestres, pois eram encontradas, sobretudo em 

regiões florestais, com umidade e temperatura, que eram favoráveis a sua manutenção. 

Porém com o aumento da urbanização, sua aproximação dos limites das florestas e o 

desmatamento de zonas florestais ao redor das médias e grandes metrópoles, assim 

como, a aproximação de animais silvestres reservatórios, para próximo das cidades. 

Esses fatores levaram a uma adaptação e deslocamento do vetor e do agente 

etiológico que passaram a residir em áreas urbanas e periurbanas contribuindo para a 

expansão da leishmaniose canina e humana (ARAÚJO et al., 2015; BALANCO, 2004). 

2.4.2 Hospedeiro 

Os hospedeiros vertebrados naturais da Leishmania são mamíferos 

pertencentes às ordens: Edentata (tatus e preguiças), Carnivora (cães e gatos), 

Rodentia (ratos), Primata (humanos e macacos), Marsupialia (gambás) e Perissodactyla 

(cavalos) (DANTAS-TORRES, 2007; LIMA et al., 2016). Com destaque ao cão 

doméstico (Canis familiaris), o qual tem sido encontrado naturalmente infectado pelas 
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seguintes espécies de Leishmania: L. (L.) infantum, L. (L.) donovani, L. (L.) tropica, L. 

(L.) chagasi, L. (V.) braziliensis, L. (V.) panamensis, L. (L.) mexicana, L. (V.) peruviana 

(SOUSA; FRANCISCO; SANTOS, 2015). 

A infecção em cães antecede o aparecimento de casos em humanos, o que 

mostra a associação direta do animal com a infecção em humanos sendo considerado 

um importante reservatório doméstico da doença. No Brasil, os principais reservatórios 

silvestres são a raposa (Dusicyon vetulus) no Ceará, e o cachorro-do-mato (Cerdocyon 

thous), no estado do Pará e em Minas Gerais (DUARTE, 2010). 

2.5 CICLO DE VIDA DO PARASITA 

As leishmanias são parasitas que apresentam três formas evolutivas básicas 

durante o seu ciclo de vida: amastigotas, paramastigotas e promastigotas (MARTINS et 

al., 2015). As amastigotas são responsáveis por parasitar o sistema fagocítico-

mononuclear de mamíferos, elas vivem, principalmente, no interior de células 

fagocitárias: células de defesa e células apresentadoras de antígenos como as células 

de Langherans, dendríticas e granulócitos (SOUZA et al., 2013; VASCONCELOS, 

2015). Possuem uma forma oval ou esférica com membrana citoplasmática, 

internamente pode ser verificada a presença de vacúolos; núcleo; cinetoplasto e uma 

bolsa flagelar contendo um rudimento de flagelo (sem flagelo livre). Seu tamanho varia 

entre as espécies, medindo entre 3,0 a 6,5 µm de comprimento e de 1,5 a 3,0 µm de 

largura (SOUSA, 2014) (Figura 3). 

As formas paramastigotas, conhecidas também como promastigotas 

procíclica são formas intermediárias, que parasitam o inseto ficando aderidas ao epitélio 

do trato digestivo dos flebotomíneos pelo flagelo. São muito parecidas com as formas 

promastigotas, apresentando como diferença o fato de serem mais arredondadas e com 

cinetoplasto próximo ao núcleo. Seu tamanho varia entre 5,0 e 10,0 µm de comprimento 

e 4,0 e 6,0 µm de largura (NEVES et al., 2011).  

Por fim, a terceira forma são as promastigotas ou promastigotas 

metacíclicas, são as formas livres que se diferenciaram pelo processo de 

metaciclogênese até atingirem o estágio infectivo terminal, originando as promastigotas 

infectivas e são encontradas na porção anterior do aparelho digestivo dos vetores 
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(MEDEIROS; NASCIMENTO; HINRISCHSEN, 2005). Elas possuem morfologia 

alongada com flagelo livre na região anterior, que permite sua locomoção, seu núcleo é 

semelhante ao das formas amastigotas. O tamanho varia entre 10,0 e 40,0 µm de 

comprimento, por 1,5 a 3,0 µm de largura (NEVES et al., 2011) (Figura 3). 

 

Figura 3- Principais formas evolutivas do parasita 

 

 

 

 

A- Formas Promastigotas evolutivas de Leishmania sp. encontradas no trato digestivo do hospedeiro 
invertebrado (procíclica e metaciclica) e B- Forma Amastigota presente no hospedeiro vertebrado.  
Fonte: Nascimento, 2014. 

 

A manutenção do ciclo de vida do protozoário se dá através da transmissão 

entre os invertebrados e os vertebrados, ou seja, das formas promastigotas e 

amastigotas. A infecção começa quando o vetor inocula formas promastigotas 

metacíclica (forma infectante) através da pele do hospedeiro, no momento do repasto 

sanguíneo (FERNANDES, 2016; MONTEIRO, 2014). Após cada novo repasto 

sanguíneo, os músculos responsáveis pela sucção relaxam provocando o refluxo das 

formas promastigotas, infectando um novo hospedeiro (NASCIMENTO, 2014). 
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2.5.1 Ciclo biológico no hospedeiro invertebrado e vertebrado 

O ciclo biológico do protozoário no hospedeiro invertebrado tem inicio após o 

repasto sanguíneo, quando os macrófagos infectados são capturados pelo 

flebotomíneo. Em seguida, a forma amastigota passa a se reproduzir intensamente por 

divisão binária se transformando em promastigotas procíclicas. Essas formas 

juntamente com o sangue ingerido, vão se localizar no intestino médio do inseto, 

protegidas pela matriz peritrófica, que é composta de proteínas e quitina secretadas 

pelo endotélio do vetor (FERNANDES, 2016; MONTEIRO, 2014). O processo de 

diferenciação e divisão continua e os parasitas se diferenciam agora nas formas 

promastigotas nectomonas (formas migratórias), que se acumulam na região anterior da 

matriz (MARTINS, 2011; NASCIMENTO, 2014). 

Em seguida, a matriz peritrófica se degenera e as promastigotas migram 

para o segmento anterior do tubo digestivo onde sofrem mais divisões e diferenciação 

formando agora as formas leptomonas, que são menores e se dividem mais 

rapidamente. Essas formas migram para a região do esôfago, faringe e válvula 

estomodeal onde se diferenciam até se transformarem em promastigotas metacíclicas. 

A forma metacíclica não se divide e é a forma infectante para o hospedeiro vertebrado. 

Esse processo de divisão e diferenciação (3-5 dias), é chamado de metaciclogênese e 

ocorre no interior do tudo digestivo do vetor (MARTINS, 2011; NASCIMENTO, 2014) 

(Figura 4). 

No hospedeiro vertebrado as formas promastigotas metaciclicas infectam 

rapidamente as células do sistema fagocítico mononuclear (macrófagos), que são 

atraídos pela reação inflamatória, presente no local da picada. Ao ocorrer à fagocitose o 

fagossomo se funde com os lisossomos formando os fagolisossomos, que são vacúolos 

que possuem o ambiente intracelular em condições ácidas. Para se adaptarem as 

condições desse ambiente os protozoários transformem-se rapidamente, dentro de um 

período de 12 a 24 horas, em formas amastigotas que é a forma intracelular obrigatória 

do parasita (FERNANDES, 2016; NASCIMENTO, 2014). 

Nessa forma o parasita é capaz de se desenvolver e se multiplicar 

intensamente por divisão binária simples.  Após várias divisões ocorre o rompimento da 

célula infectada (lise celular) e a disseminação do parasita para o meio extracelular, 
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onde as formas amastigotas podem ser novamente fagocitadas por outras células do 

Sistema Fagocítico Mononuclear (SFM) dando continuidade a infecção (Figura 4).  

 

Figura 4- Ciclo de vida do Leishmania 

Fonte: Centers for Disease Control and Prevention, 2018a.  

2.6 MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS 

Dependendo da espécie de Leishmania que infecta o animal vertebrado, a 

interação entre a resposta imune do hospedeiro, a invasividade e a patogenicidade 

deste parasita, a manifestação da doença pode se desenvolver de 4 formas 

(imunopatologias) diferentes: 1) Leishmaniose Cutânea (LC); 2) Leishmaniose 
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Mucocutânea (LMC); 3) Leishmaniose Cutânea Difusa (LCD) e 4) Leishmaniose 

Visceral (LV) (COELHO et al., 2016; PUROHIT et al., 2012).  

A leishmaniose cutânea (LC) caracteriza-se pela presença de lesões 

ulceradas que aparecem em áreas expostas, como face, braços e pernas, podendo ser 

localizada ou disseminada. Na primeira ocorre lesão única enquanto que na segunda 

ocorre a formação de numerosas lesões em várias partes do corpo (RODRIGUES, 

2000). As lesões da LC começam formando uma área vermelha com posterior inchaço 

no local da picada. As lesões aumentam de tamanho, e depois de 3 a 4 semanas 

desenvolvem-se numa úlcera plana típica, com margem em relevo. As principais 

espécies causadoras da doença no Brasil são: L. braziliensis, L. amazonensis, L. 

guyanensis e L. lainsoni. (FONSECA, 2013b) (Figura 5A).  

A leishmaniose mucocutânea (LMC) compreende as formas infiltrativas 

iniciais, ulcerosas, vegetantes e ulcero-vegetantes que após um intervalo assintomático 

de meses ou anos, as lesões podem destruir parcial ou totalmente as regiões de 

mucosa (FONSECA, 2013b). A LMC acomete as regiões da nasofaringe, laringe e 

cavidade oral. É de natureza metastática podendo ou não está acompanhada de 

quadro cutâneo (ASSIS et al., 2008; JUSI et al., 2015) (Figura 5B). 

A leishmaniose cutânea difusa (LCD) caracteriza-se pela formação de 

lesões papulosas ou nodulares semelhantes às lesões de lepra lepromatosa 

(FONSECA, 2013b). As lesões são crônicas e distribuem-se amplamente na superfície 

corporal, são deformantes e muito graves. As lesões ulceradas variam de tamanho 

podendo medir 0,25 cm a 3,0 cm de diâmetro e manifestam-se com 15 dias ou depois 

de vários anos após a picada (RODRIGUES, 2000). O tratamento é difícil. A principal 

espécie causadora da doença no Brasil é: L. amazonenses (FONSECA, 2013b) (Figura 

5C). 

A leishmaniose visceral (LV) caracteriza-se por ataques irregulares de 

febre, perda de peso, hepatoesplenomegalia (aumento do baço e fígado) e anemia. É 

classificada como a forma clínica mais grave da leishmaniose, devido às frequentes 

complicações que quando não tratada, podem levar o paciente a morte. A principal 

espécie causadora da doença no Brasil é a Leishmania chagasi (WHO, 2018b). 
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Figura 5- Manifestações clínicas da doença 

d  
Em (1) Leishmaniose cutânea, (2) Leishmaniose mucocutânea, (3) Leishmaniose cutânea difusa, (4) 
Leishmaniose visceral.  
Fonte: WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018. 

2.6.1 Leishmaniose visceral 

A forma mais grave da leishmaniose recebe a denominação de leishmaniose 

visceral (LV) também conhecida como calazar é geralmente uma doença sistêmica, 

crônica que afeta órgãos internos, baço, fígado e medula óssea, caracterizada por 

febre, esplenomegalia, perda de peso, astenia, anemia (AKHOUNDI et al., 2016; 

ARAÚJO et al., 2015; MARTINS et al., 2016). A LV é causada por Leishmania donovani 

na Índia, Sudão, Bangladesh, Paquistão, Nepal e no leste da África; e por L. chagasi na 

região do Mediterrâneo, no Oriente Médio, no Norte da África, nos países asiáticos e na 

América latina (CHÁVEZ-FUMAGALLI et al., 2013; SOUZA; FRANCISCO; SANTOS, 

2015). Aproximadamente 90% dos casos de LV registrado no mundo ocorrem em cinco 

países: Índia, Bangladesh, Nepal, Sudão e Brasil (BARBOSA, 2016; GONTIJO; MELO, 

2004, PEIXOTO; OLIVEIRA; ROMERO, 2015). 



 
 

32 

Atualmente, a LV é endêmica em 62 países e acredita-se que cerca de 200 

milhões de pessoas vivem sob risco de contrair a doença (SOUZA; FRANCISCO; 

SANTOS, 2015; VASCONCELOS, 2015). Com um registro anual de 200-400 mil novos 

casos clínicos aproximadamente 90% dos casos, quando não tratado devidamente leva 

o paciente a morte, gerando uma média 20 á 30 mil óbito por ano (MARTINS et al., 

2016; PAHO/WHO, 2017; WHO, 2018a). 

O principal agente etiológico da LV em humanos é o protozoário Leishmania 

chagasi (sin. Leishmania infantum) (JÚNIOR, 2011). No continente Americano a doença 

é endêmica em 12 países, porém a maior prevalência da doença está no Brasil, onde 

são registrados 96% dos casos e o número de mortes pela doença vem crescendo 

desde 2012. A taxa de mortalidade das Américas atingiu 7,9% em 2016, registrando a 

maior taxa em comparação com outros continentes (PAHO/WHO, 2018).  

No Brasil, atualmente são registrados uma média de 4.200 novos casos de 

LV por ano com presença de focos endêmicos em 20 Unidades Federativas. Sendo a 

região Nordeste a que apresenta maior taxa de letalidade, atingindo uma média de 

5,8% (ARAÚJO et al., 2015; SOUZA, FRANCISCO, SANTOS, 2015; PEIXOTO, 

OLIVEIRA, ROMERO, 2015). 

No Estado do Ceará, a doença encontra-se disseminada, entre 2008 a 2017 

foram notificados 9.247 casos da doença e confirmados 5.312 (57,4%), gerando nesse 

período uma média anual de 531 casos confirmados. Dos municípios no estado do 

Ceará 175 (95,0%) confirmaram casos de LV durante este período. Fortaleza é o 

município com maior incidência de LV em humanos, já foram confirmados 1.984 

(32,4%) casos e 125 (36,8%) óbitos. No ano de 2017, até o mês de novembro, 499 

casos foram notificados e 191 confirmados no Estado (CEARÁ, 2011; JÚNIOR 2011; 

BRASIL, 2017a).  

Na região norte, há uma alta incidência de LV ocorrendo em todo o estado 

de Tocantins em decorrência das modificações eco-epidemiológicas, como o intenso 

fluxo migratório (SOUSA, 2007). A região Sul, era considerada como a única região do 

país livre da doença, até o ano de 2008, quando o primeiro registro de LVC foi feito, no 

ano seguinte, ocorreu o primeiro caso em seres humanos, na cidade de São Borja, no 

Rio Grande do Sul (SOUZA et al., 2013).   



 
 

33 

A LV pode ser considerada zoonótica, quando a transmissão ocorre do 

animal para o vetor e deste para o homem ou antroponótica quando a transmissão é do 

homem para o vetor e deste novamente para o homem (SOUZA; FRANCISCO; 

SANTOS, 2015). A forma de transmissão antroponótica ocorre apenas em países onde 

o agente etiológico é Leishmania donovani (FARIA; ANDRADE, 2012). No Brasil, a 

zoonose era considerada eminentemente rural, sendo mais frequente na região 

nordeste, a partir da década de 80 passou a ocorrer à expansão para áreas urbanas de 

médio e grande porte e para outras regiões que não eram consideradas endêmicas 

(SOUZA et al., 2013).  

Desde então, a transmissão da doença vem sendo descrita em vários 

municípios de todas as regiões do Brasil, se tornando um crescente problema de saúde 

pública no país e em outras áreas do continente americano (FONSECA, 2013b). Até o 

ano 2000 o Nordeste brasileiro era responsável por um registro de quase 90% dos 

casos, atualmente, com a expansão para outras regiões esse percentual diminuiu para 

48% dos casos registrados no país (BRASIL, 2017b).   

Essa expansão para outras áreas está, sobretudo, relacionada à importância 

do cão (Canis familiaris) na epidemiologia da doença, sendo considerado o principal 

reservatório no ciclo de transmissão da LV.  Dessa forma a ampliação para áreas 

urbanas está relacionada com a presença de cães domésticos e o relacionamento 

próximo entre o homem e o animal infectado. Isso ocorre devido à alta susceptibilidade 

do cão para a infecção em áreas endêmicas e pelo intenso parasitismo de formas 

amastigotas na pele do animal, oferecendo assim alta capacidade de transmissão para 

os flebótomos (FARIA; ANDRADE, 2012; GARCIA et al., 2017; MARTINS et al., 2015; 

SHIRALI et al., 2015; SOUZA; FRANCISCO; SANTOS, 2015).  

Deste modo, a prevalência de LV em humanos está diretamente relacionada 

com a quantidade de cães infectados com LVC (SHIRALI et al., 2015). Estes dados 

tornam a LVC o foco de vários estudos em virtude da importância do cão como animal 

doméstico e a sua relevância como reservatório da doença, principalmente porque o 

controle da doença em humano está diretamente relacionado ao controle da doença na 

população canina. 
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2.6.2 Leishmaniose visceral canina 

Os cães infectados por L. chagasi (syn. L. infantum) de acordo com as 

características clínica apresentadas podem ser classificados de três formas: 

assintomáticos, oligossintomáticos e sintomáticos (MANCIANTI et al., 1988). Os 

assintomáticos são cães com ausência de sinais clínicos característicos de infecção por 

Leishmania, porém apesar de aparentemente saudáveis esses animais são 

reservatórios ativos e contribuem para a disseminação a doença. Essa manifestação 

clínica é a forma mais comum da doença em cães, variando de 40 a 60% em uma 

população soropositiva (DUARTE, 2010; ISABEL, 2010).  

Em oligossintomáticos ocorre a presença de até três dos sinais clínicos 

característicos da infecção. Já os cães sintomáticos são aqueles que apresentam mais 

de três sinais clínicos, como: alopecia, dermatite furfurácea, úlceras, hiperqueratose, 

onicogrifose, emagrecimento, ceratoconjuntivite, adenopatia linfóide, opacificação das 

córneas e opacificação do pêlo (MANCIANTI et al., 1988). No cão a doença também 

pode ser sistêmica e crônica podendo chegar a estágios graves quando ocorre intenso 

parasitismo podendo levar o animal ao óbito em poucas semanas (DUARTE, 2010).   

Em regiões endêmicas a soroprevalência da LVC em animais varia entre 

3,4% e 40% (cães sintomáticos e assintomáticos respectivamente). Os dados 

relacionados aos animais assintomáticos, cujo diagnóstico é mais difícil, mostram a 

importância da vigilância e intervenção da infecção, principalmente por esse ser o 

principal elo na transmissão da doença no homem (PEIXOTO; OLIVEIRA; ROMERO, 

2015). No estado do Ceará foram 47.117 animais soro reagentes para LVC entre 2014 

e 2017 com uma média de percentual de animais positivos de 9,6% (BRASIL, 2017a). 
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PARTE II 

2.7 BIOTECNOLOGIA 

O termo biotecnologia foi criado pelo engenheiro húngaro Karl Ereky em 

1919, e oficialmente aceito em 1992 na Convenção sobre Diversidade Biológica 

(FERRO, 2010). A Biotecnologia é definida como uma área de aplicação da biologia 

para fins tecnológicos e comerciais ela permite o uso da matéria prima biológica na 

geração de produtos, processos e serviços capazes de agregar valor, renda e bem-

estar a população (RAMOS; MELO; SILVA, 2016). Apesar de a aplicabilidade ser algo 

recente seu uso vem de técnicas milenares usadas na produção de cerveja e pão, 

iniciada no antigo Egito entre 4.000-2.000 a.C, bem como, na produção de queijo e de 

vinhos (FERRO, 2010). 

Atualmente, a biotecnologia é uma ciência profundamente orientada pelo 

método científico. Sua introdução e aplicabilidade ganhou força a partir da década de 

50, quando foi feito importantes descobertas cientificas, que posteriormente passariam 

a ser à base dessa ciência. A primeira delas se deu a partir dos estudos feitos por 

Alfred Hershey e Margaret Chase, em 1952, levando a conclusão de que o DNA era a 

molécula portadora das informações genéticas presentes nas células (RAMOS; MELO; 

SILVA, 2016).  

Em 1953, outra importante descoberta veio com os relatos feitos por James 

Watson e Francis Crick, sobre os aspectos fundamentais da molécula do DNA, eles 

determinaram que a estrutura do DNA era formada por uma dupla hélice em forma de 

escada retorcida. Além disso, mostraram também que essa molécula era formada por 

bases complementares sendo que as sequências dessas bases era uma forma de 

informação genética e que essa complementaridade entre as bases poderia ser 

importante nas replicações (WATSON; CRICK, 1953). 

A descrição da estrutura do DNA foi apenas o primeiro passo de uma longa 

caminhada. Pois a evolução da biotecnologia se deu de um processo com importantes 

fatos científicos incorporados a biologia ao longo dos últimos anos. Todas essas 

descobertas proporcionaram um avanço muito rápido da tecnologia de DNA 
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recombinante, conhecida como engenharia genética. A tabela 1 trás os principais 

acontecimentos científicos que contribuíram no avanço da engenharia genética. 

 

Tabela 1 – Principais acontecimentos que contribuíram para os avanços na 

engenharia genética 

ANO PRINCIPAIS ACONTECIMENTOS NA ENGENHARIA GENÉTICA  

1955 Purificação e caracterização da DNA polimerase de Escherichia coli por 

Arthur Kornberg (LEHMAN et al., 1958) 

1960 Foi descoberto as funções biológicas das endonucleases de restrição por 

Werner Arber (ARBER, 1978) 

1966 O código genético foi decifrado por Marshall Nirenberg e H. Gobind 

Khorana (GOLDBERG; WITTES, 1966) 

1970 Foi descoberta a enzima transcriptase reversa por Howard Temin e David 

Baltimore (TEMIN; BALTIMORE, 1972) 

1973 Foi produzida a primeira molécula de DNA recombinante por Stanley 

Cohen e Herbert Boyer (COHEN, et al., 1973) 

1977 

 

Ocorreu a primeira aplicação da engenharia genética através da produção 

de hormônio de crescimento humano em bactérias (MARTIAL et al., 1979) 

1982 Foi produzido o primeiro produto comercial advindo do uso da tecnologia 

do DNA recombinante (insulina humana) (WILLIAMS, et al., 1982) 

1983 Foi descrito o processo de amplificação de DNA a partir da reação em 

cadeia de polimerase (PCR) por Kary Mullis (MULLIS, 1990) 

1990 As vacinas de DNA foram descritas, após a inoculação de plasmídeo 

contendo genes que codificavam a beta-galactosidase, obtendo assim a 

expressão do mesmo no músculo de camundongos (WOLFF et al., 1990 

1995 Os primeiros alimentos transgênicos passam a serem comercializados nos 

EUA (DALE, 1995) 

1996 A ovelha Dolly é o primeiro mamífero clonado (Keith Campbell e Ian 

Wilmut) (CAMPBELL et al., 1996) 

1997 Escherichia coli foi sequenciada (BLATTNER et al., 1997) 



 
 

37 

2001 Nasce o primeiro primata transgênico (WOLFGANG et al., 2001) 

2003 O sequenciamento do genoma humano é finalizado (MUNGALL et al., 

2003) 

 Fonte: Elaborada pelo autor  

 

O avanço da engenharia genética se deu principalmente após a década de 

70 com a descoberta da enzima de restrição (capaz de reconhecer uma pequena 

sequência de pares de bases e cortar o DNA nesse sítio específico) e da enzima de 

ligação (capaz de ligar dois fragmentos de DNA) que permitiu recombinar o DNA 

inserindo sequências de outro DNA, promovendo a introdução de genes específicos 

que não seria possível através do cruzamento sexual (LIRA, 2016).  

Essa nova tecnologia permitiu o surgimento da indústria da biotecnologia 

tornando possível que proteínas de interesse terapêutico ou comercial fossem 

produzidas e comercializadas. Na área da saúde a engenharia genética trouxe 

contribuições ao ter suas técnicas aplicadas na realização de diagnósticos mais rápidos 

e precisos, na produção de vacinas, anticorpos, biofármacos, terapia gênica e celular 

entre outras (GIBSON et al., 2010).  

A engenharia genética permitiu o desenvolvimento de anticorpos 

monoclonais e anticorpos policlonais, uma ótima escolha para uso em diagnóstico, pois 

possuem alta especificidade podendo detectar com precisão antígenos específicos 

(LIRA, 2016). A produção e uso de proteínas recombinantes nesse setor tem levado a 

resultados bastante satisfatórios impulsionando a busca por novas proteínas ou 

proteínas mais eficazes (DE ABREU et al., 2014). 

2.8 PROTEÍNAS RECOMBINANTES 

Na natureza os níveis de expressão de muitas proteínas, geralmente são 

muito baixos, não sendo suficiente para uso em estudos estruturais e funcionais nem 

para os setores industriais, fazendo-se necessário a expressão amplificada de 

proteínas recombinantes.  Além disso, as proteínas recombinantes são consideradas 

excelentes antígenos para uso no diagnóstico de campo, porque são facilmente 
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adsorvidos em várias superfícies, o que facilita seu uso e produzem resultados 

reprodutíveis, o que aumenta a confiabilidade de testes (TRAVI et al., 2018). 

As técnicas empregadas na engenharia genética permitiu a produção de 

proteínas recombinantes em grande escala, tornando sua utilização indispensável em 

diferentes setores: na indústria, na pesquisa e no desenvolvimento de novos 

medicamentos e kits de diagnósticos (ANNÉ; ECONOMOU; BERNAERTS, 2016). A 

codificação de proteínas recombinantes pode ser feita em vários sistemas de expressão 

utilizando diferentes organismos como bactérias, fungos filamentosos, leveduras, algas 

unicelulares e células de insetos e mamíferos. Dentre estes organismos, a mais 

amplamente usada é expressão em bactéria utilizando a Escherichia coli (MERLIN et 

al., 2014). 

Cada hospedeiro tem vantagens e desvantagens e sua escolha depende 

diretamente da proteína de interesse. O uso da E.coli na expressão de proteínas 

recombinante se dá por esse ser um organismo de fácil acessibilidade e manuseio, com 

crescimento rápido e alta produtividade, baixo custo, além de ser um organismo simples 

com a genética, fisiologia e metabolismo bem caracterizado, o que facilita a 

manipulação genética, permitindo a expressão de proteínas recombinantes, incluindo 

proteínas de membrana (AHMAD et al., 2017). 

Teoricamente, a produção de proteína recombinante em E. coli é 

relativamente direta, começa pela identificação do alvo, clonagem do gene em um 

vetor, transformação em uma cepa hospedeira adequada, indução para expressão 

amplificada e depois a purificação e caracterização de proteínas.   

2.9 SISTEMAS DE EXPRESSÃO DE PROTEÍNAS 

2.9.1 Expressão em sistema procarioto 

O avanço da biologia molecular permitiu à produção de proteínas 

(heterólogas) em diferentes organismos, como alternativa a extração de proteínas 

originais que normalmente apresentam concentrações baixas e níveis de pureza 

insuficientes para eliminar contaminações tóxicas, pirógenas ou infecciosas (LIMA, 

2013).   
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Com isso, uma técnica amplamente empregada é a utilização de cepas de 

Escherichia coli (E. coli) como produtoras de proteínas heterólogas (DE ABREU et al., 

2014). No entanto, essa síntese não é natural do microrganismo, em questão, podendo 

levar a um estresse metabólico e instabilidade do plasmídeo, desencadeando respostas 

celulares que podem afetar a produção da proteína de interesse (BONOMO et al., 2015; 

COSTA, 2016).  

Dessa forma, para a obtenção dessas proteínas na conformação correta, em 

estado solúvel e ativo se faz necessário um planejamento correto da sua produção. 

“Identificação e localização do gene de interesse, inserção do gene alvo num vetor 

adequado, introdução do vetor no hospedeiro, seleção de células transformantes e 

multiplicação/expressão do gene escolhido no hospedeiro” são as principais fases 

desse processo (LIMA, 2013). Além disso, as condições de cultivo como temperatura, 

pH, velocidade de agitação, composição do meio de cultura, tipo de indutor empregado, 

concentração de nutrientes, técnicas de cultivo e condições de aeração são fatores que 

também afetam diretamente a síntese proteica (BONOMO et al., 2015, COSTA, 2016). 

A E. coli é uma bactéria gram-negativa, envolvida por uma membrana 

externa contendo lipopolissacarídeos que é uma fonte de endotoxinas e também 

impede a secreção de proteínas no ambiente extracelular (ANNÉ; ECONOMOU; 

BERNAERTS, 2016). A temperatura ótima de crescimento da E. coli é á 37 ºC, essa é a 

temperatura corporal de muitos mamíferos, que são normalmente hospedeiros para a E. 

coli, favorecendo seu crescimento (NGUYEN, 2006). Em temperaturas muito altas como 

a 45 ºC esse crescimento é inibido e algumas características fenotípicas normais da 

bactéria são podem ser desabilitadas (NOOR et al., 2013). Além disso, alguns 

promotores podem ser sensíveis se tornando instáveis a temperaturas mais altas do 

que 37 º C (ROSANO, CECCARELLI, 2014).  

Assim como a temperatura o pH também é um fator importante para o 

crescimento bacteriano podendo influenciar positivamente ou negativamente na 

obtenção de proteínas recombinante. O meio de cultura com pH ácido gera estresse as 

células podendo ocasionar a perda do plasmídeo. O ideal é ter um meio tamponado 

que seja capaz de manter o pH estabilizado entre 6,5 - 7,5, uma vez que a E. coli 

produz ácido acético o que favorece a acidez do meio (WANG et al., 2014). Além disso, 
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uma boa aeração é necessária para expressão de mais de 200 genes e manutenção e 

um crescimento acentuado (10 vezes mais), a manutenção de um alto crescimento 

celular se dá na presença de componentes em concentrações ótimas para evitar 

inibição durante o crescimento e a formação de complexos insolúveis (COSTA, 2016).  

As principais vantagens do uso da E. coli  para a síntese de proteínas 

recombinantes  dá-se em virtude da facilidade de manipulação genética, cultura de 

baixo custo, crescimento rápido e alto nível de expressão (HUANG; LIN; YANG, 2012). 

No entanto o uso da E. coli como sistema de expressão possui algumas limitações.  

A incapacidade de realizar modificações pós-tradicionais, comum em 

eucariotos e que podem ser essenciais para a obtenção de proteínas ativas e/ou 

complexas; ausência de um sistema de secreção capaz de liberar a proteína 

recombinante para o meio de cultura; e a facilidade de formação de corpos de inclusão. 

Além disso, a produção no citoplasma da bactéria de proteínas contendo ligações 

dissulfureto é um desafio (DE ABREU et al., 2014; HAN et al., 2018; LIMA, 2013). 

O tamanho da proteína e os limites do domínio são outros fatores que 

influenciam na síntese proteica, de forma que, a probabilidade de expressão da 

proteína diminui com o aumento do peso molecular. Essas desvantagens podem 

dificultar a produção de proteínas em E. coli.  

2.9.2 Expressão em Sistema Eucarioto 

A substituição de fontes nativas de produção de proteínas por sistemas 

recombinantes microbianos foi bastante utilizada por questão de economia e 

segurança. Porém as desvantagens e limitações surgidas com o uso desse sistema; 

associado a busca constante por testes de diagnósticos mais rápidos, com um menor 

custo e que possam ser aplicados em larga escala, tem proporcionado o aumento de 

investimentos para o desenvolvimento de pesquisas que buscam novos sistemas de 

expressão a fim de obterem melhores resultados (AMARO, 2009). 

As plantas sempre foram uma importante fonte de várias moléculas com 

propriedades medicinais e nutritivas para o homem. Nas duas últimas décadas a 

biotecnologia tem investido no uso delas como uma plataforma eficiente com vantagens 

para a produção de proteínas recombinantes (BEIHAGHI et al., 2018).  
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A utilização desse sistema teve início a partir da descoberta da 

Agrobacterium e de suas habilidades em transferir DNA plasmídial. Essa característica 

permitiu que Fraley e colaboradores fizessem a primeira planta transgênica em 1983. 

Os resultados advindos dos testes em plantas transgênicas levaram ao aprimoramento 

da técnica e o seu amplo uso dentro da biotecnologia. Desde então, muitas outras 

proteínas humanas foram expressas utilizando sistema de planta (SOUZA, 2014). Além 

disso, as plantas formam um sistema capaz de produzir eficientemente certas proteínas 

humanas, tais como reguladores do crescimento e inibidores do ciclo celular 

(PECONICK, 2010). 

O uso de um sistema vegetal permite a introdução de genes que tenham 

necessidades de serem expressos em grandes quantidades ou que contenham 

propriedades medicinais (MADEIRA, 2008). Estima-se que essas proteínas possam ser 

produzidas por esse sistema com uma redução de 10 - 50%, pelo menos, ao custo final 

quando comparado ao sistema bacteriano (BONNET, 2010). O hormônio do 

crescimento humano foi a primeira proteína produzida no setor farmacêutico em 

plantas, expresso em tabaco transgênico em 1986 por Barta e colaboradores (1986).  

A utilização de planta nesse processo tem como vantagens possuir 

maquinaria de processamento pós-tradicionais necessária para a atividade de proteínas 

eucarióticas complexas, como as encontradas em mamíferos, garantindo expressão 

eficiente de uma diversidade de proteínas para prevenção, diagnóstico e terapias. 

Possui uma ampla flexibilidade em relação à escala, custo, segurança e atividades 

regulatórias, não produzem endotóxinas, não carreiam viroses, patógenos ou 

oncogênese humanos, sendo mais segura. Com um menor risco de contaminação gera 

menos custos com processos de purificação e descontaminação (AMARO, 2009; 

SOUZA, 2014; MERLIN et al., 2014).   

Dessa forma, tem-se buscado produzir diversas proteínas comerciais através 

do sistema de expressão em vegetal como, anticorpos, antígenos, fatores sanguíneos, 

citosinas, fatores de crescimento, hormônios, enzimas e vacinas. Tiwari et al. (2009), 

faz uma revisão mostrando diversos trabalhos que produzem antígenos vacinais em 

plantas. Esses antígenos produzidos em planta têm se mostrado bastante promissores, 

não só pela capacidade de expressão eficiente de proteínas e diversas moléculas, mas 
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principalmente, porque em estudos clínicos de fase 1, esses antígenos têm se 

apresentado mais seguros e com alta capacidade de induzir resposta imunológica. 

Outro fator importante é a alta taxa de produção que é determinada sobre: a espécie de 

planta escolhida, a construção do cassete de expressão e o tipo de transformação 

aplicada (MADEIRA, 2008; TIWARI et al., 2009).  

Com o avanço e a ampla utilização desse sistema muitas pesquisas se 

empenham no aperfeiçoamento de técnicas metodológicas para a transformação 

eficiente das plantas com genes recombinantes. Existem várias técnicas de 

transformação em planta: as transformações diretas podem ser na forma de 

biobalística, eletroporação ou microinjeção; e as indiretas consistem no uso de um vetor 

capaz de intermediar a transferência do DNA (LIRA, 2016).  

As técnicas mais utilizadas são a transformação indireta do genoma da 

planta, através da utilização de Agrobacterium (KLAFKE, 2010; MADEIRA, 2008), que 

consiste de um sistema com alta eficiência de transformação, baixo custo operacional, 

simplicidade na realização dos protocolos e a utilização de vírus recombinantes, cuja 

estratégia é infectar plantas com vírus que expressem os transgenes durante sua 

replicação no hospedeiro (AMARO, 2009). 

A escolha da técnica que será utilizada deve levar em consideração a 

espécie a ser transformada, o tipo da célula ou tecido utilizado, a capacidade de 

regeneração e a disponibilidade de materiais (LIRA, 2016). Segundo Amaro (2009) o 

método ideal de transformação deve combinar: descontaminação do tecido infectado 

pela bactéria; seleção das células que foram transformadas e que expressam o gene 

marcador e regeneração dessas células em plantas. O tipo de expressão da proteína 

heteróloga pode ser dividido, em dois grupos: os de expressão estável (plantas 

transgênicas) e os de expressão transiente (plantas infectadas por vetor viral vegetal e 

plantas agroinfiltradas) (BONNET, 2010). 

O sistema de transformação transiente denominado Agrobacterium 

tumefasciens transient assay (ATTA), permite a transformação indireta do vegetal 

através do uso de uma suspensão de Agrobacterium contendo um plasmídeo. Essa 

suspensão é infiltrada na folha da planta por meio de uma seringa ou sistema a vácuo. 

Toda a parte aérea da planta pode ser infiltrada e o tecido pode ser coletado para 
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análise após 3-6 dias, devido às vantagens de ser um método econômico, simples e 

rápido, esse sistema é bastante usado para verificar a funcionalidade de cassetes de 

expressão e para validar funcionalidade das proteínas recombinantes (BEIHAGHI  et 

al., 2018; MADEIRA, 2008). 

As agrobactérias são organismos aeróbicos, gram-negativos que possuem a 

forma de bastão e são tipicamente encontrados no solo. O gênero Agrobacterium, 

pertencente à família Rhizobiaceae, está subdividido em cinco espécies que diferem 

entre si pela patogenicidade e pelo modo de infecção em diferentes plantas (AMARO, 

2009; KLAFKE, 2010).  A espécie A. tumefaciens é o agente etiológico da galha-da-

coroa, doença que causa crescimentos celulares neoplásicos (tumores) em tecidos 

vegetais (KERN, 2003). Mais de 600 espécies vegetais são conhecidas como 

suscetíveis à infecção por A. tumefaciens tornando-a um eficiente mecanismo de 

transformação principalmente em plantas dicotiledôneas (KLAFKE, 2010). 

A infecção pela agrobactéria inicia através de uma lesão sofrida pela planta, 

onde nessa lesão as moléculas-sinais (acetoseringona) liberadas pelas células 

lesionadas atraem a agrobactéria permitindo sua penetração.  Essas moléculas-sinais 

também são responsáveis pela ativação de genes que estão localizados no plasmídeo 

Ti (Indução de Tumor), formado por uma fita dupla de DNA, com cerca de 200 kb que 

promove a transferência de genes específicos de DNA (DNA de transferência ou T-

DNA) da bactéria para a célula vegetal, permitindo sua expressão na célula hospedeira. 

Esses genes são delimitados por duas sequências repetidas de 25 pb, conhecidas 

como extremidades direita e esquerda. No plasmídeo Ti está presente também uma 

região de virulência chamada região Vir que é composto de seis a oito operons, os 

quais codificam diversas proteínas que vão promover essa transferência e são 

responsáveis pela virulência das agrobactérias (AMARO, 2009; PITZSCHKE, 2013; 

SUBRAMONI et al., 2018). 

A região Vir processa o T-DNA do plasmídeo, produzindo uma molécula de 

fita-simples de T-DNA (também chamada de fita-T). A fita-T chega ao citoplasma da 

planta por um canal de transporte (formado por proteínas virD4 e virB). Dentro da célula 

ela se liga a uma molécula virD2 na extremidade 5’ fosfato e outras proteínas virE2 

formando um complexo de transporte (complexo-T) que é encaminhado para o interior 
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do núcleo da célula vegetal onde ocorre a integração do genoma da bactéria ao 

genoma vegetal e expressão de maneira estável (KERN, 2003; GELVIN, 2005).  

Para a infecção de plantas são necessárias apenas as duas extremidades 

direita e esquerda, assim os genes que causam a proliferação celular podem ser 

removidos e genes de interesse podem ser inseridos em seus lugares permitindo a 

expressão de bactérias heterólogas (AMARO, 2009).  

Além disso, o T-DNA do plasmídeo Ti é transferido para um segundo 

plasmídeo (plasmídeo binário) facilitando a manipulação dos genes e tornando estas 

bactérias incapazes de produzir os sintomas patológicos. Para isso deve ser eliminado 

do T-DNA os genes codificadores de enzimas sintetizadoras de reguladores de 

crescimento vegetal e de opinas (KERN, 2003). Um gene marcador pode ser 

acrescentado a esse conjunto para identificar células ou tecidos da planta que tenham 

integrado com êxito o gene de interesse (PECONICK, 2010). 

A escolha correta da planta é um importante fator para se obter sucesso na 

produção de proteínas recombinantes (KLAFKE, 2010). Devendo ser observado 

aspectos biológicos como o ciclo de vida, o rendimento relacionado à biomassa, fatores 

geográficos, fatores relacionados à especificidade de cada espécie, acúmulo e 

qualidade na produção das proteínas recombinantes (SOUZA, 2014).  

Dessa forma, a escolha pelo uso da Nicotiana benthamiana se dá por essa 

ser uma espécie vegetal pertencente à família Solanaceae sendo uma das plantas mais 

utilizadas em estudos de virologia em vegetal, principalmente por ser suscetível à 

infecção de diversas espécies de vírus e outros agentes patogênicos (como bactérias, 

oomicetos, fungos, etc.) (GOODIN et al., 2008). Essa sucetividade está relacionada a 

uma mutação no RNA dependente de RNA polimerase (RDRP1) que reduz a sua 

eficiência de silenciamento gênico, tornando-a uma espécie modelo em pesquisas de 

relações entre hospedeiro-patógeno no contexto de imunidade inata e defesa (GOODIN 

et al., 2008; SOUZA, 2014).  

O fumo N. benthamiana tem ganhado popularidade na biologia vegetal 

principalmente sobre localização e proteínas ou sistemas baseados em plantas para a 

expressão e purificação de proteínas (GOODIN et al., 2008). A N. benthamiana é 

bastante utilizada na transformação transiente por possuir uma elevada eficiência de 
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transferência de T-DNA (~100%) em células do mesófilo. Elas possuem folhas de fácil 

infiltração que podem produzir altas quantidades de proteínas em resposta a 

agroinfiltração (BONNET, 2010).  

Essas características tornam a espécie uma das mais apropriadas nos 

processos de transformação e expressão transiente em sistema vegetal e um forte 

candidato para produção comercial devido ao grande acumulo de biomassa por hectare 

(SOUZA, 2014).  

Porém, apesar do sistema vegetal ser considerado uma plataforma 

promissora para a produção de proteínas de interesse a purificação e a extração das 

proteínas dos tecidos vegetais tem sido relatada como os principais obstáculos na 

utilização de plantas como biorreatores (KLAFKE, 2010). Outra desvantagem 

encontrada é a instabilidade do produto recombinante produzido em folhas, podendo 

levar a formação de corpúsculos ou corpos de inclusão e devido esse ser um ambiente 

altamente concentrado de água, o tecido deve ser congelado ou liofilizado para o 

transporte (BONNET, 2010; MADEIRA, 2008).  

Novos estudos estão sendo realizados para aprimorar e desenvolver 

soluções que minimizem essas desvantagens buscando o aperfeiçoamento e a 

viabilidade desse sistema vegetal para a produção de proteínas recombinante (SOUZA, 

2014).  

2.10 PROTEÍNAS RECOMBINANTES DA LEISHMANIA  

O uso de técnicas laboratoriais modernas e mais recentemente o 

aperfeiçoamento de técnicas moleculares, como rastreamento de biblioteca de 

expressão de genes tem permitido a identificação de diversos antígenos recombinantes 

proteicos e/ou glicídicos como o citocromo C oxidase, rKLO8, rLbHyM , rHSP83, rA2, 

hsp70, GP63, LACK, LeiF, A2, k39, k26 entre outros. Esses antígenos são estudados 

com o proposito de se buscar proteínas de Leishmania capazes de estimular a resposta 

humoral nos hospedeiros infectados ou que possam apresentar respostas contra 

proteínas do parasita, permitindo assim, que sejam utilizados na prevenção e no 

diagnostico da leishmaniose canina e humana (DIAS et al., 2018; ROZENDO et al., 

2014). 
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Na busca por antígenos promissores, que consigam ser reconhecidos por soros 

de indivíduos infectados, e que permitam distingui pacientes tratados de não tratados, o 

antígeno rk39 de L. infantum tem se destacado em diversos estudos. Os resultados 

promissores por ele apresentado permitiu que esse antígeno saísse do ambiente 

acadêmico e passasse a ser altamente utilizado na área clínica sendo considerado o 

mais promissor para uso no diagnóstico da LV (MAGALHAES et al., 2017; TRAVI et al., 

2018). 

O antígeno K39 é uma proteína conservada que está presente em sete 

espécies de Leishmania (VENTURIN et al., 2015). Essa proteína possui peso molecular 

de 37 kDa e está localizada no DNA do cinetoplasto de Leishmania, sendo parte de 

uma proteína de 230 kDa da família Kinesina. O antígeno rK39 é uma proteína 

recombinante clonada do antígeno K39 da região quinase de L. chagasi (L. Infantum) 

do complexo donovani-específico (LEMOS et al., 2003; LIMA, 2009). Apresenta uma 

sequência de 39 aminoácidos repetitivos conferindo a esta proteína epítopos de alta 

densidade e identidade específica com as espécies viscerotrópicas de Leishmania 

principalmente das espécies L. Donovani e L. Infantum sendo expressa 

predominantemente em formas amastigotas (BURNS et al., 1993; VENTURIN et al., 

2015).  

Para se obter uma proteína recombinante as principais etapas são: isolar o 

gene de interesse, escolher o sistema de expressão (bactéria, planta), clonar e 

expressar a proteína (MIYAMOTO, 2013). 

2.11 DIAGNÓSTICO 

A LV pode ser zoonótica ou antroponótica, em países onde a LV é 

caracterizada como sendo zoonótica, como é o caso do Brasil, os cães domésticos 

apresentam papel fundamental na transmissão e manutenção da epidemiologia.  

As principais medidas preconizadas pelo Ministério da Saúde (MS) para 

controle da LV são: 1) diagnóstico precoce e tratamento adequado dos casos humanos; 

2) utilização de medidas para controle e combate ao inseto vetor; 3) eliminação de cães 

infectados através da eutanásia (reservatório da doença); 4) atividades em educação 

em saúde (BRASIL, 2006).  
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O tratamento de cães não é uma medida recomendada pelo Ministério da 

Saúde, uma vez que, mesmo tratados os animais continuam sendo reservatórios do 

parasito em seus organismos, contribuindo para sua transmissão aos insetos vetores. 

Além disso, o uso rotineiro dessas drogas no tratamento pode contribuir para o 

surgimento de protozoários resistentes. A resistência do parasita as drogas (que são 

poucas) torna o tratamento em humano mais difícil aumentando o número de óbitos 

(GONTIJO; MELO, 2004).   

Dessa forma, uma das principais medidas para controle da doença ainda é a 

eutanásia dos cães positivos. Para se ter a eliminação de reservatórios infectados é 

necessário o diagnóstico eficiente do animal, a fim de evitar a eutanásia desnecessária 

de cães e a permanência de animais infectados. A detecção precoce de cães 

infectados é fundamental para o controle e expansão da doença, já que o cão 

doméstico é o principal reservatório da Leishmania (FARIA; ANDRADE, 2012; 

MONTEIRO, 2014; NÓBREGA, 2014). 

No entanto, o diagnostico precoce é o principal desafio na LVC. Atualmente, 

as medidas preconizadas pelo sistema de saúde são de difícil execução e de alto custo, 

o que dificulta a manutenção dessas medidas de forma sistemática e por longos 

períodos. Tudo isso contribui para que a eliminação de animais soropositivos ocorra 

tardiamente ou de modo ineficaz, além disso, a maioria dos cães infectados apresenta-

se assintomáticos, mascarando a doença e dificultando o diagnóstico (BAGUES, 2016; 

ROCHA, 2012).  

Atualmente, diferentes técnicas podem ser aplicadas no diagnóstico da LVC, 

porém nenhuma das técnicas apresenta 100% de sensibilidade e especificidade 

(MONTEIRO, 2014). A ausência de um antígeno altamente específico e de fácil 

execução é o maior desafio e a principal meta a ser alcançada para se ter diagnóstico 

preciso da LVC. A sua ausência tem subestimado o número de cães infectados o que 

contribui para a manutenção da doença (FARIA; ANDRADE, 2012).  

A complexidade e diversidade biológica da própria infecção também 

contribuem para a dificuldade de um diagnóstico eficaz (MONTEIRO, 2014). Assim, o 

desenvolvimento de métodos de diagnósticos precisos, barato, de fácil realização, 

interpretação e que forneçam resultados rápidos são necessários, para controlar a 
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transmissão e a disseminação da doença. O diagnóstico da LVC pode ser realizado 

através de métodos clínicos, parasitológicos, sorológicos e moleculares, cada um 

apresentando suas vantagens e desvantagens.  

2.11.1 Diagnóstico clínico  

O diagnóstico clínico da LVC é bastante complexo e difícil devido à 

inespecificidade dos sintomas, que podem ser confundidas com outras doenças e da 

ausência de sinais clínicos na maioria dos animais. Em torno de 60% a 80% dos cães 

que vivem em áreas endêmicas podem ter contato com o parasito e não desenvolver 

sinais clínicos da doença, por um longo período (MONTEIRO, 2014; NOGUEIRA et al., 

2016). Além disso, os sinais clínicos podem ser semelhantes a outras patologias 

caninas, como por exemplo, erliquiose e babesiose. Desta maneira, para se chegar a 

um diagnóstico definitivo e seguro da LVC faz-se necessário a associação entre os 

parâmetros clínicos, epidemiológicos, parasitológicos e sorológicos (FARIA; ANDRADE, 

2012). 

2.11.2 Diagnóstico parasitológico  

O teste parasitológico faz uso da demonstração do parasita no esfregaço ou 

em lâminas advindas de material biológico do baço, fígado, medula óssea ou 

linfonodos. Esse método é considerado padrão ouro, pois a técnica permite a 

visualização do parasita, em sua forma amastigota, na análise do material biológico. 

Porém apesar desse método fornecer a certeza da infecção quando o parasita é 

identificado e possuir uma especificidade de 100% a sua sensibilidade é bastante 

variável. Essa variação ocorre porque a distribuição do parasita não é homogênea no 

tecido, assim, dependendo do grau de infecção do animal o parasita pode não ser 

visualizado na amostra, mesmo o animal estando infectado, levando a resultados falso-

negativos. Além disso, trata-se de uma técnica bastante invasiva que requer 

profissional capacitado e ambiente apropriado para a coleta e sua aplicação não é 

adequada para uso em larga escala (GONTIJO; MELO, 2004; MONTEIRO, 2014; 

NÓBREGA, 2014).   



 
 

49 

Os aspirados de medula e linfonodos são os mais usados para esse tipo de 

teste, porém a sensibilidade mais alta (98%) é alcançada quando se utiliza aspirado do 

baço, entretanto os riscos advindos desse procedimento são altos. O aumento do 

tempo de observação e do número de campos observados reflete uma maior 

sensibilidade para o teste parasitológico. As limitações na interpretação dos resultados 

ressaltam a necessidade de mais pesquisas na área de diagnóstico da LV, com o 

objetivo de aprimorar as abordagens metodológicas utilizadas em estudos de validação 

de métodos diagnósticos (MONTEIRO, 2014). 

2.11.3 Diagnóstico molecular  

Para o diagnóstico molecular são utilizadas técnicas que permitem detectar e 

identificar a presença do parasita sem a necessidade do isolamento através de uma 

cultura ou através da utilização de métodos invasivos como: a biópsia de medula óssea, 

punção de baço, aspirado de linfonodo, biópsia de fígado ou mesmo um grande volume 

de sangue para obtenção de material para análise (NÓBREGA, 2014).  

A técnica mais usada nesse tipo de diagnóstico é a reação em cadeia da 

polimerase (PCR), essa técnica baseia-se na amplificação de oligonucleotídeos que 

formam uma sequência conhecida do parasito, podendo detectar uma única molécula 

de DNA numa amostra ou um fragmento contendo o alvo desejado (MONTEIRO, 2014). 

Assim, essa técnica se apresenta como um teste de detecção rápida, sensível e 

específica na constatação do parasito da Leishmania, podendo ser usada no 

diagnóstico, monitoramento do tratamento e em estudos epidemiológicos (NÓBREGA, 

2014). 

A técnica baseia-se na amplificação de uma sequência específica de DNA do 

parasita permitindo que essa sequência se ligue a região do DNA de interesse, 

amplificando-a em inúmeras cópias (VIEIRA, 2011; JUSI et al., 2015). Para a 

amplificação de DNA, faz-se uso de sequências de oligonucleoídeos advindos dos 

domínios conservados de minicírculos, presentes em milhares de cópias, que 

corresponde a 30% do DNA celular, sendo então um bom alvo para ser utilizado no 

diagnóstico molecular do parasita da Leishmania (MONTEIRO, 2014).  
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A PCR possui sensibilidade e especificidade variáveis de acordo com 

método de extração de DNA utilizado (amostra), pela escolha dos oligonucleotídeos 

iniciadores empregados, das amostras clínicas utilizadas, bem como do tempo da 

infecção (NUNES et al., 2007). O sangue e a medula óssea são as amostras mais 

utilizadas para o diagnóstico da LVC por PCR. Porém, utilizações de amostras 

provenientes de biopsia de pele podem ser potencialmente úteis, independentemente 

do estado clínico do animal. Amostras de pele são um importante reservatório do 

parasita tanto em animais assintomáticos quanto em sintomáticos, pois é nela que a 

infecção inicia com a picada do flebotomíneo e o parasita permanece no tecido cutâneo 

permitindo que novos mosquitos se infectem. Em estudo feito, a PCR mostrou ser um 

indicador melhor com a mostra de pele (51%) do que da medula óssea (17,8%) ou 

conjuntiva (32%). Entretanto os métodos moleculares apresentam elevado custo e 

pouca aplicabilidade em campo para uso em rotina (XAVIER et al., 2006). 

2.11.4 Diagnóstico sorológico 

Devido a elevada produção de anticorpos decorrente da estimulação 

policlonal de linfócitos B e ativação da resposta imune humoral com produção de 

anticorpos IgG anti-leishmania, característica da doença, os testes sorológicos têm sido 

os mais utilizados como ferramenta no auxilio do diagnóstico da LVC (BARBOSA, 2005; 

MARCONDES et al., 2011; GONTIJO; MELO, 2004). Esses testes baseiam-se na 

detecção desses anticorpos circulantes, presentes no soro dos cães infectados, para se 

ter uma confirmação da doença (ROCHA, 2012).  

Nos animais doentes a resposta humoral é geralmente intensa com altos 

níveis de imunoglobulina, que ativam a produção de anticorpos IgG anti-Leishmania. Os 

níveis desses anticorpos desenvolvem-se a partir do terceiro mês da infecção e 

permanecem em níveis elevados por até dois anos (MARCONDES et al., 2011). Em 

virtude disso, os testes sorológicos passaram a ser o principal foco no diagnóstico de 

LVC ocorrendo assim, o desenvolvimento de diversos métodos. O uso desse tipo de 

diagnóstico apresenta como principais vantagens: serem menos invasivo; podem ser 

produzidos em grande escala; apresentam custo viável; são rápidos e de simples 

aplicação (FARIA; ANDRADE, 2012).  
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Atualmente, existe uma variedade de testes que podem ser aplicados para o 

diagnóstico sorológico da LVC, que são: a fixação do complemento, teste 

imunocromatográfico, teste de aglutinação direta (DAT), imunofluorescência indireta 

(RIFI), ensaio imunoenzimático (ELISA) com diferentes modificações e Western Blotting 

(NÓBREGA, 2014).  

No Brasil, o Ministério da Saúde preconiza o uso do teste 

imunocromatográfico - TR DPP® para inquéritos epidemiológicos e controle da LVC, 

por ser de fácil execução, rápido, com baixo custo e por apresentar boa sensibilidade e 

especificidade, tendo seu uso como método de triagem (JÚNIOR, 2014). Porém, para a 

confirmação da doença é necessário a aplicação de um segundo teste. Quando a 

amostra de soro se apresenta positiva no DPP a amostra é encaminhada para 

aplicação do teste de ELISA ou RIFI, que são as técnicas confirmatórias recomendadas 

pelo ministério da saúde (BRASIL, 2016). 

Os cães que apresentam reatividade positiva para esses testes devem ser 

eutanasiados, segundo o Ministério da Saúde recomenda-se ainda a realização de 

novos testes, em até 30 dias, para os animais que apresentam baixa reação, visando 

confirmar o diagnóstico (BRASIL, 2016).  

A RIFI foi empregada a partir da década de 1960. A técnica utiliza como 

antígeno formas promastigotas íntegras do parasita. Sua sensibilidade varia de 83% a 

100% e sua especificidade próximo a 80% para amostras de soro. Entretanto, sua 

aplicação necessita de profissional com alta habilidade e experiência, equipamentos 

especializados e de alto custo, além de ser muito laborioso o que dificulta a sua 

aplicação na triagem de um grande número de amostras (FARIA; ANDRADE, 2012).   

A RIFI tem sido bastante utilizada no diagnóstico de diversas doenças 

parasitológicas, porém tem se observado a presença de reações cruzadas em testes 

envolvendo LV, Leishmaniose tegumentar (LT), doença de Chagas, demodicose e 

Ehrlichiose. Outra forma de reação cruzada pode ser causada por anticorpos vacinais 

ou com outras parasitoses. A presença de reações cruzadas resulta em muitos falso-

positivos, o que torna a sensibilidade e especificidade da RIFI menor que nos testes de 

ELISA. Isso explicaria a elevada prevalência de cães soropositivos quando se utilizam 

os testes de RIFI comparados ao ELISA (HIRSCHMANN et al., 2015). Dessa forma 
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desde 2012, a RIFI vem sendo substituída pelo ELISA, a qual tem sido aplicado como 

principal teste confirmatório pela rede pública no Brasil (BRASIL, 2016). 

O ensaio imunoenzimático (ELISA) baseia-se na reação de anticorpos 

presentes no soro do cão com o antígeno de Leishmania, sensibilizado em microplacas. 

A identificação ocorre após a aplicação de um conjugado marcado com enzima 

peroxidase, de maneira que esta enzima age sobre um reagente fazendo a reação final 

mudar de cor, a intensidade da reação é medida pela absorbância em um 

espectofotômetro (BRASIL, 2014). A sensibilidade do ELISA pode variar de 71% a 

100% e a especificidade de 85% a 100% dependendo do tipo de antígeno empregado 

(ROCHA, 2012).  

O teste de ELISA pode ser aplicado para um grande número de amostras em 

um curto espaço de tempo, além de poder ser aplicado a diversos antígenos, sejam 

eles brutos, sintéticos ou recombinantes. O uso de antígenos brutos limita a 

especificidade do teste quando comparados com antígenos recombinantes (MAIA; 

CAMPINO, 2008). O animal é considerado reagente no teste de ELISA quando o valor 

da absorbância da amostra for igual ou superior ao ponto de corte (cut-off) (BRASIL, 

2014). 
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3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Produzir e avaliar a sensibilidade e especificidade da proteína rk39 de 

Leishmania chagasi, expressa em sistema eucarioto e procarioto para utilização no 

diagnóstico da Leishmaniose Visceral Canina. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Expressar a proteína rK39 de L. chagasi em sistema procarioto; 

• Purificar a proteína rK39 expressa; 

• Avaliar a sensibilidade e especificidade da proteína utilizando o teste de ELISA 

indireto frente a soros de cães do município de Fortaleza-CE para o diagnóstico 

da LVC; 

• Comparar a reatividade sorológica, a sensibilidade e especificidade obtidas pelo 

ensaio imunoenzimático da rk39 produzida em sistema eucarioto e procarioto;  

• Determinar o melhor desempenho da rk39 nos diferentes sistemas de expressão 

para o diagnóstico da LVC como potencial confecção de um kit de diagnóstico 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 OBTENÇÃO DA PROTEÍNA RECOMBINANTE 

 

4.1.1 Escolha e construção do inserto 

Para o desenvolvimento deste estudo, primeiramente, foi realizada a busca e 

a análise das proteínas de Leishmania chagasi presente na literatura, para isso foi feito 

uma seleção in silico de sequências de nucleotídeos encontradas em bancos de dados 

públicos. A sequência escolhida capaz de codificar a expressão da proteína rK39 foi 

obtida no Genbank com número de acesso DQ831678.1. A sequência contém 837 

pares de bases (pb) de nucleotídeos e está disponível em www.ncbi.nlm.nih.gov. Para 

uma análise total da sequência, a mesma também foi submetida ao BLAST - Basic 

Local Alignment Search Tool (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ Blast.cgi).  

Posteriormente, foi elaborada a construção da sequência recombinante, 

onde junto a sequência escolhida da k39, foi adicionado um sítio de restrição para a 

enzima BamHI seguida de uma sequência capaz de codificar o aminoácido metionina 

na extremidade 5’ e um sítio de clivagem para a enzima de restrição EcoRI na 

extremidade 3’ (Figura 6).  

 

Figura 6 – Representação gráfica da sequência recombinante k39 

 
BamHI Met K39 EcoRI 

 

Legenda: BamHI e EcoRI: sítios de restrição de enzimas; Met: sequência do aminoácido de iniciação 
metionina; K39: sequência genica da proteína k39. 
Fonte: Elaborado pelo autor 

 
Após a elaboração da sequência recombinante, a mesma foi sintetizada e 

adquirida comercialmente (BioBasic Inc., Ontario, Canadá), inserida em vetor de 

clonagem (pUC), representado na Figura 7. 
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Figura 7 - Mapa do plasmídeo pUC-k39 contendo a sequência recombinante 

Legenda: Plasmídeo pUC57_k39. AmpR: gene de resistência a ampicilina; AmpR promoter: promotor do 
gene AmpR; lacZa: fragmento do gene da sequência da β-galactosidase, Lac promoter: promotor da 
sequência lacZa; ori: origem de replicação em bactérias. AttL1, AttL2: sítio de clonagem múltipla; em 
negrito por fora do plasmídeo: sítios de enzimas de restrição; LEISH_K39_otimi: Sequência da k39 
otimizada. 
Fonte: Snapgene, 2018 

4.1.2 Clonagem em sistema procarioto  

O plasmídeo de clonagem obtido comercialmente (pUC-k39) foi usado na 

transformação das bactérias competentes E. coli, cepa de clonagem DH5α tratadas 

com cloreto de cálcio. O plasmídeo pUC possui um gene de resistência a ampicilina que 

confere as bactérias transformadas resistência a esse antibiótico.   

A transformação das cepas de E. coli ocorreu por meio de choque térmico. 

Para isso foi adicionado 100 ng do plasmídeo de interesse em um microtubo contendo 

células competentes de clonagem (50µl), previamente descongelada em gelo por 

aproximadamente 10 minutos. Os microtubos contendo os plasmídeos de interesse e as 

células competentes foram incubados por 10 minutos em gelo e por 30 segundos em 



 
 

56 

banho maria a 42 °C. Após o choque térmico a bactéria foi mantida em gelo por mais 10 

minutos e incubada em 200 μL de meio Luria Bertani (LB) (Invitrogen) á 37 ºC, 240 rpm 

por 1 hora. 

Em seguida, a cultura bacteriana resultante foi plaqueada em Ágar-

LB/Ampicilina 0,01% e incubada a 37 ºC overnight. Foram selecionadas aleatoriamente 

8 colônias, crescidas na placa, para confirmação da presença do plasmídeo 

recombinante.  

Cada colônia foi inoculada em tubos contendo 3 ml de LB/Ampicilina 0,005%  

e incubadas a 37 °C, 250 rpm, overnight. As culturas foram centrifugadas a 16000 rpm 

por 15 minutos, o sobrenadante foi desprezado e o pellet submetidos a purificação do 

DNA plasmidial - Kit Wizard Plus Sv Minipreps DNA Purification System (Promega 

Corporation, Madison, USA), de acordo com as recomendações do fabricante. A 

quantificação das amostras foi feita por nanoespectrofotometria em Nanodrop (Thermo 

Scientific™) no comprimento de onda de 260nm.  

 

4.1.3 Ligação dos genes ao vetor de expressão (pET-28a) 

Para a confirmação do inserto na bactéria e a sua ligação no vetor de 

expressão foi realizado a digestão enzimática do plasmídeo. O plasmídeo resultante 

denominado pUC-k39 (2 µg) foi digerido com as enzimas de restrições EcoRI e BamHI, 

(2 µL/enzima) em 36 µL do tampão H por 1 hora a 37 ºC em banho-maria. Para a 

inativação da enzima a temperatura foi aumentada para 65 ºC por 20 minutos. O 

produto da digestão foi aplicado em gel de agarose 1% (EPS 3501 XL Power 

Supply, GE Healthcare) e o inserto foi purificado do gel com o kit Wizard® SV Gel and 

PCR Clean-Up System (Promega Corporation, Madison, USA), de acordo com as 

recomendações do fabricante. A quantificação foi realizada por nanoespectrofotometria 

no Nanodrop (Thermo Scientific™) a 260 nm. Após a purificação, o inserto foi ligado ao 

vetor de expressão pET-28a (Novagen, Darmstadt, Germany), mostrado na Figura 8, 

previamente linearizado com as mesmas enzimas.   
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Figura 8 - Representação do mapa circular do vector de expressão pET-28a 

 

Legenda: Vetor de expressão pET-28a(+). Kan: gene de resistência a Canamicina; f1 origin: origem de 
replicação de bacteriófago, a seta indica a direção da síntese de cadeia; lacl: fragmento do gene da 
sequência da β-galactosidase junto com o promotor da sequência lacl; ori: origem de replicação em 
bactérias; região com a seta em negrito: contém a região da calda de 6 histinina, o sítio de clonagem 
múltiplas, tag da proteína principal do capsídeo, operador lac e promotor T7; indicação por fora do 
plasmídeo: sítios de enzimas de restrição. 
Fonte: Novagem, 2018. 
 

Resumidamente, a ligação no vetor de expressão pET-28a foi feita na 

proporção de 3 moléculas do inserto para 1 molécula do vetor utilizando a enzima T4 

DNA Ligase (Invitrogen, Texas, USA) como catalizador da reação de ligação em 1 U/µL. 

Em seguida o produto dessa ligação passou pelas mesmas etapas de transformação 

em E. coli (cepas DH5α) e purificação conforme descritas anteriormente. A 

quantificação do plasmídeo foi realizada por nanoespectrofotometria em Nanodrop 

(Thermo Scientific™). 

4.1.4 Expressão da proteína rk39 

As células E. coli BL21(DE3) competentes foram transformadas com o 

plasmídeo de expressão pET-28aK39 por choque térmico seguindo o protocolo 



 
 

58 

anteriormente descrito. O plasmídeo pET28a possui o gene de resistência ao antibiótico 

canamicina, dessa forma, as bactérias transformadas se tornam resistentes a esse 

antibiótico.   

As colônias transformadas foram crescidas em meio sólido contendo 0,005% 

de antibiótico canamicina (Sigma-Aldrich). Foi escolhida uma colônia, de forma 

aleatória, e inoculada em 5 mL de meio LB/Canamicina 0,005%, à 37 ºC sob agitação 

de 250 rpm, overnight para a formação do pré-inóculo. Da cultura crescida foram 

realizadas repiques para um novo caldo LB/canamicina, na diluição de 1:25 (v/v) e 

incubados à 37 °C/ 250 rpm por aproximadamente 2 horas em incubadora shaker (Ethik 

techonology), até atingir uma densidade óptica (OD600nm) entre 0,6 e 0,8. Essa OD 

marca o final da fase logarítmica, fase normalmente utilizada para indução em sistemas 

que utilizam a T7 RNA polimerase. A leitura foi realizada em espectrofotometro 

(Ultrospec 2100 pro Amersham Biosciences) (OLIVEIRA et al., 2016).  

Após o crescimento a cultura foi induzida.  A presença do indutor ativa a 

expressão da proteína recombinante. Para avaliar a melhor proporção e obter maiores 

concentrações na expressão da proteína de interesse, foram testadas 3 diferentes 

concentrações do indutor (0,1 mM; 0,5 mM e 1 mM) Isopropil β-D-1- 

tiogalactopiranosida (IPTG) (SIGMA-ALDRICH). A indução ocorreu por 3 horas, 37 °C, 

250 rpm. Posteriormente as culturas foram centrifugadas a 8000 rpm, 15 minutos, 4°C 

(MPW 350 R High Speed Brushless Centrifuge) (OLIVEIRA et al., 2016). 

O sobrenadante gerado foi descartado e o pellet ressuspendido em tampão 

de lise contendo 200 mM NaCl; 20 mM Tris-HCl pH 8; 200 µg lisozima; 2 mM fluoreto 

de fenilmetanosulfonil (PMSF) na proporção 1:10 (v/v) de volume de cultura induzida. 

Foi adicionado na solução 0,1% de triton X-100 e incubada em gelo durante 15 minutos. 

Em seguida, o material foi sonicado em amplitude de 45 em 12 ciclos de 15 segundos 

com repouso de 15 segundos entre cada sonicação. Após a sonicação o extrato 

bacteriano foi centrifugado (4 °C/ 8000 rpm/ 15 minutos) (MPW 350 R).  As duas 

frações resultantes (pellet e sobrenadante) foram analisadas por Western Blotting para 

a confirmação da expressão da proteína de interesse.  

Primeiramente, as amostras foram preparadas adicionando tampão de 

amostra e fervidas por 2 minutos. Posteriormente, as amostras foram aplicadas em gel 
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de poliacrilamida SDS-PAGE 15% e as proteínas submetidas a separação por 

eletroforese utilizando corrente de 140 V, em um sistema de mini-gel por 80 minutos. 

Foram feitos 2 geis um para ser corado com Coomassie Brilliant Blue e o outro foi 

submetido a transferência para uma membrana de nitrocelulose de 0,2 µm de poro (GE 

Healthcare Life Sciences) e utilizado no Western Blotting. A transferência se deu em 

sistema Semi-dry utilizando tampão de transferência (glicina 39 mM; SDS 0,0375 % 

(m/v); metanol 20 % (v/v) e Tris 48 mM pH 8), e amperagem 300 mA por 1hora.  

Após a transferência a membrana foi bloqueada overnight com tampão 

fosfato de sódio (PBS) acrescida de 5% de leite desnatado e posteriormente incubada 

em anticorpo monoclonal anti-His6 (GE Healthcare Life Sciences), na proporção de 

1:6000 por 1 hora, diluído em solução de bloqueio. Após a incubação no anticorpo 

monoclonal a membrana foi lavada em três repetições de 10 minutos com PBS-Tween 

20 (0,05%) e depois incubada em anticorpo secundário, anti-IgG de camundongo 

conjugado a peroxidase (SIGMA-ALDRICH), na proporção de 1:5000 por 1 hora, diluído 

em solução de bloqueio. Por fim, realizou-se novamente as lavagens com PBS-Tween 

20 (0,05%) em três repetições de 10 minutos (OLIVEIRA et al., 2016).  

Para a revelação da membrana foi utilizado como cromógeno a solução de 

diaminabenzidina (DAB / SIGMA-ALDRICH) 0,0003 g/mL e 100 µL de peróxido de 

hidrogênio (30 volumes) diluídos em tampão PBS (TOWBIN; STAEHELIN; GORDON, 

1979), mantendo sob abrigo de luz por 15 minutos. A reação de revelação foi parada 

com lavagem da membrana em água destilada.  

 

4.1.5 Purificação da proteína recombinante 

A etapa de purificação da proteína recombinante realizou-se em coluna de 

cromatografia de afinidade ao íon Níquel Ni-NTA (GE Healthcare, USA). Para essa 

etapa a coluna de resina foi previamente preparada com solução de 300 mM de níquel 

(VETEC) e lavada em 3 volumes de coluna com tampão de equilíbrio (20 mM tris pH 

8,0; 500 mM NaCl; 10% glicerol; 20mM imidazol). Após o preparo da coluna, foi então 

adicionado a solução lisada da proteína recombinante a uma velocidade de 2 

ml/minuto.  
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Após a adição do lisado a coluna foi lavada em 5 volumes de coluna com 

tampão de lavagem (20 mM tris pH 8,0; 500 mM NaCl; 10% glicerol; 20 mM imidazol). A 

eluição da proteína foi feita utilizando tampão de eluição (20 mM Tris-HCl, pH 8; 500 

mM NaCl; 10% glicerol; 500 mM imidazol) (RODRIGUES et al., 2005). A amostra 

recuperada foi coletada em 10 frações de 1 ml cada. 

Para a análise e confirmação da presença da proteína as frações obtidas 

foram submetidas à eletroforese em gel SDS-PAGE e Western Blotting. As frações 

positivas no Western Blotting foram quantificadas, separadamente, utilizando o método 

de Bradford (1976), e leitura em Nanodrop (Thermo Scientific™) no comprimento de 

onda de 260nm. 

4.2 IMUNOENSAIO - TÉCNICA DE ELISA 

4.2.1 População de estudo  

A sensibilidade e a especificidade da proteína rK39 foi avaliada utilizando 

158 soros de cães, provenientes do Centro de Controle de Zoonose (CCZ) do município 

de Fortaleza no estado do Ceará (CE). Para os testes de ELISA indireto foram testadas 

118 amostras de soro canino diagnosticados com leishmaniose visceral (amostras 

positivas) confirmadas por dois testes sorológicos, o ensaio imunocromático rápido 

(DPP® Dual Path Platform Biomanguinhos/Fiocruz, Brasil) e o imunoenzimático (ELISA® 

kit EIE-LVC Bio-Manguinhos/Fiocruz, Brasil). As amostras negativas (n=40) foram 

divididas em dois grupos, de acordo com os resultados dos testes do CCZ. Um grupo 

constituído de 20 soros negativos confirmados pelo teste imunocromático rápido e um 

segundo grupo formado por 20 soros considerados negativos pelo CCZ, porém 

positivados no teste imunocromático rápido e negativados no teste de ELISA-EIE®. 

Dessa forma tivemos a formação e 3 grupos. 

1) Grupo 1: formado por 118 soros de cães positivos para DPP e EIE 

(DPP+/EIE+). 

2)  Grupo 2: formado por 20 soros de cães negativos para DPP (DPP-).   

3) Grupo 3: formado por 20 soros de cães positivos para DPP e negativos 

para EIE (DPP+/EIE-). 
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O estudo foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética para o Uso de 

Animais – UECE com número de protocolo Nº 7255099/2017 (ANEXO 1). A detecção 

de anticorpos específicos nas amostras de soro contra o antígeno recombinantes 

advindo de Leishmania chagasi foi avaliada pela técnica do ELISA indireto. 

4.2.2 Antígenos 

O antígeno solúvel utilizado foi à proteína rK39 obtida da expressão em duas 

plataformas diferentes, Procarioto e Eucarioto. A proteína rK39 expressa em procarioto 

foi obtida seguindo o protocolo apresentado anteriormente. A proteína proveniente de 

eucarioto foi expressa em plataforma vegetal utilizando a planta Nicotiana benthamiana 

e gentilmente cedida, para uso nesse estudo, pelo laboratório de Biotecnologia e 

Biologia Molecular (LBBM) da Universidade Estadual do Ceará – UECE, coordenado 

pela professora Doutora Maria Izabel Florindo Guedes. 

4.2.3 Padronização do ensaio imunoenzimático (ELISA) 

Foram realizados dois ensaios para padronização dos testes de ELISA 

indireto. O primeiro ensaio foi para avaliar se a presença do imidazol e do triton X-100, 

utilizados no processo de purificação poderiam interferir na leitura dos resultados. Para 

isso, foi feito um ensaio utilizando a proteína pura, em alta concentração e a diluição 

seriada de ambos os compostos. 

O segundo ensaio de padronização do teste de ELISA foi para determinar a 

concentração da proteína e a melhor diluição do anticorpo primário. Para avaliar a 

melhor concentração da proteína, manteve-se fixa a concentração do anticorpo primário 

e diluiu-se a proteína em log 2 iniciando a análise com uma concentração de 8µg da 

proteína. Posteriormente, com a análise da melhor concentração da proteína já fixada 

realizou-se uma titulação seriada do anticorpo primário (1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 

1:320, 1:640, 1:1.280).  

4.3 TESTE DAS AMOSTRAS POR ELISA 

A sensibilidade e a especificidade das proteínas produzidas nos diferentes 

sistemas foi avaliada por ELISA indireto. As placas foram sensibilizadas com 100 
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µL/poço das proteínas recombinantes, solúveis dissolvidas em tampão 

carbonato/bicarbonato 0,05 M (pH 9,6) para uma concentração final de 1 µg/mL, e 

incubadas overnight a 4 ºC. Os poços revestidos com a proteína foram lavados 3 vezes 

com solução de lavagem (tampão fosfato de sódio contendo 0,05% de Tween-20), 

posteriormente, foi feito o bloqueio adicionando 200 µL de gelatina (Sigma Aldrich, 

USA) na concentração de 1% diluída em PBS e incubadas a 37 ºC durante 1 hora. 

Após o bloqueio uma nova lavagem foi feita e em cada poço foi adicionado 100 µL das 

amostras de soro de cães, na diluição 1:160 em PBS-Tween 20 (0,05%). As placas 

foram novamente incubadas à 37 ºC por 1 hora e posteriormente lavadas 3 vezes. 

Foi adicionado em cada poço 100 µL do anticorpo secundário anti-DOG IgG 

conjugado a peroxidase (SIGMA), na diluição de 1:10.000 em PBS-Tween 20 (0,05%). 

As placas foram incubadas à 37 °C por 1 hora e posteriormente lavadas com solução 

de lavagem em três repetições. A reação da proteína recombinante com os anticorpos 

foi revelada adicionando 100 µL do cromógeno 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) (Life 

Technology), mantendo sob abrigo de luz por 15 minutos. A reação foi interrompida 

pela adição de 50 µL de solução de 3 M de ácido sulfúrico (H2SO4). Ao final as placas 

foram lidas na absorbância a 450 nm em leitora automatizada (Synergy 2, Biotrak). O 

ensaio de todas as amostras de soros foi realizado em duplicata (ROTHWELL; 

HAMBLIN; KAISER, 2001; FLORINDO et al., 2002).  

4.3.1 Determinação do limiar de reatividade (cut off) 

O calculo do cut-off foi determinado pela média dos valores de absorbância 

encontrado nas amostras negativas acrescida de 3 vezes o desvio padrão dos mesmos 

(99,8% de confiança). Sendo considerado positivo os soros que apresentam 

absorbância superior ou igual ao cut-off (ANURACPREEDA; CHAWENGKIRTTIKUL; 

SOBHON, 2016).  

 

4.3.2 Cálculo da sensibilidade e especificidade do teste de imunodiagnóstico 

A sensibilidade (S), especificidade (E), valor preditivo positivo (VPP), valor 

preditivo negativo (VPN), razão de verossimilhança positiva (RVP) e razão de 

verossimilhança negativa (RVN), foram calculados utilizando os dados da tabela 2. 
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Tabela 2: Representação da análise dos resultados obtidos em teste por ELISA 

indireto 

 Presença da infecção TOTAL 

Presente Ausente 

 Positivo Verdadeiro positivo (A) Falso positivo (B) (A+B) 

Negativo Falso negativo (C) Verdadeiro negativo (D) (C+D) 

TOTAL (A+C) (B+D) (A+B+C+D) 

Fonte: Adaptado COGGON; ROSE; BARKER, 1993 

 

As categorias para se obter os resultados de um teste diagnóstico foram 

organizadas da seguinte forma: verdadeiro positivo = presença de infecção e teste 

positivo; falso positivo = ausência de infecção e teste positivo; falso negativo = 

presença de infecção e teste negativo; verdadeiro negativo = ausência de infecção e 

teste negativo. 

A sensibilidade (S) é determinada pela probabilidade de um teste dar o 

resultado positivo na presença da doença, ou seja, avalia a capacidade do teste de 

qualificar como doente os animais com a doença, ou verdadeiramente doentes. A 

sensibilidade é calculada utilizando apenas animais doentes (A), sobre o total de 

animais positivos incluindo falsos negativos (C) (HATANAKA; BENSEÑOR, 2005). 

S= A / (A + C) 

A especificidade (E) é determinada pela probabilidade de um teste ter 

resultado negativo na ausência da doença, ou seja, a capacidade do teste de 

considerar negativos animais saudáveis, ou verdadeiramente negativos. A 

especificidade é calculada utilizando apenas animais saudáveis para a doença (D), 

sobre o número de cães não doentes incluindo os falsos positivos (B) (HATANAKA; 

BENSEÑOR, 2005).   

E = D / (B + D) 

O valor preditivo positivo (VPP) avalia a probabilidade de um paciente com 

teste positivo está realmente com a doença. Para isso, o valor preditivo positivo calcula 
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a proporção de animais verdadeiros positivos (A) com relação a todos os indivíduos 

com teste positivo (A+B).  

VPP = A / (A + B) 

O valor preditivo negativo (VPN) avalia a probabilidade de um paciente com 

teste negativo realmente não possuir a doença. Para isso, o valor preditivo negativo 

calcula a proporção de animais verdadeiros negativos (D) com relação a todos os 

indivíduos com teste negativo (C+D).  

 

VPN = D / (C + D) 

A razão de verossimilhança calcula a razão entre a probabilidade de um 

resultado ser o mesmo em indivíduos doentes e saudáveis. A razão de verossimilhança 

positiva (RVP) mostra quantas vezes é mais provável achar um resultado positivo em 

pessoas doentes.  

RVP = S / (1 - E) 

A razão de verossimilhança negativo (RVN) mostra quantas vezes é mais 

provável achar um resultado negativo em pessoas doentes.  

RVN = (1 - S) / E 

A acurácia (AC) determina a proporção de todos os resultados verdadeiro, ou 

seja, “verdadeiros- positivos” e os “verdadeiros-negativos” em relação a todos os 

resultados. Ou seja, a acurácia de um teste define quantas vezes um determinado teste 

é capaz de acertar o resultado (HATANAKA; BENSEÑOR, 2005). 

AC = (D + A) / (A + B + C + D) 

A avaliação do ELISA é feito pela análise dos controles positivos e negativos. 

O coeficiente de variação (CV) permite calcular a qualidade dos controles e monitorar a 

variação intraplaca e interplaca. O coeficiente de variação foi calculado pela seguinte 

fórmula:  

CV= DESVIO PADRÃO  

MÉDIA 
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Assim, os resultados obtidos, devem estar dentro do limite aceitável de 

variação, de absorbância, entre 10% e 20% no máximo, para possuir boa qualidade dos 

resultados (COGGON; ROSE; BARKER, 1993). Em todos os testes foi observado um 

limite de significância de 5%. 

 

4.4  ANÁLISE ESTATÍSTICA DO ELISA  

Para a análise estatística os dados gerados com o ELISA foram tabulados no 

Microsoft Excel® versão 2010 (Microsoft Co., Redmond, WA, EUA) e analisados 

utilizado o software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Inc, EUA), SPSS statistics versão 

21. A precisão dos testes levou em consideração a análise dos parâmetros nos valores 

da curva ROC (Características Operacionais do Receptor) e da área sob a curva (AUC). 

Estes dados foram utilizados para estabelecer limite de positividade da linha de corte 

(cut-off) usado para estabelecer a sensibilidade (S), especificidade (E), valor preditivo 

positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN), a área sob a curva (AUC) e acurácia 

(AC). Para todos os testes foi utilizado um nível de significância de 5%. Os valores do 

calculo da área sob a curva ROC varia de 0-100% a interpretação desses dados foi 

feita de acordo com a tabela 3. 

 

Tabela 3 – Interpretação do teste de acordo com a área sob a curva ROC 

Área sob a curva ROC (%) Interpretação do teste 

90 – 100 Excelente 

80 – 90 Bom 

70 – 80 Regular 

60 – 70 Pobre 

50 - 60 Ruim 

Fonte: Adaptado de Safari et al., 2016.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 OBTENÇÃO DA PROTEÍNA RECOMBINANTE 

A proteína rk39 foi escolhida por ser amplamente avaliada e reconhecida 

como uma proteína promissora para uso no diagnóstico de LVC apresentando alta 

sensibilidade e especificidade (PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015; SALLES et al., 2017). 

A partir da análise feita de sequências de kinesina de L. chagasi presente em banco 

dados genômicos foi possível montar um esquema do plasmídeo que seria codificado e 

expresso em sistema procarioto. 

5.1.1 Confirmação da construção do inserto K39 

O gene escolhido apresentou domínios conservados e presença de 39 

aminoácidos repetidos. As proteínas contendo repetições em sequências de 

nucleotídeos, com uma ou mais cópias, formam um epítopo antigênico que é um 

importante alvo de reconhecimento das respostas mediadas por células B (GOTO et al., 

2006). Essa resposta gerada pode ocorrer independente da estimulação de linfócitos T 

(TORO et al., 2017). Dessa forma, várias doenças parasitárias, como a leishmaniose, 

apresentam produção de anticorpos que são capazes de reconhecer esses domínios 

(MAGALHÃES et al., 2017).  

O sequenciamento para a confirmação da sequência foi feito pela empresa 

Helixxa Serviços Genômicos S.A que confirmou a presença da proteína (Figura 9) 

mostrando repetições de domínios conservados referentes a K39. Assim, a sequência 

final confirmada pela empresa é constituída por 279 aminoácidos que correspondem à 

sequência escolhida de 837 nucleotídeos. O produto da codificação foi utilizado para o 

reconhecimento de soros de cães infectados com Leishmaniose Visceral Canina.  

 

 

 

 

 

http://br.linkedin.com/company/helixxa-servi-os-gen-micos-s.a.
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Figura 9 – Confirmação da sequência rK39 da L. chagasi localizada entre os sítios 

de restrição EcoRI e BamHI pelo sequenciamento 

 
Legenda: Seguência da LEISHM_K39_otimizada. 6xHis: calda de afinidade com 6 histidinas; T7 tag: 
calda de proteína do capsídio T7; MCS: sítio de clonagem múltipla; BamHI e EcoRI: sítios de restrição. 
Fonte: Snapgene, 2018 

5.1.2 Clonagem no vetor de expressão pET-28a 

Após a transformação do plasmídeo comercial pUC-K39 em cepas de 

clonagem E. coli DH5α, o gene foi confirmado por separação eletroforética em gel de 

agarose 1% (Figura 10), este produto foi obtido após a etapa de digestão utilizando as 

enzimas de restrição EcoRI e BamHI, que possibilitam a liberação do inserto do vetor 

de clonagem (pUC).  

 

Figura 10: Eletroforese em gel de agarose do plasmídeo  pUC-k39 digerido com as 

enzimas de restrição 

 

Legenda: Gel de agarose 1%, visualizada sob luz U.V. (1) Marcador de tamanho molecular de 1Kb DNA 
Ladder; (2-3) Digestão dupla do plasmídeo de clonagem pUC/K39 recombinante digerido com as 
enzimas de restrição EcoRI e BamHI. Em cada amostra foi observado a presença de dois fragmentos 
esperados um de ~ 3000 pb e outro de ~ 850 pb.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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A análise do gel apresentou a presença de duas bandas em alturas 

diferentes, poços 2 e 3, a banda mais alta apresentou marcação próxima a altura de 

3000 pb quando comparados com o padrão (marcador de peso molecular 1kb DNA 

Ladder), que remete ao vetor pUC e a banda mais baixa próximo a 850 pb do padrão 

correspondente a sequência de genes de interesse da proteína k39 confirmando que as 

colônias crescidas da bactéria haviam sido transformadas. Em sequência, a banda de 

tamanho esperado, referente ao gene de interesse, foi excisada e purificada pela mini-

prep e posteriormente ligada no vetor de expressão (pET-28a).  

As enzimas de restrição são encontradas naturalmente em organismos 

procarióticos, sua principal função é clivar moléculas de DNA de antígenos invasores 

em sítios específicos. Esses sítios específicos, geralmente sequências de DNA de 4 a 8 

pb, são reconhecidos pelas enzimas e ambas as fitas são clivadas em um corte 

palidrônico (CALVETE; CASEIRO; SOUZA, 2015).  Assim, as enzimas clivam o inserto 

e o vetor de expressão, gerando pontas complementares (HOSEINI; SAUER, 2015). As 

pontas complementares permitem a ligação do gene de interesse no sítio de clonagem 

múltipla do vetor pET-28a, mantendo inalterados a sua fase de leitura.  

Após a ligação o plasmídeo gerado (pET-28a-k39) (Figura 11) foi 

transformado em cepas de E. coli DH5α, para  a obtenção de cópias do plasmídeo 

recombinante e após purificação e confirmação, este foi transformado em cepas de 

expressão BL21(DE3) para a expressão heteróloga da proteína. Essa linhagem de cepa 

(BL21(DE3)) é a mais utilizada para expressão de proteínas recombinantes de alto 

rendimento (AHMAD et al., 2017; HAN et al., 2018; ROBICHON et al., 2011).   

O plasmídeo recombinante de expressão é uma pequena molécula de DNA 

de dupla fita contendo o vetor de expressão e o gene de interesse. O vetor de 

expressão contém, como um dos seus elementos necessários, pelo menos um gene 

que confere resistência a antibiótico, proporcionando o crescimento apenas das 

bactérias transformadas (FAEZI  et al., 2018).  
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Figura 11 – Mapa do plasmídeo de expressão recombinanate (pET-28a-k39) 

 

Legenda: Plasmídeo de expressão pET-28a_k39. KanR: gene de resistência a Canamicina; f1 ori: origem 
de replicação de bacteriófago, a seta indica a direção da síntese de cadeia; T7 terminator: terminador de 
transcrição para RNA polimerase do bacteriófago T7; em azul: sitio de clonagem múltipla; LEISH_K39: 
sequência da proteína k39; T7 tag: calda de uma proteína principal do capsídeo T7; lacl: fragmento do 
gene da sequência da β-galactosidase; lacI promoter: promotor da sequência lacl; rop: proteína rop; ori: 
origem de replicação em bactérias; indicação por fora do plasmídeo: sítios de enzimas de restrição. 
Fonte: Snapgene, 2018 

 

Assim a presença do plasmídeo pET-28a-k39 em bactérias E. coli 

transformadas confere a elas resistência ao antibiótico canamicina. Assim, um indicativo 

de que houve a incorporação do plasmídeo na bactéria é a presença de colônias 

resistentes a esse antibiótico.  As colônias resistentes cultivadas foram confirmadas 

mediante purificação com extração do DNA plasmídial e posteriormente esse plasmídeo 

foi digerido com as enzimas de restrição. A análise do produto de digestão avaliado 

através da eletroforese em gel de agarose 1% apresentou duas bandas: uma com 840 

pb referente ao gene de interesse; e uma segunda banda com 5210 pb correspondente 

ao vetor de expressão pET28a (Figura 12). 
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Figura 12- Confirmação do plasmídeo nas colônias DH5α após transformação e 

digestão do plasmídeos de expressão 

 

 

Legenda: Gel de agarose 1% visualizada sob luz U.V. (1) Marcador de tamanho molecular de 1Kb DNA 
Ladder; (2-3) colônias diferentes de E. coli  submetidas a digestão dupla com enzimas de restrição 
BamHI e EcoRI. Após o processo de digestão o plasmídeo linearizou-se gerando duas bandas 
esperadas, em cada amostra aplicada, uma banda com o tamanho de ~ 5000 pb (pET-28a) e outra de ~ 
850 pb (K39). pb = pares de base. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

5.1.3 Expressão e Purificação da rK39 em Sistema Procarito 

O plasmídeo de expressão pET-28a contêm: promotor T7 onde a proteína T7 

RNA polimerase, ao ser traduzida, se liga e inicia o processo de transcrição do gene de 

interesse para, posteriormente, ser expressa de forma indireta; região ativadora do 

operon lac (conjunto de genes que é transcrito em um RNAm e codifica proteínas que 

digerem o dissacarídeo lactose), essa região induz a expressão do operon lac 

permitindo a expressão da proteína de interesse na presença do indutor (lactose ou 

isopropiltiogalactosídeo - IPTG); gene do repressor lacl, que reprime a expressão da 

proteína na ausência do indutor; sítio de múltipla clonagem, onde é flaqueado e inserido 

a sequência; além da origem de replicação; sítio de ligação ao ribossomo (RBS), 

etiqueta de afinidade, códon ATG de início de tradução, sinal de terminação de 

transcrição T7 terminal e gene de resistência a canamicina e outras sequências 

(AHMAD et al., 2017; MIYAMOTO, 2013). Sendo este um vetor bastante usado para 

expressão de proteínas recombinantes. 
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A indução da expressão da proteína no presente trabalho ocorreu através da 

utilização do IPTG como indutor. A adição de IPTG durante a fase lag apresenta 

maiores efeitos negativos nas taxas de crescimento celular devido este ser um agente 

tóxico a células, dessa forma, o momento ideal para se ativar a indução da proteína é 

no início da fase exponencial, pois é nessa fase que se obtém maiores quantidades de 

proteínas recombinantes. (ROZENDO et al., 2014).  

Para a expressão da proteína foram realizados o crescimento de 4 culturas 

bacterianas, contendo o plasmídeo de expressão (pET-28a-K39), na primeira cultura foi 

feito o crescido sem a adição do IPTG; na segunda, terceira e quarta cultura foi 

adicionado o indutor em cada cultura em concentrações diferentes (0,1 mM; 0,5 mM; 1 

mM respectivamente) e o controle negativo foi feito utilizando a bactéria selvagem sem 

o plasmídeo e crescida sem indutor. Foram analisados pellet e sobrenadante dos três 

grupos de indução, além dos controles, ambos apresentados em eletroforese de gel 

SDS-PAGE 15% (Figura 13).  

 

Figura 13 – Expressão da proteína rk39 em concentrações diferentes de IPTG 

 

 

Legenda: Gel SDS-PAGE 15% corado com comassie blue. (1) Marcador de peso molecular; (2 - 3) BL21-
pET-28a-k39 pellet e sobrenadante (sbnt) da bactéria sem adição de IPTG e com plasmídeo; (4 - 5) 
BL21-pET-28a-k39 pellet e sbnt induzida com 0,1 mM de IPTG; (6 - 7) BL21-pET-28a-k39 pellet e sbnt 
induzida com 0,5 mM de IPTG, (8 - 9) BL21-pET-28a-k39 pellet e sbnt induzida com de 1 mM de IPTG, 
(10 - 11) BL21 pellet e sbnt bactéria selvagem sem plasmídeo pET-28a-k39 e sem adição de IPTG. 
Retângulo vermelho mostra as bandas referentes a altura da proteína rK39. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Desta forma a expressão da proteína sob as três concentrações diferentes 

de IPTG (0,1 mM; 0,5 mM; 1 mM), apresentou pouca variação quando leva-se em 

consideração a quantidade de produto expresso observado pelo gel SDS-PAGE 15% 

na altura da 37kDa, destacadas pelo retângulo vermelho nos poços 5, 7 e 9. Pode-se 

também observar ao analisar o gel, no poço 3, que a bactéria com o plasmídeo (pET-

28a-K39) crescida sem a etapa de indução (adição do IPTG), não expressou ou 

expressou quantidade baixa da proteína, de forma que, quase não se tem a presença 

da banda referente a proteína nesse poço.  

Dessa forma, pode ser verificado que a adição do indutor, nessa etapa, é 

fundamental para que a proteína possa ser expressa ou mesmo para que se possa 

testar os índices de produção. A banda obtida, no sobrenadante, com a indução por 

IPTG presente no gel SDS-PAGE 15% na altura próxima 37 kDa quando comparado ao 

padrão pode corresponder a proteína rk39, a qual espera-se que tenha 36,9 kDa.  

Apesar da pouca variação para o teste das três concentrações de IPTG, a 

concentração de 0,5 mM foi selecionada para as etapas subsequentes de expressão e 

mostrou-se eficiente para a obtenção da proteína ao longo do tempo.  

Ainda nesta etapa de otimização de expressão 10 colônias transformadas 

com o plasmídeo de expressão foram selecionadas e posteriormente induzidas a 0,5 

mM, após indução foi selecionada a colônia que apresentou maior quantidade de 

proteína expressa. Como apresentado no gel de SDS-PAGE 15% da Figura 14, no 

poço 6 estava presente a colônia que apresentou melhor desempenho esta foi 

alíquotada e armazenada em glicerol 40% a -20 ºC. 

Após a indução a suspensão bacteriana (pellet) resuspendida em 

solução de lise foi sonicada em protocolo anteriormente descrito e ao ser 

analisado este produto de lise constatou-se que a banda correspondente ao 

peso molecular da rk39 (37kDa) apresentou-se predominantemente no 

sobrenadante o que sinaliza que a proteína é solúvel (Figura 15). 
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Figura 14 - Expressão de diferentes colônias de BL21(DE3) transformadas com o 

plasmídeos recombinantes pET-28a-k39 

 

Legenda: Gel SDS-PAGE 15% corado com comassie blue. (1) Marcador de peso molecular; (2 - 11) 
BL21-pET-28a sobrenadante (sbnt) de diferentes colônias de bactéria induzidas com IPTG na 
concentração de 0,5 M. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Figura 15 – Teste de solubilidade da proteína rK39 expressa em cultura bacteriana 

de E. coli BL21(DE3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Gel SDS-PAGE 15% corado com comassie blue. (1) Marcador de peso molecular; (2) fração 
insolúvel da cultura bacteriana e (3) fração solúvel, indicando a banda que seria correspondente à 
proteína rK39, 37kDa. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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O vetor de expressão pET-28a codifica uma calda de fusão N-terminal His-

Tag junto com a proteína k39, dessa forma, a proteína rk39 após expressa contém no 

sítio de restrição na terminação 5’ uma cauda de purificação de 19 aminoácidos 

contendo 6 histidinas, que facilita a obtenção durante a etapa de purificação e na 

terminação 3’ contém um codon de terminação, seguido pelo sítio de restrição.  

A presença dessa calda de histidina permitiu confirmar a proteína rk39 por 

meio da técnica de Western Blotting utilizando o anticorpo anti-histidina, que reconhece 

e se liga a calda de histidina presente na proteína. Assim, na revelação da membrana 

de nitrocelulose, observou-se a presença de proteína tanto na fração solúvel 

(sobrenadante) como na fração insolúvel (pellet), mas a concentração da proteína 

mostrou-se maior no sobrenadante do que no pellet. As bandas marcadas pelo 

anticorpo correspondem a k39, pois possuem massa molecular de 37 kDa, quando 

comparado com o marcador de peso molecular (Figura 16).  

 

Figura 16 - Confirmação da presença da rk39 após a lise da cultura bacteriana por 

Western Blotting 

 

 

Legenda: Western Blotting da lise da cultura bacteriana (1) marcador de peso molecular colorido; (2 e 4) 
pellet da cultura lisada de BL2-pET-28a; (3 e 5) sobrenadante da cultura lizada de BL21-pET-28a. A 
membrana foi incubada com o anticorpo anti-His e IgG anti-mouse e revelada usando o reagente DAB.   
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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5.1.4 Purificação da proteína recombinante 

A presença da cauda de histidina no processo de purificação da proteína 

facilita sua retenção e purificação, melhorando a acumulação dos níveis de proteína 

recombinante, sendo normalmente usada na purificação de grande quantidade de 

extratos (HAN et al., 2018; ROBICHON, 2011; WINGFIELD, 2015).  

A técnica utilizada para a purificação baseia-se na afinidade que íons 

metálicos imobilizados, possuem por grupos presentes na superfície de moléculas. A 

afinidade gerada é uma afinidade reversível, formada entre um íon metálico quelatado 

como o níquel e moléculas como imidazol, tiol e indol. Assim, aminoácidos que 

possuem moléculas de elevada afinidade ao metal, como a histidina, ficam retidos na 

coluna, isso permite a purificação de proteínas recombinantes através da cauda de 

histidina. 

A eluição das proteínas foi feita utilizando alta concentração de imidazol, que 

possui elevada afinidade a metais. O imidazol compete com a histidina pelos sítios de 

ligações liberando-a. Todas as frações eluídas durante o processo cromatográfico 

foram analisadas por SDS-PAGE 15%. A Figura 17 mostra a migração das proteínas, 

presente nos eluídos advindos da coluna de Ní. 

O produto purificado foi confirmado pela imunoreatividade contra o anticorpo 

anti-His por meio da técnica de Western Blotting (Figura 17). A proteína rk39 foi 

detectada no peso molecular esperado de aproximadamente 37 kDa, confirmando a 

presença da proteína. Em torno de 75 kDa marcaram duas bandas que podem ser 

correspondente a dímeros da k39.  

Obteve-se, nesse trabalho, a confirmação e purificação da proteína rk39 em 

sistema procarioto. A produção de proteína rk39 expressa em eucarioto não foi descrita 

por estar vinculado a uma patente, dessa forma, o material foi cedido gentilmente pelo 

laboratório de Biotecnologia e Biologia Molecular da UECE para ser utilizado no 

presente estudo. A produção da k39 em eucarioto foi realizada em Nicotiana 

benthamiana por técnica de infiltração. 
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Figura 17 - Confirmação da proteína rK39 produzida em E. coli após a purificação 

por cromatografia de afinidade ao níquel 

 
A)                                                      B)B)                                                                

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: (A) Gel SDS-PAGE 15% corado com comassie blue e (B) Western Blotting em membrana de 
nitrocelulose dos eluídos da proteína rk39 purificada em coluna de cromatográfica de níquel. (1) 
marcador de peso molecular (2 – 7) eluídos de 1 a 6 advindos da coluna de purificação.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

A produção de proteínas em plantas pode apresentar uma maior eficiência 

do que na E. coli principalmente por esse sistema apresentar uma menor possibilidade 

de reação inespecífica contra impurezas advindos do processo de expressão. Sabe-se 

que o soro do animal pode conter anticorpos que podem reagir com outros antígenos a 

qual o animal esteve exposto anteriormente. A produção de proteínas em sistema 

procarioto pode carrear impurezas da E. coli junto com a proteína de interesse, gerando 

reações inespecíficas com o soro do animal, que podem levar a resultados falso-

positivos (MALAJOVICH, 2016).    

Para avaliar a presença de possíveis reações inespecíficas à eventuais 

impurezas que possam estar presentes junto com os antígenos foi realizado um 

Western Blotting com os extratos totais da bactéria e da planta sem a expressão da 

proteína recombinante, contra os soros dos controles negativo e positivo, a fim de, 

avaliar a possibilidade de reação com os mesmos. O soro do controle positivo utilizado 

no Western Blotting apresentou reatividade com os dois extratos, marcando bandas 

inespecíficas, em diferentes alturas. Pode-se observar com o Western Blotting que 
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mesmo ocorrendo reação com os soros a quantidade de bandas inespecíficas que 

reagiu foi maior com o extrato da bactéria do que com o extrato da planta (Figura 18).  

O resultado gerado mostra que o soro do cão possui anticorpos que podem 

reagir a impurezas, caso a proteína não esteja 100% pura, podendo levar a resultados 

falsos positivos, mas a possibilidade dessas reações acontecerem é maior utilizando a 

plataforma procariótica do que a eucariótica. Ao testar o soro do controle negativo 

observa-se a presença de uma banda baixa reagindo com o extrato da E. coli. Não 

houve reação do controle negativo com o extrato da planta.  

 

Figura 18 – Western Blotting dos extratos totais de Bactéria e Planta incubados 

com os soros do controle positivo e negativo 

A)                                                  B) 

Legenda: Western Blotting em membranas de nitrocelulose dos extratos totais contendo: (1) marcador de 
peso molecular; (2) 10 ug de extrato total da cultura de E. coli; (3) 10 ug de extrato total da folha de N. 
benthamiana macerada mecanicamente. A membrana “A” foi incubada no anticorpo primário com soro do 
animal diagnosticado com LVC (Soro do controle positivo) na diluição 1:160 e a membrana “B” incubada 
com soro do animal negativo para LVC (Soro do controle negativo) na diluição 1:160. O anticorpo 
secundário utilizado foi o IgG anti-DOG conjugado a peroxidase. 
Fonte: Elaborado pelo autor.  

 

Esse teste foi feito com o extrato total (cultura de E. coli induzida e folha 

apenas macerada). Para a expressão e obtenção da proteína final em ambas as 

plataformas a proteína passa por etapas de purificação que diminuem a quantidade de 
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impurezas presentes. Não houve presença nos Western Blotting dos extratos totais a 

presença de proteínas na mesma faixa de interesse da k39 de 37 kDa. 

O resultado do Western Blotting mostrou que para se usar a proteína 

recombinante produzida nos dois sistemas de expressão faz-se necessário a aplicação 

de protocolos de purificação eficientes, principalmente ao usar a plataforma 

procariótica, para se ter um produto mais puro para utilizar em kits de diagnósticos. 

Quanto mais pura for a amostra menos reações inespecíficas ela terá, tornando o 

antígeno mais específico e sensível.  

5.2 SORODIAGNÓSTICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL POR ELISA 

 

5.2.1 Padronização da técnica de ELISA 

A proteína rk39 expressa em E. coli têm apresentado resultados satisfatórios 

em testes de ELISA para detecção de anticorpos de LV em ensaios preliminares. 

Relatos encontrados em diferentes trabalhos mostram que o antígeno recombinante 

apresenta sensibilidade entre 71-100% e especificidade entre 81–100% (LEMOS, 2003; 

CLEMENTE et al., 2014; GALVÃO, 2016; FREIRE, 2017). Além disso, o uso de 

antígenos recombinantes aumenta a especificidade de testes de diagnósticos se 

comparado ao uso de antígenos brutos (MAIA; CAMPINO, 2008). 

A padronização do Esaio Imuno Enzimático (ELISA) com as proteínas 

mostrou que a presença do Imidazol, utilizado na purificação da k39/procarioto não 

interferiu nos resultados do ELISA. Porém o mesmo teste utilizando a proteína 

purificada em planta com triton X-100 (k39/eucarioto) mostrou que em alta 

concentração esse detergente não-iônico interfere na fixação do antígeno rk39 na placa 

de ELISA. De forma que, as amostras com alta concentração de triton X-100 

apresentaram resultados com baixo ou valores nulos durante a leitura da absorbância. 

Foi observado que a diluição de 1:10 não interferia na leitura, dessa forma, antes da 

utilização da amostra provinda do sistema eucarioto, foi necessário diluir a amostra em 

tampão carbonato/bicarbonato 0,05 M, para que a leitura ocorresse sem interferência.  

Foram realizados ensaios para determinar a melhor concentração da 

proteína e a melhor diluição do anticorpo primário e secundário a ser utilizado. As 
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leituras mostraram resultados promissores e aproximados entre as concentrações de 8 

µg/mL; 4 µg/mL; 2 µg/ml e 1 µg/ml em ambas as proteínas utilizadas. Em vista dos 

resultados obtidos no ensaio de titulação das proteínas, a concentração de 1 µg/mL foi 

escolhida para a continuidade dos testes.  

A partir da padronização da concentração da proteína realizou-se diluições 

de 1:10 a 1:1280, de forma seriada, dos soros que representam o anticorpo primário. 

Nesse ensaio, pode se observar que as diluições 1:40; 1:80 e 1:160 se mostraram mais 

eficientes quando testadas para a proteína produzido em eucarioto. Porém para a rk39 

produzida em procarioto a maior variação de absorbância entre o soro negativo e 

positivo ocorreu na diluição de 1:160. Diante disso, a diluição 1:160 foi considerada 

padrão para ser usada  para ambas as amostras.  

 

5.2.2 Ensaio das proteínas recombinantes no ELISA para LVC 

O teste de ELISA indireto foi realizado com 158 amostras de soros de cães. 

Dentre elas vinte amostras eram de animais não infectados segundo os testes 

imunocromático rápido ou DPP® (grupo DPP-), kit utilizado para triagem no diagnóstico 

de LVC, autorizado pelo ministério da saúde (BRASIL, 2011a; 2011b). Vinte amostras 

deram positivas no teste DPP®, porém as mesmas se mostraram negativas no teste de 

ELISA-EIE® (grupo DPP+/EIE-), utilizado como teste confirmatório realizado pelo CCZ, 

sendo considerados animais soronegativos. As outras amostras foram soros de cães 

diagnosticados com LVC confirmados com base nos dois testes sorológicos, o DPP® e 

o ELISA-EIE®. De acordo com a nota técnica Nº 01/2011 CGDTCGLAB/DEVIT/SUS/MS 

um cão é diagnosticado sorologicamente para LVC quando as duas técnicas (DPP® e 

ELISA-EIE®) apresentam resultados positivos. 

Foi escolhido como controle negativo, para o cálculo do cut-off, uma amostra 

cujo valor de absorbância apresentou-se abaixo da média dos soros negativos, essa 

escolha foi feita a fim de se ter como controle negativo uma amostra com a maior 

confiabilidade possível, evitando um falso-positivo. Ao utilizar esse negativo a 

absorbância gerada para a linha de corte (cut-off) foi baixa, positivando amostras 

diagnosticada anteriormente como negativas. Porém, vale ressaltar que essas amostras 
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negativas foram submetidas apenas ao teste DPP® que possui sensibilidade de 47% 

em animais assintomáticos (HIRSCHMANN et al., 2015). 

O procedimento recomendado pelo programa de vigilância e controle da 

leishmaniose visceral/ministério da saúde no Brasil é que as amostras de soros sejam 

submetidas primeiramente ao teste rápido (DPP®), para a triagem dos casos de LVC, e 

as amostra que apresentarem positividade no teste rápido sejam submetidos ao teste 

de ELISA-EIE®. Dessa forma animais negativados pelo DPP® não são submetidos ao 

teste de ELISA-EIE® de acordo com o procedimento padrão utilizado pelo CCZ 

(FUNED, 2015). 

O teste imunocromático rápido (DPP®) é um teste de fácil leitura e execução, 

porém apesar de ser preconizado pelo ministério da saúde possui baixa sensibilidade 

(78%-88%), principalmente em animais assintomáticos (47%), e baixa especificidade 

(70%-75%) (HIRSCHMANN et al., 2015; PEIXOTO, OLIVEIRA, ROMERO, 2015). 

Segundo a Bio-Manguinhos (2008), a sensibilidade apresentada pelo ELISA-EIE é de 

94,5% e especificidade de 91,8% para amostras de soro (Bio-manguinho, 2008).  

Como controle positivo foi escolhido dentre todos os soros de animais 

positivos, uma amostra que apresentou absorbância maior que a média dos soros 

positivos. A amostra escolhida para o controle negativo e positivo foi padronizado para 

ser usado em todas as placas, isso permite a comparação interplacas eliminando o 

efeito do dia. Assim, além do controle negativo todas as placas tiveram controle positivo 

e branco (reagente de diluição da proteína). 

Diversos estudos publicados demostram a eficiência da proteína rK39 em  

testes de diagnósticos para LV com sensibilidade variando entre 93% a 100%, e 

especificidade entre 84% a 100% (BISUGO et al., 2007; FONSECA, 2013a). Maia e 

colaboradores em seu estudo (2012), avaliou diversos ensaios sorológicos, utilizando a 

proteína rk39, concluindo que a mesma é uma excelente opção para uso no 

sorodiagnóstico da LV principalmente quando é utilizando técnicas de 

imunocromátografia ou de ELISA. A proteína rK39 também foi utilizada com sucesso 

para diagnosticar LV em humanos na África e na Índia e apresentou resultados 

bastante satisfatórios em humanos e cães na América do Sul (VENTURIN et al., 2015).  
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O resultado obtido no ELISA (rK39/Bactéria) apresentou uma positividade de 

97,5% das amostras diagnosticadas pelo CCZ com LVC. Nesse mesmo teste 10 (50%) 

amostras de animais negativados do grupo DPP- se mostraram negativos no nosso 

ELISA (rK39/Bactéria) e 6 (30%) amostras negativas do grupo DPP+/EIE- foram 

negativadas para a rk39 produzida em sistema procarioto, gerando assim, uma 

especificidade total de 40% sobre as amostras de animais diagnosticados como 

negativo para LVC (Tabela 4). 

 

Tabela 4: Desempenho do ELISA/Bactéria em amostras de soro de cães negativos 
para LVC 

 
Teste ELISA/Bactéria TOTAL 

POSITIVO NEGATIVO 

 Grupo DPP-  
(n=20) 

10                10             50% 

Grupo DPP+/EIE-  
(n=20) 

        14                 6  30% 

TOTAL (n=40)         24   16                   40% 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 

O resultado obtido no ELISA (rK39/Planta) gerou uma positividade de 99,2% 

entre as amostras de animais positivas. Do grupo DPP- de animais negativos 7 (35%) 

amostras deram negativos no nosso ELISA e do grupo DPP+/EIE- 5 (25%) amostras de 

animais foram negativados no ELISA (rK39/Planta). Assim o nosso teste com a proteína 

expressa em planta apresentou uma especificidade de 30% (Tabela 5). 

 
Tabela 5: Desempenho do ELISA/Planta em amostras de soro de cães negativos 

para LVC 

 
Teste ELISA/Planta TOTAL 

POSITIVO NEGATIVO 

 Grupo DPP- 
(n=20) 

                  13                     7               35% 

Grupo DPP+/EIE-  
(n=20) 

                  15                      5               25% 

TOTAL (n=40) 28 12      30% 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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Os resultados obtidos com os dois antígenos foram próximos. A 

especificidade e a sensibilidade apresentado pela rK39 da bactéria foi de 40% e 97,5%, 

enquanto que a rK39 da planta apresentou 30% e 99,2%, respetivamente. Dos 20 soros 

negativos do grupo DPP-, 17 soros apresentaram resultados iguais nos dois testes (7 

foram negativos e 10 positivos). De forma que apenas 3 amostras desse grupo 

apresentaram resultados divergentes, essas amostras marcaram positivas na 

rk39/Planta e negativos na rk39/Bactéria.  

No grupo DPP+/EIE- 17 soros apresentaram resultados iguais em ambos os 

testes (13 positivos e 4 negativos)  e 3 amostras foram divergentes, 2 foram positivas 

na planta e negativas no antígeno da bactéria e a outra teve resultado positivo na 

rk39/Bactéria e negativo na rk39/Planta.  

A baixa especificidade encontrada com esse teste pode ter sido devido a 

absorbância do cut-off. Por outro lado, os testes utilizados para diagnosticar esses 

animais, apesar de serem testes preconizados pelo ministério da saúde ambos não 

apresentam 100% de especificidade e sensibilidade. Dessa forma esses animais 

soronegativos no DPP podem está infectados. 

A principal medida de controle aplicada contra a LVC ainda é a eutanásia de 

animais soropositivos, pois esses animais tem alta carga parasitaria na pele sendo 

fontes de infecções para os vetores. Levando em consideração que Fortaleza é uma 

cidade endêmica com alta predominância de LVC em animais sintomáticos e 

assintomáticos essa medida de controle deveria trazer uma diminuição da prevalência 

da doença em humanos e animais, porém essa medida não tem gerado os resultados 

esperado (RODRIGUES et al., 2017). Esse fato corrobora para a possibilidade de que 

os resultados apresentados com os testes de diagnósticos, atualmente disponibilizados, 

possam esta levando a resultados falsos negativos, contribuindo assim para a 

manutenção de animais infectados (RODRIGUES et al., 2017).  

O resultado obtido com a análise do  cut-off, utilizado como parâmetro para 

distingui animais positivos dos negativos, foi aplicado também para avaliar a 

especificidade e sensibilidade do teste, além da análise da curva ROC. Os resultados 

obtidos por ELISA estão demostrados na Figura 19. 
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Figura 19-  Avaliação das proteínas rk39 de procarioto e eucarioto frente a soros 

de animais positivos e negativos para LVC por ELISA indireto 

Legenda: Resultado obtidos com o ELISA indireto das duas proteínas com leitura a 450 nm. Os Gráficos 
mostram as absorbâncias geradas pelos soros de animais positivos (DPP+/EIE+), negativos (DPP-) e 
negativos-FP (DPP+/EIE-) testadas com a proteína rk39/procarióto (Gráfico A) e com a proteína 
rk39/eucarióto (Gráfico B). O cut-off de cada teste está representado nos gráficos pela linha horizontal 
preta. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

Foram obtidos os seguintes resultados com a análise estatística do antígeno 

rk39/bactéria: valor preditivo positivo 82,73%, valor preditivo negativo 84,21%, razão de 

verossimilhança positivo 1.62, razão de verossimilhança negativo 0.064 e acurácia de 

82,91%.  

A análise estatística do antígeno rk39/planta gerou como resultado: valor 

preditivo positivo 80,69%, valor preditivo negativo 92,31%, razão de verossimilhança 

positivo 1.42, razão de verossimilhança negativo 0.03 e acurácia de 81.65%. 

Os valores obtidos com o ELISA foram aplicados a curva ROC, o qual 

consiste na representação gráfica da sensibilidade (verdadeiro positivo) no eixo vertical 

e da especificidade (taxa de falso positivo) no eixo horizontal. Cada ponto no gráfico 

representa os valores dos referidos índices sendo consideradas significativas as 

diferenças de valores de p < 0,05 (Tabela 6 e Figura 20). 

 

 

A) B) 
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Tabela 6 - Área sob a curva ROC (AUC) 

Antígeno Área 

(AUC) 

Curva de 

erro 

95% intervalo de 

confiabilidade 

Nível de 

significância  

rK39/Bactéria 0,973 0,0128 0,934 to 0,992 <0,0001 

rK39/Planta 0,970 0,0125 0,930 to 0,991 <0,0001 

Fonte: Elaborada pelo autor  

 

Figura 20- Curva ROC das proteínas rK39/Procarioto e rK39/Eucarioto 

Fonte: Elaborada pelo autor  

 

O uso do ELISA em testes de diagnósticos tem como vantagens a facilidade 

e versatilidade permitindo testar um grande número de animais em um curto período de 

tempo e podendo ser utilizado com diversos tipos de antígenos. A rk39 apresentou alta 

sensibilidade. Ao comparar os resultados gerados das proteínas, pode ser observado 

que a proteína expressa em eucarioto apresentou resultados melhores de sensibilidade 

do que a rk39 expressa em procarioto. 

Apesar de a especificidade da rk39/eucarioto ter se apresentado mais baixa 

do que da rk39/procarioto a significância do teste não deve ser ignorada. Ao comparar 

os resultados dos valores de absorbância, representados em gráficos, nos dois testes 
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pode se observar que no teste da rk39/eucarioto a diferença de absorbância encontrada 

entre soros negativos e positivos foi maior do que contra a rk39/procarioto. Além disso, 

os resultados encontrados nesse teste de ELISA foram comparados aos resultados 

advindos dos testes atualmente realizados pelo CCZ, que utilizam o DPP® e o ELISA-

EIE® para diagnóstico de animais com leishmaniose, porém sabe-se que nenhum dos 

dois testes apresenta 100% de especificidade e sensibilidade.  

Logo os resultados obtidos com o presente trabalho indicam que a rk39 

expressa em eucarioto pode ser utilizada como um antígeno substituto do antígeno rk39 

expresso em plataforma procariótica, podendo ser utilizado em kits de diagnóstico de 

LVC. Obtivemos resultados de sensibilidade e especificidade semelhantes entre as 

duas plataformas de expressão. O antígeno (rk39/planta) teve resultados excelentes de 

sensibilidade (99,2%) apesar de a especificidade ter sido baixa (30%), no presente 

estudo. Porém faz-se necessário um estudo mais detalhado das amostras negativas, 

afim de, realmente confirmar se as mesmas são realmente negativas ou se trata de 

amostras falso-negativas.   

Esse estudo realizou testes iniciais de sensibilidade de especificidade por 

ELISA indireto, porém faz-se necessário a ampliação dos testes do ELISA, com um “N" 

maior de soros positivos e negativos, para confirmar a sensibilidade e especificidade. 

Futuramente pretende-se também testar a proteína recombinante contra soros de 

animais confirmados com outras patogenias, com o intuito de avaliar a possibilidade de 

reação cruzadas com outras infecções.  
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6 CONCLUSÃO 

 

No presente estudo, ambas as proteínas recombinantes k39 expressas em 

diferentes plataformas mostraram-se promissoras para a utilização no imunodiagnóstico 

para leishmaniose visceral caninca. Entretanto, a rk39 proveniente da plataforma 

vegetal apresentou-se mais sensível, com 99% de sensibilidade. Além disso, essa 

plataforma oferece menor custo de produção e biointeferência quanto comparado com 

a produzida em sistema procarioto, tornando-a uma candidata para uso no diagnóstico 

da doença e em estudos epidemiológicos, podendo substituir proteínas provenientes da 

plataforma procariótica. Entretanto, ainda faz-se necessário mais estudos utilizando 

amostras indubitavelmente positivas e negativas para a padronização da técnica 

utilizando-se rk39 oriunda de sistema vegetal.    
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RESUMO 

 

A Leishmaniose representa um grave problema de saúde pública principalmente nos 

países em desenvolvimento. No Brasil, o cão doméstico é considerado o principal 

reservatório epidemiológico para o gênero Leishmania, sendo um elo na transmissão e 

manutenção da Leishmaniose Visceral Zoonótica Humana. As principais medidas de 

controle, atualmente, aplicadas são direcionadas para a detecção e eliminação de cães 

infectados. Dessa forma, o diagnóstico precoce em caninos é crucial para o controle da 

doença, possibilitando uma interversão rápida. Diferentes plataformas de expressão 

podem ser usadas para a obtenção de proteínas que podem ser utilizadas em kits de 

imunodiagnóstico. O objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho da proteína rk39 

expressa em plataformas diferentes, utilizando a Escherichia coli como plataforma 

procariótica e a Nicotiana Benthamiana como plataforma eucariótica ou vegetal, e 

comparar a sensibilidade e especificidade apresentada por ambas as proteínas no 

diagnóstico da Leishmaniose Visceral Canina (LVC). Para isso, utilizou-se as protéinas 

rk39 frente a soros de animais diagnosticados pelo Centro de Controle de Zoonoses – 

CCZ, com base em dois testes sorologicos, o DPP® e o ELISA-EIE®, recomendados 

pelo ministério da saúde para diagnóstico de LVC no Brasil. A metodologia utilizada 

para avaliação das proteínas foi feita através do teste imunoenzimático indireto (ELISA). 

Dentre os principais resultados pode ser verificada uma sensibilidade de 99% e 
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especificidade de 30% da rk39 expressa em sistema eucarioto frente a uma 

sensibilidade de 92% e especificidade de 40%, apresentada pela rk39 produzida na 

plataforma procariótica. O desempenho, utilizando a rK39/eucarioto para a confirmação 

da infecção em casos clínicos apresentou alta positividade, com  alta sensibilidade para 

detectar cães confirmados. Dessa forma, os resultados apresentados nesse estudo 

associado ao baixo custo e a menor biointerferência da plataforma vegetal tornam a 

rK39/eucarioto uma promissora proteína para uso em diagnóstico da LVC, em 

programas de controle e estudos epidemiologicos. 

 

1- INTRODUÇÃO 

 

As leishmaniasis são um conjunto de doenças infecto-parasitárias causadas 

por protozoários do gênero Leishmania (AKHOUNDI et al., 2017). A forma mais grave e 

letal das leishmaniasis é a leishmaniose visceral (LV) ou calazar. Ela é caracterizada 

por ser uma doença sistêmica crônica que acomete órgãos como fígado, baço e medula 

óssea (BASTOS et al., 2017; DOMÍNGUEZ-BERNAL et al., 2015). No mundo, estima-se 

mais de 90 mil novos casos de LV por ano em humanos. (PAHO, 2018; WHO, 2018).  

A leishimaniose é transmitida pelos mosquitos do gênero flebotomineos, que 

ocorrem principalmente em países tropicais, subtropicais ou em desenvolvimento 

(ELSHAFI, MULLAZEHI, RÔNNELID, 2016; MAIA, DEPAQUIT, 2016). De acordo com a 

Organização Mundial da Saúde (OMS), o Brasil está entre os 5 países com maior 

número de casos registrados da doença, sendo responsável sozinho por 96% dos 

casos, em humanos, nas Américas (LARA-SILVA et al., 2015; WHO, 2018; NO, 2016). 

No Brasil, o principal agente etiológico da LV é a L. chagasi, sendo o cão doméstico o 

principal reservatório (ABAD et al., 2017; PINEDO-CANCINO et al., 2016; SOUZA et al., 

2015). A manutenção de animais infectados tem um papel importante na disseminação 

e propagação da doença, (PINEDO-CANCINO et al., 2016). Dessa forma, a detecção 

precoce desses animais pode interferir na exposição do reservatório a vetores, o que 

juntamente com um tratamento eficaz seria essencial para o controle da LV (FARIA et 

al., 2017; MNIOUIL et al, 2018).  
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A dificuldade de um diagnóstico precoce dos animais infectados é 

considerada um dos maiores desafios para se alcançar um controle efetivo da doença 

(AKHOUNDI et al., 2017), porque 60% dos cães soropositivos são assintomáticos 

(FARIA et al., 2017).  No Brasil, a soroprevalência em cães domésticos pode chegar a 

80%, em áreas endêmicas (FARIA et al., 2012; NOGUEIRA et al., 2016), pois a 

ausência de um kit de diagnóstico seguro e eficaz com a máxima sensibilidade e 

especificidade impossibilita o diagnóstico correto e precoce. Dessa forma, animais 

infectados são mantidos em áreas endêmicas através de resultados falsos negativos e 

animais saudáveis são eutanasiados com resultados falsos positivos, demonstrando a 

fragilidade dos testes atuais (FRAGA et al., 2016).  

Existem várias técnicas que podem ser utilizadas no diagnóstico da LV 

(SIRIPATTANAPIPONG et al., 2017). O teste parasitológico ainda é considerado o 

padrão ouro, porém a técnica apresenta uma sensibilidade variada a qual é dependente 

da origem da amostra (COTA et al., 2012; DIAS et al., 2018).  Além disso, é um método 

invasivo, de alto custo e difícil obtenção, o qual requer local apropriado e profissionais 

capacitados (GARCÍA et al., 2017). Assim, devido à característica da doença, de 

possuir uma alta produção de anticorpos, as técnicas sorológicas são bastante 

utilizadas (DE SOUSA; FRANCISCO; SANTOS, 2015; MONTSERRAT-SANGRÀ et al., 

2016). Dessa forma, o presente trabalho buscou testar a rk39 produzida em diferentes 

plataformas de expressão, através do Ensaio imunoenzimático e avaliar a capacidade 

de diagnosticar a LVC.  

 

2 METODOLÓGIA 

 

2.1 Antígeno rK39 em sistema eucarioto 

A proteína proveniente do sistema eucarioto foi gentilmente cedida, para uso 

nesse estudo, pelo laboratório de Biotecnologia e Biologia Molecular (LBBM) da 

Universidade Estadual do Ceará – UECE 

 

2.1 Antígeno rK39 em sistema procarioto 

 



 
 

108 

2.2.1 Transformação da bactéria 

A sequência de nucleotídeos do antígeno K39 foi obtida do banco de dados 

públicos (Genbank) sob número de acesso DQ831678.1. Em seguida, a sequência foi 

sintetizada comercialmente (BioBasic Inc., Ontario, Canadá) e inserida no vetor de 

clonagem pUC57. O plasmídeo resultante denominado pUC-k39 (2 µg) foi digerido com 

as enzimas de restrições EcoRI e BamHI, (2 µL/enzima) em 36 µL do tampão H por 1 

hora a 37ºC em banho-maria. Para a inativação da enzima a temperatura foi aumentada 

para 65 ºC por 20 minutos. A purificação do inserto foi feita com o kit Wizard® SV Gel 

and PCR Clean-Up System (Promega Corporation, Madison, USA), de acordo com as 

recomendações do fabricante e a quantificação foi realizada por 

nanoespectrofotometria no Nanodrop (Thermo Scientific™) a 260nm. 

A ligação do inserto no vetor de expressão pET-28a (Novagen, Darmstadt, 

Germany) foi feita na proporção de 3 moléculas do inserto pra 1 molécula do vetor 

utilizando a enzima T4 DNA Ligase (Invitrogen, Texas, USA).  Em seguida, o produto 

dessa ligação foi usado na transformação, por choque térmico, de bactéria E. coli, 

(cepa BL21).  As bactérias transformadas foram plaqueadas em meio Ágar-Luria 

Bertani (LB)/Canamicina 0,005% e incubada a 37ºC overnight. A transformação foi 

confirmada por PCR de colônia. 

 

2.2.2 Expressão e purificação da rK39 

A colônia crescida em meio ágar foi inoculada em 5 mL de meio LB com 

0,005% de Canamicina (Sigma-Aldrich) á 37ºC sob agitação de 250 rpm overnight para 

a formação do pré-inóculo. Partindo do pré-inoculo a cultura foi repicada na diluição de 

1:25 para um novo caldo LB com 0,005% de canamicina e incubada à 37 °C à 250 rpm 

em incubadora shaker (Ethiktechonology) até atingir uma densidade óptica (DO600nm) 

entre 0,6 e 0,8 (OLIVEIRA, 2016). Em seguida, foi induzida a expressão da proteína, 

para isso, primeiramente, foi testado 3 concentrações do indutor  (0,1 M; 0.5 M e 1 M) 

de isopropil β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) (SIGMA-ALDRICH) por 3 h à 37 °C, 250 

rpm, afim de, avaliar a melhor concentração a ser usada. 

Para obtenção da rK39, a cultura  foi  centrifugação a 8000 rpm por 15 min. à 

4°C (MPW 350 R High Speed Brushless Centrifuge) e o pellet foi ressuspendido na 
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proporção de 1:10 em tampão de lise contendo lisozima (200 mM NaCl; 20 mM Tris-HCl 

pH 8; 200 µg Lisozima; 2 mM fluoreto de fenilmetanosulfonil - PMSF; 0,1% de Triton x-

100) e incubada em gelo durante 15 minutos. Posteriormente, foi realizado a sonicação 

com 12 ciclos de 15” numa amplitude de 45. O extrato bacteriano foi novamente 

centrifugado e o pellet descartado. A purificação da proteína foi realizada em coluna 

Níquel Ni-NTA (GE Healthcare, USA) conforme instrução do fabricante, ligada a um 

sistema de cromatografia AKTA Start (GE Healthcare). 

 

2.2.3 SDS-PAGE e Western blotting 

A proteína purificada foi quantificada pelo método de Bradford (1976). Em 

seguida, as amostras foram adicionadas ao tampão de amostra, fervidas por 2 minutos 

e as proteínas foram separadas por eletroforese em gel de 12% de SDS poliacrilamida 

utilizando corrente de 140 V, com amperagem constante em um sistema de mini-gel por 

80 minutos. Um dos géis foi corado com Coomassie Brilliant Blue e o outro submetido a 

transferência em Western Blotting. Para isso, as proteínas foram transferidas para uma 

membrana de nitrocelulose (GE Healthcare Life Sciences).  A transferência se deu 

através do uso de um sistema Semi-dry utilizando tampão de transferência (glicina 39 

mM; SDS 0,0375 % (m/v); metanol 20 % (v/v) e Tris 48 mM pH 8), com voltagem de 150 

V e amperagem 300 mA por 1h.  

Após a transferência a membrana foi bloqueada com PBS-leite desnatado 

(5%) overnight e incubada com anticorpo monoclonal anti-His6 (GE Healthcare Life 

Sciences), na proporção de 1:6000 por 1 hora. Depois da incubação do anticorpo 

primário a membrana foi lavada em três repetições de 10 minutos cada com PBS-

Tween 20 (0,05%). Posteriormente, a membrana foi incubada em anticorpo secundário, 

anti-IgG de camundongo conjugado a peroxidase (SIGMA-ALDRICH), na proporção de 

1:10000 por 1 hora, diluído em PBS-leite desnatado (5%). Realizou-se novamente a 

lavagem com PBS-Tween 20 (0,05%) em três repetições de 10 minutos cada 

(OLIVEIRA et al., 2016). Na revelação da membrana foi utilizado como cromógeno a 

solução de diaminabenzidina (DAB / SIGMA-ALDRICH) 0,0003 g/mL e 100 µL de 

peróxido de hidrogênio (30 volumes) diluídos em tampão PBS (TOWBIN et al., 1979), 

mantendo sob abrigo de luz por 15 minutos.  
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2.3 ELISA indireto 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa para uso 

de Animais da Universidade Estadual do Ceará (CEUA / UECE) sob protocolo de 

número 7255099/2017. As amostras de soros utilizadas para avaliar a sensibilidade e 

especificidade dos antígenos foram obtidas de 158 animais adultos sem raça definida, 

com gênero e idade desconhecidos. Os soros foram cedidos pelo Centro de Controle 

de Zoonose (CCZ) do município de Fortaleza no estado do Ceará (CE). 

Para os testes de ELISA indireto foram testadas 118 amostras de soro 

canino diagnosticados com leishmaniose visceral (amostras positivas) confirmadas por 

dois testes sorológicos, o ensaio imunocromático rápido (DPP® Dual Path Platform 

Biomanguinhos/Fiocruz, Brasil) e o imunoenzimático (ELISA® kit EIE-LVC Bio-

Manguinhos/Fiocruz, Brasil). As amostras negativas foram divididas em dois grupos, de 

acordo com os resultados dos testes do CCZ. Um grupo constituído de 20 soros 

negativos confirmado pelo teste imunocromático rápido e um segundo grupo formado 

por 20 soros considerados negativos pelo CCZ, porém positivados no teste 

imunocromático rápido e negativados no teste de ELISA-EIE®. 

Foi escolhido como controle negativo, para o cálculo do cut-off, uma amostra 

cujo valor de absorbância apresentou mais baixo que a média dos soros negativos, 

essa escolha foi feita a fim de se ter um controle com a maior confiabilidade possível, 

evitando um falso-positivo. Como controle positivo foi escolhido entre os soros positivos, 

uma amostra que apresentou absorbância maior que a média dos soros positivos. A 

amostra escolhida para o controle negativo e positivo foi padronizado para ser usado 

em todas as placas, permitindo a comparação interplacas e eliminando o efeito do dia. 

Assim, além do controle negativo todas as placas tiveram controle positivo e branco. 

Primeiramente, foi feito uma curva de titulação para determinar a melhor concentração 

da proteína a ser testada, esta foi diluída em log 2 iniciando com 8µg mantendo fixa a 

concentração do anticorpo. Posteriormente, a concentração da proteína foi fixada e foi 

realizada uma diluição seriada do anticorpo primário (1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 

1:320, 1:640, 1:1.280). Após a determinação da titulação, a placa de ELISA (Nunc 96 

MicroWell™) foi sensibilizadas com 1,0 µg/mL de proteína diluídas em tampão 

carbonato-bicarbonato 0,05 M, pH 9,6, por 16-18 h a 4 ◦C. A proteína rk39 produzida 
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nos dois sistemas de expressão (procarionte e eucarionte) foram submetidas aos 

mesmos processos para padronização de antígeno e anticorpo, em seguida testadas 

sob as mesmas condições frente aos soros dos animais.  

As placas foram lavadas 3 vezes com solução de lavagem (solução salina 

tamponada com fosfato PBS contendo 0,05% de Tween-20). Em seguida, foi feito o 

bloqueio com 200 µL solução de gelatina a 1% (Sigma Aldrich, USA) e incubadas a 

37ºC/1 h. Após o bloqueio foi realizada uma lavagem e as amostras de soro foram 

adicionadas (100 µL de soro, na diluição 1:160). As placas foram incubadas à 37 ºC/1 

hora e posteriormente lavadas 3 vezes em solução de lavagem.  

O anti-DOG IgG conjugado a peroxidase (SIGMA) foi utilizado na diluição 

recomendada pelo fabricante e em seguida incubado à 37°C/1 hora. As placas foram 

novamente lavadas 3 vezes com solução de lavagem. A reação foi revelada 

adicionando 100 µL de 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) (Life Technology) por 15 

minutos. A reação foi interrompida pela adição de 50 µL de solução de 3 N de ácido 

sulfúrico (H2SO4).  A leitura da placa foi realizada em leitor de ELISA (Synergy 2, 

Biotrak), com absorbância  450nm. Todos os ensaios foram realizados em duplicata 

(FLORINDO et al., 2002; ROTHWELL; HAMBLIN; KAISER, 2001). 

O cálculo do cut-off para a análise dos testes de ELISA foi determinado pela 

média dos valores de absorbância encontrado no controle negativo acrescido de 3 

vezes o desvio padrão (99,8% de confiança). Os soros considerados positivos foram 

aqueles que apresentaram absorbância superior ou igual ao cut-off (ANURACPREEDA, 

CHAWENGKIRTTIKUL, SOBHON, 2016). A sensibilidade e a especificidade foram 

determinadas em concordância com a tabela apresentada por COGGON et al., 1993.  

 

2.4 Análise estatística  

Os dados gerados com o ELISA foram tabulados no Microsoft Excel® versão 

2010 (Microsoft Co., Redmond, WA, EUA) e analisados utilizado o software GraphPad 

Prism 5.0 (GraphPad Inc, EUA), SPSS statistics versão 21. A precisão dos testes levou 

em consideração a análise dos parâmetros obtidos a partir do limite de positividade da 

linha de corte (cut-off) usado para estabelecer a sensibilidade (S), especificidade (E), 
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valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN), a área sob a curva (AUC) 

e acurácia (AC). Para todos os testes foi utilizado um nível de significância de 5%. 

 

3 RESULTADOS  

 

3.1 K39 recombinantes 

 

O sequenciamento feito pela empresa BioBasic confirmou a presença da 

proteína mostrando repetições de domínios conservados referentes a K39. Das 3 

concentrações de IPTG (0,1 M; 0,5 M; 1 M), testadas para a indução das colônias 

transformadas, a concentração de 0,5 M mostrou-se mais eficiente para ser usado na 

etapa de expressão.  

As alíquotas resultantes da purificação foram submetidas ao Western Blotting 

a fim de detectar a presença da proteína utilizando um anticorpo anti-histidina. A 

presença de uma segunda banda próximo a altura de 75 kDa na membrana de 

nitrocelulose, se deu em virtude da formação de dímeros na amostra (Figura 1). 

 

Figura 1:(A) Gel SDS-PAGE 15% corado com comassie blue e (B) Western Blotting em membrana de 
nitrocelulose dos eluídos da proteína rk39 purificada em coluna de cromatográfica de níquel. (1) 
marcador de peso molecular (2 – 7) eluídos de 1 a 6 advindos da coluna de purificação.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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3.2 Teste de ELISA 

 

O ELISA indireto utilizando a proteína rK39 produzida e sistema procarioto 

apresentou uma positividade de 97,5% das amostras diagnosticadas pelo CCZ com 

LVC para o ensaio imunoenzimático. Nesse mesmo teste 50% dos soros de animais 

negativados do grupo DPP- se mostraram negativos para o ELISA com rK39/Bactéria e 

30% dos soros negativas do grupo DPP+/ELISA-EIE- foram negativadas em nosso 

ELISA, com especificidade total de 40% sobre as amostras de animais diagnosticados 

como negativo para LVC (tabela1). A análise estatística desse teste apresentou Valor 

Preditivo Positivo 82,73%, Valor Preditivo Negativo 84,21%, Razão de Verossimilhança 

Positivo 1.62, Razão de Verossimilhança Negativo 0.064 e Acurácia de 82,91%. 

 

 
Teste ELISA/Bactéria TOTAL 

POSITIVO NEGATIVO 

 Grupo DPP- 

(n=20) 

                  10                     10             50% 

Grupo DPP+/EIE-  

(n=20) 

                  14                      6 30% 

TOTAL 24                16                     40% 

Tabela 1: Desempenho do ELISA/Bactéria em amostras de soro de cães negativos para LVC 

 

O teste de ELISA utilizando a rk39 produzida em sistema eucarioto 

(rK39/Planta), apresentou melhor resultado, positivando 99,2% das amostras de 

animais sabidamente positivos pelos testes utilizados pelo CCZ (Tabela 2). Do grupo 

DPP- de animais negativos 35% deram negativos para a rK39/Planta e do grupo 

DPP+/EIE- apenas 25% dos animais foram negativados para este teste (rK39/Planta). 

Assim o resultado com a proteína expressa em planta apresentou uma especificidade 

de 30% do total de animais negativos. Com a análise estatística gerou Valor Preditivo 
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Positivo 80,69%, Valor Preditivo Negativo 92,31%, Razão de Verossimilhança Positivo 

1.42, Razão de Verossimilhança Negativo 0.03 e Acurácia de 81.65%.  

 

 
Teste ELISA/Bactéria TOTAL 

POSITIVO NEGATIVO 

 Grupo DPP- 

(n=20) 

                     13                          7              35% 

Grupo DPP+/EIE- 

(n=20) 

                     15                          5               25% 

TOTAL            28    12      30% 

Tabela 2: Desempenho do ELISA/Planta em amostras de soro de cães soronegativos para LVC 

 

Dos 20 soros negativos do grupo DPP-, 17 soros apresentaram resultados 

iguais nos dois testes (7 foram negativos e 10 positivos). De forma que apenas 3 

amostras desse grupo apresentaram resultados divergentes. Essas amostras marcaram 

positivas na rk39/Planta e negativos na rk39/Bactéria.  

No grupo DPP+/EIE- dos negativos 17 soros apresentaram resultados iguais 

em ambos os testes (13 positivos e 4 negativos) e 3 amostras foram divergentes, 2 

foram positivas na planta e negativas no antígeno da bactéria e a outra teve resultado 

positivo na rk39/Bactéria e negativo na rk39/Planta (Figura 2). 
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Figura 2- Resultado obtidos com o ELISA indireto das duas proteínas com leitura a 450 nm. Os Gráficos 
mostram as absorbâncias geradas pelos soros de animais positivos (DPP+/EIE+), negativos (DPP-) e 
negativos-FP (DPP+/EIE-) testadas com a proteína rk39/procarióto (Gráfico A) e com a proteína 
rk39/eucarióto (Gráfico B). O cut-off de cada teste está representado nos gráficos pela linha horizontal 
pontilhada. 
 

No presente estudo o antígeno k39/planta teve resultados excelentes de 

sensibilidade (99,2%) apesar de a especificidade ter sido mais baixa (30%). 

 

4 DISCUSSÃO 

 

A proteína k39 foi escolhida por apresentar uma alta sensibilidade e 

especificidade no diagnóstico de LV (PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015) devido a 

sequências de 39 aminoácidos repetidos (SIRIPATTANAPIPONG et al., 2017) que 

formam epítopos antigênicos (GOTO et al., 2006). Sendo assim, essa proteína é 

amplamente utilizada no diagnóstico de LVC (SALLES, et al., 2017). O antígeno rK39 

foi utilizado com sucesso para diagnosticar LV em seres humanos na África e na Índia e 

apresentou resultados bastante satisfatórios em humanos e caninos na América do Sul 

(VENTURIN et al., 2015). Apresentando uma sensibilidade entre 71-100% e 

especificidade entre 81–100% (CLEMENTE et al., 2014; FREIRE, 2017; LEMOS, 2003).  

A principal forma de produção da proteína recombinante é através da 

expressão em plataforma procariótica, porém o avanço na biotecnologia tem 

proporcionado o desenvolvimento de métodos mais simples e eficazes. A plataforma 

vegetal é considerada um forte candidato para substituição dessa plataforma 

(BEIHAGHI et al., 2018). Esse sistema é capaz de expressar uma ampla gama de 

proteínas ativas com um custo de produção menor, quando aplicada em ampla escala 

A, Positivas 
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(TIWARI et al., 2009). Além disso, atualmente tem disponível uma variedade de 

sistemas de expressão gênica e de localização de proteínas para uso em plantas, 

permitindo o acúmulo estável nesse sistema (LARA-SILVA et al., 2015; NO, 2016). 

Assim buscou-se comparar a capacidade de diagnosticar a LV utilizando a 

k39 expressa nas duas plataformas. A expressão heteróloga da proteína recombinante 

na bactéria ocorreu como esperado e a proteína manteve uma alta capacidade de 

detecção de anticorpos. Foi utilizada a linhagem de célula BL21(DE3) que é a mais 

utilizada para expressão de proteínas recombinantes de alto rendimento (AHMAD et al., 

2017; HAN et al., 2018; ROBICHON et al., 2011).   

O vetor de expressão pET-28a foi construído para codificar uma cauda de 

histidida na porção N-terminal, entre os sítios de clivagem BamHI e EcoRI. Essa cauda 

foi expressa junto com a região codificadora originando uma proteína quimérica. A 

presença da cauda de histidina é importante para o processo de purificação da 

proteína, pois facilita sua retenção e melhora a concentração dos níveis de proteína 

recombinante, podendo ser usado na purificação de grande quantidade (HAN et al., 

2018; ROBICHON et al., 2011; WINGFIELD, 2015). No Western Blotting a proteína 

recombinante também pode ser detectada através de anticorpos específicos anti-

HisTag que reconhecem e se ligam na cauda de histidina codificada junto com a 

proteína. A k39 obtida em plataforma eucaritotica foi expressa em sistema vegetal.  

No nosso estudo a k39 apresentou baixa especificidade ao comparar com os 

resultados do CCZ. Porém, esse diferença encontrada pode estar associado ao próprio 

uso do DPP® que possui baixa sensibilidade (78%-88%), principalmente em animais 

assintomáticos (47%), e especificidade entre 70%-75% (HIRSCHMANN et al., 2015; 

PEIXOTO et al. 2015). Assim a baixa sensibilidade em assintomáticos pode negativar 

animais infectados.  

Das amostras utilizadas no presente trabalho diagnosticadas como negativas 

50% foram submetidas apenas ao teste imunocromático rápido de duplo percurso e as 

outras 50% foram positivadas nesse mesmo teste. Dessa forma, esses animais 

negativados pelo CCZ, mas que foram positivados em nosso teste podem está 

realmente infectados.  
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O procedimento recomendado pelo programa de vigilância e controle da 

leishmaniose visceral/ministério da saúde no Brasil é que as amostras de soros sejam 

submetidas ao teste rápido DPP®, para a triagem dos casos de LVC, e as amostra que 

apresentarem positividade no teste rápido sejam submetidos ao teste de ELISA-EIE® 

para confirmação dos casos (BRASIL, 2011a; FUNED, 2015). De acordo com a nota 

técnica Nº 01/2011 CGDTCGLAB/DEVIT/SUS/MS um cão é diagnosticado 

sorologicamente para LVC quando as duas técnicas apresentam resultados positivos 

(BRASIL, 2011b).  Dessa forma animais negativados pelo DPP não são submetidos ao 

teste de ELISA-EIE® de acordo com o procedimento padrão utilizado pelo CCZ. 

No ensaio realizado por De Carvalho e colaboradores (2018) das 58 

amostras confirmadas por ele no PCR, através da amplificação do DNA de Leishmania, 

apenas 39 amostras foram positivas no DPP® e ELISA-EIE®, gerando uma 

concordância de apenas 67,2% das amostras.  Nesse mesmo ensaio, das 78 amostras 

negativas no DPP® e no ELISA-EIE® 18 foram confirmadas por PCR. A PCR em tempo 

real foi capaz de detectar o DNA de Leishmania em 21 soros de cães que não reagiram 

no DPP® seguido por ELISA-EIE®, sendo que 20 dessas amostras (95,2%) eram do 

grupo de animais assintomáticos, mostrando a dificuldade de se identificar animais 

desse grupo. Assim amostras infectadas podem não serem diagnosticadas pelo DPP®. 

A sensibilidade do DPP® e do ELISA-EIE® encontrada nos testes feitos por 

Pacheco e colaboradores (2015), ao considerar os resultados por teste de PCR como 

padrão ouro, também foram baixos, gerando sensibilidade de 36% e 38% 

respectivamente.  Segundo Castro-Júnior et al. (2014) a técnica de PCR é considerada 

uma técnica com alta sensibilidade e especificidade para uso em diagnósticos clínicos, 

porém possui um custo elevado, sendo mais restrito pois requer equipamentos e 

pessoal especializado (CASTELLANOS-GONZALEZ et al., 2018).  

Abad e colaboradores (2017) relata a ocorrência de falso negativo em testes 

realizados com DPP®, principalmente quando se tem níveis baixos de anticorpos, dessa 

forma ele sugere em seu trabalho que a positividade do diagnóstico por teste de DPP® 

está mais relacionada com o potencial de transmissão do parasita ao vetor. Assim 

animais com baixos níveis de anticorpos não são identificados gerando um grande 

número de infecções subclínicas com diagnóstico falso negativo. No estudo feito por 
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Faria et al. (2015) foi encontrado também uma sensibilidade abaixo de 72,9% e 64,5% 

para os kits DPP® e ELISA-EIE®, respectivamente. 

Outro fator que corrobora para a possibilidade de que os resultados 

apresentados com os testes de diagnósticos, atualmente disponibilizados, possam estar 

levando a resultados falsos negativos, contribuindo assim para a manutenção de 

animais infectados (FARIA; ANDRADE, 2012; RODRIGUES et al., 2017), está 

associado aos dados epidemiológicos que mostram que a incidência da doença não 

tem reduzido, mesmo com a aplicação das medidas de controle atuais (MAGALHÃES-

JUNIOR et al., 2016). A prevalência da doença em caninos, nos últimos anos, manteve-

se estável em torno de 18%, porém o número de casos em humanos aumentou 41%, 

mostrando a ineficiência das medidas de controle aplicadas (LARA-SILVA et al., 2015).  

Levando em consideração os resultados obtidos foi observado que a 

proteína expressa em eucarioto teve resultados de sensibilidade superior ao sistema 

procarioto. Logo a plataforma vegetal poderia ser uma alternativa utilizada como 

substituto da expressão em sistema procarioto.  

 

5 CONCLUSÃO 

 

Em nosso estudo, ambas as proteínas recombinantes expressas em 

diferentes plataformas se mostraram promissoras para a utilização no imunodiagnóstico 

da leishmaniose. Entretanto, a rk39 proveniente da plataforma vegetal oferece baixo 

custo de produção e menor biointeferência quando comparado com a produzida em 

sistema procarioto. Mais estudos com amostras indubitavelmente positivas e negativas 

necessitam serem feitos para a padronização da técnica utilizando-se rk39 oriunda de 

sistema vegetal.    
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