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RESUMO 

 

A leishmaniose visceral (LV) é uma doença grave que afeta a população de vários países, 

onde o Brasil apresenta a maior prevalência da infecção nas Américas. Com o estudo do gene 

codificante da proteína B de superfície (HASPB ou K26) de Leishmania infantum é possível 

identificar as variações polimórficas intraespecíficas e, assim, será possível consolidar a 

descrição de um perfil polimórfico presente no Estado de Pernambuco. O objetivo do trabalho 

foi analisar as regiões polimórficas do gene HASPB (K26) de Leishmania infantum em 

amostras clínicas positivas para leishmaniose visceral e coinfecção LV/HIV. O sistema K26 

PCR foi otimizado utilizando concentrações variadas de DNA genômico de L. infantum. Foi 

realizado o screening de amostras clínicas de DNA através de dois sistemas de PCR simples, 

kDNA e ITS1/RFLP, para ensaios posteriores com a K26 PCR nas amostras positivas. A 

curva de dissociação de alta definição (qPCR-HRM) foi empregada na localização de 

temperaturas de melting específicas para L. infantum. Os amplicons do gene K26 foram 

sequenciados e alinhados as sequencias selecionadas em base de dados. A K26 PCR 

apresentou limiar de detecção de 1 pg para amplicon de 700 pb.  A especificidade dos primers 

foi avaliada experimentalmente e in silico, apresentando anelamento inespecífico com DNA 

humano. Em paralelo, foram selecionadas 78 amostras de DNA através dos dois sistemas 

screening, sendo 17 caracterizadas como L. infantum. Os ensaios com DNA das amostras 

clínicas para o sistema K26 PCR revelaram bandas espúrias. A análise através qPCR-HRM 

em DNA genômico do parasita resultou em amplificação com Tm de 88,2 °C, já o ensaio com 

amostra clínica revelou duas amplificações com distintas temperaturas de melting, 84,6 e 88,2 

°C. Três amplicons do gene K26 foram sequenciados e alinhados a cinco sequencias da base 

de dados, indicando 38,2 % de similaridade. Pode-se concluir que o sistema K26 PCR é 

recomendável para análise dos polimorfismos genéticos, contanto que o DNA seja extraído 

diretamente de espécies isoladas em meio de cultura. 
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ABSTRACT 

 

Visceral leishmaniasis (VL) is a severe disease that affects population of many countries, 

where Brazil has recorded the highest infection prevalence in the Americas. Studying the 

coding gene of the hydrophilic acylated surface protein B (HASPB or K26) of Leishmania 

infantum it is possible identify intraspecific polymorphic variation, consolidating the 

description of a polymorphic profile present in the State of Pernambuco. The aim of this study 

was analyzing of the polymorphic regions of HASPB (K26) gene from Leishmania infantum 

in positive clinical samples for visceral leishmaniasis and VL/HIV co-infection. The K26 

PCR-based was optimized using serial dilutions from L. infantum genomic DNA. Clinical 

samples’ DNA were screened by two PCR-based tools, kDNA and ITS1/RFLP, guiding 

subsequent K26 PCR assays in positive samples. High-resolution melt analysis (qPCR-HRM) 

was used in locating specific melting temperatures for L. infantum. K26 gene amplicons were 

sequenced and aligned to sequences from database. The K26 PCR-based detection threshold 

was 1 pg with 700-bp amplicon. Primers specificity was experimentally and in silico assayed, 

presenting non-specific annealing with human DNA. At the same time, PCR-based screening 

tools together selected 78 DNA samples, being 17 characterized as L. infantum. The K26 

PCR-based assayed in DNA clinical samples revealed non-specific bands. qPCR-HRM 

analysing has resulted Tm of 88.2 ° C, however, the clinical sample assay has revealed two 

different melting temperatures, 84.6 and 88.2 ° C. Three amplicons of K26 gene were 

sequenced and aligned to five sequences selected from database, indicating 38.2% of 

similarity. In conclusion, the K26 PCR-based tool is recommended for genetic 

polymorphisms analyzing, provided that DNA be extracted directly from isolates cultured.  

 

Keywords: Visceral leishmaniasis. Leishmania infantum. HASPB (K26). Polymorphism 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A Leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar, é uma doença 

crônica grave causada por parasitas do complexo Leishmania donovani (L. donovani e L. 

infantum). É considerada uma infecção oportunista para os indivíduos imunodeprimidos, 

como nos casos de infecção por HIV, onde a LV representa um fator de risco para recidiva. 

Assim, recomenda-se a aplicação de ferramentas para caracterização de cepas de Leishmania 

spp., revelando quais são os possíveis genótipos circulantes entre os hospedeiros, 

reservatórios e vetores do parasita, fortalecendo as estratégias de controle e monitoramento 

efetivo da doença (CHICHARRO et al., 2013). 

A técnica considerada padrão ouro para caracterização das espécies de Leishmania é a 

eletroforese de isoenzimas (MLEE), que é uma técnica laboriosa, cara, demorada, além de 

necessitar de grande quantidade de Leishmania em cultura (HIDE et al., 2001). As 

ferramentas imunológicas baseadas em anticorpos monoclonais também são utilizadas na 

caracterização de espécies de Leishmania spp. do Novo e Velho Mundos, entretanto, podem 

existir variações intraespecíficas de reatividade aos antígenos espécie-específicos 

(McMAHON-PRATT; DAVID, 1981; SHAW et al., 1986). No entanto, as técnicas de PCR e 

suas variantes têm sido bastante empregadas em estudos de caracterização molecular de 

espécies, utilizando pequena quantidade de material biológico para identificação de agentes 

infecciosos. Diversos alvos são estudados para o complexo L. donovani, tais como: 

minicírculo do cinetoplasto (kDNA), tornando-se alvo de interesse por apresentar numerosas 

cópias por célula (SILVA, Maria et al., 2010); o espaçador interno transcrito (ITS), alvo de 

estudos para identificação das espécies de Leishmania, quando associado à PCR-RFLP 

(SCHÖNIAN et al., 2003); genes codificantes de proteínas de choque térmico (HSPs), devido 

a importância que a família de proteínas HSP70 exerce, por ser considerada imunógeno para 

leishmaniose visceral (FRAGA et al., 2013) e o gene K26, onde codifica uma proteína de 

superfície com função antigênica (HARALAMBOUS et al., 2008).  

Hydrophilic acylated surface protein B (HASPB), também conhecida como K26, é 

uma proteína que faz parte de uma família heterogênea de moléculas de superfície das 

espécies do gênero Leishmania (McKEAN et al., 1997). A proteína é considerada 

polimórfica, constituída por uma série de domínios de aminoácidos repetitivos, estando 

presente nas formas promastigotas e amastigotas do parasita, onde favorece a 

metaciclogênese, juntamente com a localização da forma promastigota no intestino médio do 

vetor flebotomíneo (SADLOVA et al., 2010). A proteína HASPB apresenta potencial 
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antigênico, demonstrando aplicabilidade para o sorodiagnóstico, definindo as infecções 

promovidas pelo complexo L. donovani (MOHAPATRA et al., 2010).  

O gene K26 é considerado marcador molecular para leishmaniose visceral, apesar de 

ser polimórfico, sendo conservado e específico para o complexo L. donovani. Primers 

específicos (K26F/K26R) foram desenhados para discriminar parasitas do complexo L. 

donovani obtidos diretamente do meio de cultivo (HARALAMBOUS et al., 2008). Esse alvo 

direciona estudos de diversidade genética em L. infantum e L. donovani, associando os 

polimorfismos gênicos à origem geográfica das cepas, tornando possível a distinção entre as 

espécies L. infantum e L. donovani de acordo com o tamanho do amplicon.  

As informações referentes às alterações polimórficas intraespecíficas de L. infantum 

são restritas na literatura, principalmente quando obtidas a partir de amostras clínicas 

confirmadas para a LV e para a coinfecção (LV/HIV), onde análises apuradas tornam-se 

necessárias para o estabelecimento de um perfil polimórfico específico presente no Estado de 

Pernambuco. O objetivo do trabalho foi analisar as regiões polimórficas do gene HASPB 

(K26) de Leishmania infantum em amostras clínicas positivas para leishmaniose visceral e 

coinfecção LV/HIV. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO CONCEITUAL 

  

2.1 Aspectos epidemiológicos da leishmaniose visceral 

 

A Leishmaniose visceral (LV) é considerada doença endêmica em 98 países (Figura 

1), cuja presença é evidenciada em quatro continentes (ALVAR et al., 2012). As áreas rurais 

pobres do leste da África (Sudão, Etiópia, Quênia, Uganda), Sul da Ásia (Índia, Bangladesh, 

Nepal), e América Latina (Brasil) representam os principais pontos de notificação para a 

doença (CHAPPUIS et al., 2006).  

  

Figura 1 - Distribuição geográfica da leishmaniose visceral no Velho Mundo e no Novo Mundo.         

 
Fonte: Organização Mundial de Saúde (2013, tradução nossa). 

 

Doença considerada negligenciada, com distribuição mundial principalmente nas 

zonas tropicais e subtropicais, onde 350 milhões de pessoas estão expostas ao risco da 

infecção e cerca de 500 mil são afetadas, sendo a responsável por aproximadamente 50 mil 

mortes ao ano (FAUCHER; PIARROUX, 2011; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 

2010).  Entre as doenças negligenciadas, a LV possui nível III de prioridade para Organização 

Mundial de Saúde (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2007).  

Na América Latina, o Brasil destaca-se por possuir maior endemicidade, apresentando 

casos notificados em 21 unidades da federação, estando a doença em expansão nas regiões 
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Centro-Oeste, Norte e Sudeste. A região Nordeste do Brasil possui 53,6% das notificações do 

país (BRASIL, 2011). No país, a importância da LV reside não somente na sua alta 

incidência, mas também na possibilidade de assumir formas graves e letais quando associada 

ao quadro de má nutrição e infecções concomitantes, atingindo principalmente pessoas que 

vivem em situações socioeconômicas precárias (ALVARENGA et al., 2010; DESJEUX, 

2004). A manifestação da forma clássica da doença acomete pessoas de todas as idades, 

tornando-se mais frequente em crianças menores de 10 anos (54,4%), sendo 41% dos casos 

registrados em menores de 5 anos (SILVA, Eduardo et al., 2001). Proporcionalmente, o sexo 

masculino é o mais afetado e em alguns focos urbanos estudados existe a tendência de 

modificação na distribuição dos casos por grupo etário, com ocorrência de altas taxas também 

no grupo de adultos jovens (BRASIL, 2014; SILVA, Eduardo et al., 2001).  

Segundo Dantas-Torres (2006) houve uma evolução na distribuição geográfica da LV 

no Estado de Pernambuco entre os anos de 1999 e 2000, com registro de casos em 119 

municípios, representando praticamente todo o território pernambucano. O Sertão apresenta 

grande concentração dos casos, superando os casos registrados no Agreste e na Região 

Metropolitana do Recife neste mesmo período. 

A partir de 1979, alguns casos de LV foram notificados durante a imunossupressão 

resultante de processos patológicos, de doenças inflamatórias crônicas e em tratamentos de 

doenças autoimunes ou transplantes de órgãos, durante a terapia imunossupressora. Em 

diferentes partes do mundo também foram relatados casos de LV durante a infecção pelo HIV 

(DEDET; PRATLONG, 2000).    

O primeiro relato de caso de leishmaniose humana associado com o HIV foi descrito 

no sul da Europa por Loma et al. (1985) e a partir disto, dados estatísticos apontaram que 

entre os 33 países notificados para a coinfecção LV/HIV-aids até 1998, a Espanha, Itália, 

França e Portugal representavam 85% dos 1700 casos primariamente reportados, destacando o 

uso de drogas endovenosas como o principal fator responsável pela transmissão artificial das 

formas amastigotas de Leishmania nos países do Mediterrâneo. A metaciclogênese de 

Leishmania tem se tornado desnecessária nos países do Mediterrâneo, pelo fato do ciclo 

antroponótico de transmissão estar consolidado (NUNO-MARQUES et al., 2007; PAREDES 

et al., 2003). A infecção pelo HIV pode reativar a infecção latente por Leishmania, 

aumentando o nível de transmissão por flebotomíneos e facilitar a transmissão artificial de 

Leishmania (transmissão humano-humano) (MOLINA et al., 2003). 

 O aumento no número dos casos de coinfecção tem sido registrado, totalizando 35 

países (Figura 2) com casos detectados (CRUZ et al., 2006; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL 
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DE SAÚDE, 2007). Este aumento no número de casos de coinfecção surge da sobreposição 

com a epidemia de aids, principalmente em áreas onde a LV é endêmica, onde a infecção pelo 

HIV aumenta o risco do desenvolvimento da LV de 10-100 vezes. Mudanças 

epidemiológicas, tais como o aumento da população em zonas suburbanas, onde o vetor e o 

reservatório são abundantes, aumentaram esta sobreposição (CRUZ et al., 2006). A LV 

acelera a progressão do HIV a condição da aids, o que aumenta a letalidade, tornando-se cinco 

vezes maior durante a coinfecção (DRUZIAN et al., 2015; PINTADO; LOPES-VELEZ, 

2001). Uma justificativa plausível é que as formas amastigotas possam induzir a replicação 

viral durante a infecção dos macrófagos (CRUZ et al., 2006; GUERIN et al., 2002). 

No Brasil, esta associação também tem sido descrita de maneira crescente, sendo o 

país que apresenta mais de um terço dos casos de coinfecção da América Latina. No país, 

estudos referentes à coinfecção estão concentrados em relatos de casos locais e estudos de 

revisão (ALEXANDRINO-DE-OLIVEIRA et al., 2010; BERMAN, 2006; BORGES et al., 

1999; CALICH et al., 1991; CARNAUBA et al., 2009; CARRANZA-TAMAYO et al., 2009; 

CAVALCANTI et al., 2012; COTA et al., 2011, 2012, 2013, 2014; DAHER et al., 2009; 

DIEHL et al., 2004; DRUZIAN et al., 2015; FERREIRA et al., 2001; LINDOSO et al., 2013; 

MACHADO et al., 1996; MAIA-ELKHOURY et al., 2008; MALAFAIA, 2009; ORSINI et 

al., 2002; RABELLO et al., 2003; SILVA, Eduardo et al., 2002; SILVA, Elis et al., 2013; 

SOUSA-GOMES et al., 2011; VIANA et al., 1994).   

No período de 2001 a 2010, foram confirmados 35.819 casos para LV no Brasil, dos 

quais 760 apresentavam a coinfecção LV/aids e 541 pela LV/HIV, o que revela o aumento 

progressivo do número de casos no país (SOUSA-GOMES, 2011).  
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   Figura 2 - Áreas com sobreposição da coinfecção LV/HIV-aids no mundo.  

   
   Fonte: Organização Mundial de Saúde (2007, tradução nossa). 

 

2.2 Classificação taxonômica 

 

O gênero Leishmania pertence à ordem Kinetoplastida, à família Trypanosomatidae 

que agrupa protozoários unicelulares, digenéticos (heteróxenos) (NEVES, 2012). As espécies 

Leishmania (L.) chagasi, L. (L.) infantum e L. (L.) donovani são responsáveis pela LV no 

mundo. No Continente Americano, a espécie que se destaca por apresentar importância 

epidemiológica é a Leishmania (L.) chagasi, onde Cunha e Chagas (1938) a consideram 

idêntica a Leishmania (L.) infantum encontrada em alguns países do Mediterrâneo e da Ásia; 

no entanto, a espécie responsável pela doença no Velho Mundo é L. (L.) donovani (BRASIL, 

2009; DOURADO et al., 2007; FAUCHER; PIARROUX, 2011; GONTIJO; MELO, 2004). 

A taxonomia do gênero Leishmania é fundamentada em duas correntes científicas: A 

primeira é baseada em dados genéticos e enzimáticos, que defendem a classificação de L. (L.) 

infantum e L. (L.) chagasi como mesma espécie, pelo fato de apresentarem diferenças 

mínimas a nível molecular (LUKES et al., 2007; MAURICIO et al., 2000) e, por isso, 

devendo ser consideradas sinônimas. A segunda considera que características fenotípicas e 

genotípicas as definem como espécies diferentes, separando em duas subespécies, atribuindo 

os nomes L. (L.) infantum infantum e L. (L.) infantum chagasi (LAINSON; RANGEL, 2005), 

sendo esta, aceitável por alguns pesquisadores (SHAW, 2006).  
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A definição de L. (L.) infantum e L. (L.) chagasi como sinônimas é a mais adotada, 

devendo ser utilizada até que uma nova classificação para o gênero Leishmania seja proposta. 

A nomenclatura utilizada para descrever a espécie responsável pela LV nas Américas é L. 

infantum (sin. L. chagasi) (DANTAS-TORRES, 2006; LUKES et al., 2007; MAURICIO et 

al., 2000). 

 

2.3 Aspectos biológicos do ciclo  

 

Os hospedeiros invertebrados capazes de transmitir a LV são as fêmeas dos insetos 

hematófagos conhecidos como flebotomíneos (Diptera: Psychodidae da subfamília 

Phlebotominae), onde a espécie Lutzomyia longipalpis é a transmissora da doença no Brasil 

(Figura 3) (BRASIL, 2009; REY, 2011).  

 
Figura 3 - Fêmea do vetor (Lutzomyia longipalpis)  

                                           responsável pela transmissão da Leishmaniose  

Visceral na América Latina. 

                                     
Fonte: Wikipedia (2013 apud BARBOSA 

JÚNIOR, 2013). 

 

A infecção do vetor ocorre durante a realização do repasto sanguíneo em um 

hospedeiro infectado, ao ingerir macrófagos parasitados por formas amastigotas da 

Leishmania. No intestino médio do inseto, o alimento é revestido por uma membrana 

quitinosa, a matriz peritrófica, onde ocorre a diferenciação das amastigotas em formas 

promastigotas, que se reproduzem por processos sucessivos de divisão binária, seguindo pela 

porção torácica do intestino do vetor até a completa diferenciação em promastigotas 

metacíclicas (BRASIL, 2006; NEVES, 2012; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 

2010). Ao realizar um novo repasto sanguíneo em um hospedeiro vertebrado (roedores, 
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canídeos, edentados, marsupiais, procionídeos, ungulados primitivos, primatas e entre estes, o 

homem) o inseto vetor libera pela probóscide as formas promastigotas metacíclicas, que serão 

fagocitadas pelas células dendríticas e macrófagos do hospedeiro. No interior dessas células 

ocorre a diferenciação das promastigotas em amastigotas, que irão se multiplicar intensamente 

até o rompimento das células hospedeiras, levando à liberação das amastigotas que poderão se 

disseminar pelo sistema vascular e linfático para outros tecidos ricos em células do sistema 

mononuclear fagocitário, como linfonodos, fígado, baço e medula óssea ou ser ingeridas por 

novos insetos vetores (Figura 4) (CHAPPUIS et al., 2007).   

 

  Figura 4 - Ciclo de vida do gênero Leishmania.  

 Fonte: Centers for Disease Control and Prevention (2013, tradução nossa). 

 

2.4 Diagnóstico laboratorial 

 

O diagnóstico preciso é uma ferramenta importante no tratamento da LV, sendo este, 

categorizado em três grupos de exames: os exames parasitológicos, os diagnósticos 

imunológicos e os métodos moleculares. Os métodos adotados no diagnóstico da coinfecção 

são os mesmos empregados para a definição de LV, ressaltando a importância da associação 

de informações clínicas e epidemiológicas aos resultados de laboratório (BRASIL, 2011). 
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2.4.1 Exames parasitológicos 

 

O diagnóstico parasitológico é considerado o “padrão-ouro” no diagnóstico da LV, 

pelo fato de apresentar elevada especificidade de detecção. Há décadas, a detecção do parasita 

é considerada o diagnóstico definitivo para esta doença (SINGH et al., 2009).  A visualização 

das formas amastigotas em material de biópsia ou punção aspirativa de baço, medula óssea, 

fígado ou linfonodo torna-se possível em preparações após coloração com Giemsa ou 

Leishman (BABIKER et al., 2007; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2010). Os 

aspirados esplênicos apresentam elevada sensibilidade, porém não são muito utilizados devido 

à dificuldade técnica e operacional, onde há riscos de hemorragias durante o procedimento de 

coleta (SUNDAR; RAI, 2002). A punção aspirativa de medula óssea é referência para a 

definição da LV no Brasil (BRASIL, 2006). O exame tem apresentado baixa sensibilidade no 

grupo de pacientes coinfectados, onde o cultivo dos aspirados torna-se uma alternativa para 

aumento da sensibilidade diagnóstica (DENIAU et al., 2003; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL 

DE SAÚDE, 2010). 

A Leishmania pode ser isolada em cultivo nos meios NNN (Novy-McNeal-Nicolle), 

porém nos meios Schneider e LIT (Liver Infusion Triptose) se obtém maior taxa de 

positividade em menor tempo. As culturas devem ser observadas durante quatro semanas, 

devendo ser mantidas entre 24-26ºC (BRASIL, 2006; SINGH, 2006).  

 

2.4.2 Diagnóstico imunológico 

 

Além do diagnóstico parasitológico, existem outros métodos para diagnóstico de LV 

que apresentam boa sensibilidade e especificidade (GONTIJO; MELO, 2004). Os testes 

sorológicos, baseados na pesquisa de anticorpos específicos contra antígenos brutos e 

recombinantes de Leishmania têm muito valor no diagnóstico da LV, devido à estimulação de 

linfócitos B, resultando em hipergamaglobulinemia, onde aumenta a produção de anticorpos 

na LV (GONTIJO; MELO, 2004). Entretanto, existe a possibilidade de falsos resultados 

positivos, resultantes de reações cruzadas com tripanossomíases, tuberculose e toxoplasmose 

(SUNDAR; RAI, 2002). Tem-se disponíveis testes com diferentes aplicabilidades, com 

relação às condições de campo em que são utilizados e na disponibilidade dos reagentes. São 

eles: o teste de aglutinação direta (DAT), a reação de imunofluorescência indireta (RIFI), os 

testes imunocromatográficos e os ensaios imunoenzimáticos (ELISA) (SUNDAR; RAI, 

2002).   
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O DAT foi desenvolvido por El Harith et al. (1986), onde é um método 

semiquantitativo de boa sensibilidade e especificidade, que é baseado na reação entre 

anticorpos na presença de antígenos (promastigotas mortas), tripsinizados, fixados com 

formalina e corados com azul brilhante. Os soros dos pacientes são diluídos em série, 

incubados juntamente ao antígeno, onde é possível visualizar a aglutinação apenas no dia 

seguinte (SUNDAR; RAI, 2002). Romero e Boelaert (2010) realizaram uma meta-análise com 

o objetivo de avaliar o desempenho do DAT em pacientes com LV, onde os resultados 

apresentaram estimativas de sensibilidade e especificidade de 94,8%. 

A Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) é uma técnica bastante utilizada 

desde 1964 para o diagnóstico da LV, principalmente pelos países da América do Sul (COTA 

et al., 2011; DUXBURY; SADUN, 1964). Consiste em uma reação antígeno-anticorpo, 

visualizada com o auxílio de um conjugado, onde os resultados da reação são representados 

por diluições. Dependendo do antígeno utilizado (espécie de Leishmania ou preparação 

antigênica) a sensibilidade pode variar, de 82 a 95% e especificidade de 78 a 92% (MAIA et 

al., 2012).  

O teste imunocromatográfico, rápido e simples, fornecido pela DiaMed IT-LEISH® é 

bastante utilizado para o diagnóstico da LV, onde utiliza a proteína recombinante rK39, que é 

específica para o complexo L. donovani, reagente com o soro ou sangue do paciente. O teste 

apresenta resultados de sensibilidade entre 98 e 100% em alguns estudos (ASSIS et al., 2008; 

BURNS et al., 1993). Sundar et al. (2003) aplicou o teste no nordeste da Índia, constatando 

sensibilidade de 100% e especificidade de 95%. O teste parece ser promissor para uso em 

programas de saúde pública, pois requer pequena quantidade de sangue periférico, é de rápida 

execução e leitura (10 minutos) e pode ser utilizado em condições de campo (SINGH et al., 

2009).  

O teste de ELISA baseia-se em uma ligação de anticorpos com antígenos brutos 

solúveis, que é identificada por um conjugado marcado com enzima, de maneira que esta 

enzima age sobre um substrato e a reação faz com que um reagente cromógeno mude de cor 

(ASSIS et al., 2008; SUNDAR; RAI, 2002). A técnica apresenta considerável sensibilidade, 

porém, sua especificidade é dependente do antígeno utilizado. Valores entre 80 a 100% de 

sensibilidade e 71 a 100% de especificidade foram descritos quando os testes de ELISA 

utilizaram um antígeno bruto de Leishmania spp. (ASSIS et al., 2008; SUNDAR; RAI, 2002).  

Cada teste sorológico tem suas limitações, mas na coinfecção isso é ainda mais 

pronunciado, onde é recomendada a utilização de mais de um teste sorológico a fim de 

aumentar a sensibilidade e especifidade para detecção de anticorpos (PINTADO; LOPES-
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VELEZ, 2001). Geralmente encontram-se títulos baixos de anticorpos para Leishmania 

durante a coinfecção, uma vez que a infecção pelo HIV está associada aos distúrbios 

pronunciados do sistema imunitário, relacionados à ativação de células B policlonais e 

comprometimento da apresentação de antígenos (ALVAR et al., 2008; DENIAU et al., 2003). 

Entre estes pacientes, mais de 50% não têm níveis detectáveis de anticorpos para Leishmania 

(ALVAR et al.,1997; MEDRANO et al., 1998). Durante a coinfecção, a resposta humoral e 

celular para a doença é diminuída, o que aumenta o risco de reativação, levando a maior taxa 

de falha no tratamento (CHAPPUIS et al., 2007). 

Nas tentativas de diagnóstico para LV, tem-se procurado por exames não invasivos, 

onde a urina se torna uma boa opção para definição de casos positivos. Um novo teste rápido 

foi desenvolvido, baseado na aglutinação de partículas de látex recobertas com anticorpos 

policlonais (KAtex; Kalon Biological Ltd., Aldershot, Hants, United Kingdom) para detecção 

de um carboidrato antigênico de 5-20 kDa termoestável, de baixo peso molecular, que é 

excretado na urina de pacientes com LV (SARKARI et al., 2002). A sensibilidade e 

especificidade alegadas são de 87,2% e de 100% respectivamente (ATTAR et al., 2001). 

Riera et al. (2004) realizou um estudo na Espanha aplicando o KAtex, destacando 

sensibilidade de 85,7% para o teste. O KAtex pode ser utilizado como critério de cura para 

LV quando instituída a quimioterapia, devido à redução gradual da antigenúria (ALVAR et 

al., 2008). 

O método de coleta da urina é não invasivo, não causando inconveniências ao 

paciente. A pesquisa de antígeno na urina é considerada uma técnica promissora, 

principalmente para pacientes imunodeprimidos, sendo capaz de identificar com maior 

eficiência as infecções ativas (GAVGANI et al., 2008; SARKARI et al., 2002; SUNDAR et 

al., 2007). 

 

2.4.3 Métodos moleculares 

 

Desde a década de 80, ferramentas moleculares baseadas na Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR) foram desenvolvidas para a detecção e identificação precisa dos parasitas 

do gênero Leishmania (GONTIJO; MELO, 2004). Através desse método, o DNA de 

Leishmania pôde ser detectado em grande variedade de amostras biológicas, tais como sangue 

periférico, soro, urina, aspirados de medula óssea, baço, fígado ou linfonodos (ASSIS et al., 

2008). Inúmeros sistemas baseados em PCR nas amostras de sangue periférico e medula óssea 

têm sido desenvolvidos para Leishmania, com várias sequências-alvo, juntamente com um 



24 

grande número de primers desenhados (ARORA et al., 2008). A técnica de PCR torna-se 

mais sensível quando o alvo a ser amplificado apresenta múltiplas cópias (LACHAUD et al., 

2002). 

O DNA do cinetoplasto (kDNA) apresenta-se em múltiplas cópias no genoma de 

Leishmania spp., tornando-se um alvo bastante utilizado em ensaios de PCR. O kDNA 

contém genes que codificam proteínas mitocondriais, assim distribuídos em cerca de 50 

maxicírculos com 20.000 a 35.000 pb e 10.000-20.000 minicírculos, com sequencias de 500 a 

2500 pb (CORTES, 2008). O espaçador interno transcrito 1 (ITS1) também é um alvo 

bastante explorado como ferramenta diagnóstica para Leishmania spp., localizado na região 

organizadora nucleolar delimitada pelos genes 18S e o 5.8S, apresentando cerca 100 a 500 

cópias no genoma (POLANCO et al., 1998; SCHÖNIAN et al., 2003).     

O diagnóstico molecular requer quantidade muito pequena de DNA para detecção do 

parasita, tendo como vantagens a rapidez na execução, a isenção de interpretação subjetiva e a 

capacidade de monitoramento terapêutico, sendo assim, vista como uma técnica alternativa 

quando o paciente apresenta suspeita clínica, com microscopia e/ou a sorologia negativas ou 

indeterminadas (ALLAM et al., 2009; NUNO-MARQUES et al., 2007). O método apresenta 

elevada sensibilidade, acima de 90% e especificidade próxima a 100%, tornando-se adequada 

para procedimentos de diagnóstico (ASSIS et al., 2008). A PCR detecta mais infecções 

assintomáticas que o exame direto, devido à elevada sensibilidade (ORGANIZAÇÃO 

MUNDIAL DE SAÚDE, 2010). 

A PCR em tempo real (qPCR) é uma ferramenta molecular bastante utilizada na 

pesquisa e diagnóstico de leishmaniose visceral, demonstrado sensibilidade acima de 91.3%, 

detecção de 0,001 parasitas/ml, e especificidade de 61.82-100% (LACHAUD et al., 2000; 

LIMA JUNIOR et al., 2013; MARY et al., 2004; PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015). A 

ferramenta proporciona detecção rápida, sensível e acurada do patógeno, onde não requer 

manipulação pós-PCR, evitando potenciais contaminações com produtos amplificados, 

tornando-se promissora para aplicabilidade diagnóstica (CORTES, 2008; PAIVA-

CAVALCANTI et al., 2010).  

A PCR tem se tornado uma ferramenta útil para monitorar a eficácia do tratamento, 

juntamente com a previsão de relapsos em pacientes coinfectados LV/HIV (ANTINORI et al., 

2007; CRUZ et al., 2002; PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015; RIERA et al., 2005). 

 

 

 



25 

2.5 Caracterização das espécies no gênero Leishmania  

 

A técnica considerada padrão ouro para caracterização das espécies de Leishmania é a 

eletroforese de isoenzimas (MLEE); apesar de ser uma técnica laboriosa, cara, demorada e 

necessitar de grande quantidade de Leishmania em cultura; não sendo indicada para tipagem 

das espécies do complexo L. donovani, pelo fato de não as distinguir facilmente 

(HARALAMBOUS et al., 2008; HIDE et al., 2001; JAMJOOM et al., 2004; RIOUX et al., 

1990).  

As ferramentas imunológicas baseadas em anticorpos monoclonais são empregadas na 

caracterização de espécies de Leishmania spp. do Novo e Velho Mundos (McMAHON-

PRATT et al., 1981, 1982, 1985). Os anticorpos monoclocnais são importantes para o 

direcionamento de estudos epidemiológicos e taxonômicos, apesar de existir variações 

intraespecíficas de reatividade aos antígenos espécie- específicos (SHAW et al., 1986). 

Os principais estudos de caracterização molecular das espécies de Leishmania são 

baseados nas técnicas de PCR convencional associadas à RFLP, amplificação randômica de 

polimorfismos no DNA (RAPD) e Tipagem de Microssatélites Multilocus (MLMT) 

(BAÑULS et al., 1999; BULLE et al., 2002; OCHSENREITHER et al., 2006; SCHÖNIAN et 

al., 2003, 2008). As técnicas de PCR constituem as ferramentas mais empregadas nos estudos 

de caracterização, pois utilizam pequena quantidade de material biológico para identificação 

de agentes infecciosos (BHATTARAI et al., 2009). 

 Diversos alvos são estudados para o complexo L. donovani: o minicírculo do 

cinetoplasto (kDNA), tornando-se alvo de interesse por apresentar numerosas cópias por 

célula (SILVA, Maria et al., 2010); o espaçador interno transcrito (ITS), estudado para 

identificação de espécies de Leishmania, quando associado à RFLP (SCHÖNIAN et al., 

2003); genes codificantes de proteínas de choque térmico (HSPs), devido a importância que 

os genes HSP70 e HSP20 desempenham para caracterização molecular das espécies de 

Leishmania  direcionando estudos filogenéticos (FRAGA et al., 2010, 2013) e o gene K26, 

considerado marcador molecular para LV, sendo conservado e específico para o complexo L. 

donovani (HARALAMBOUS et al., 2008). 

 

2.6 Análise dos polimorfismos genéticos  

 

Os polimorfismos são classificados de acordo com o tipo de repetição nucleotídica em 

uma sequência gênica. Os microssatélites são caracterizados por repetições de sequências de 2 
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a 5 nucleotídeos (Small tandem repeats-STR), no entanto, os minissatélites apresentam 

número variável de repetições, com sequências de nucleotídeos maiores (Variable number of 

tandem repeats-VNTR). A variação de apenas um único nucleotídeo é denominado SNP 

(Single Nucleotide Polymorfisms), sendo este tipo amplamente distribuído pelos genomas. 

Uma grande proporção de SNPs localiza-se em regiões que precedem fases de leitura aberta 

do gene ou em regiões intergênicas reguladoras da expressão do gene, sendo responsáveis 

pelo estabelecimento de fenótipos que expressam diferentes quantidades de proteínas 

codificadas, denominados “polimorfismos funcionais”, ao lado de variantes que levam a 

modificação da própria proteína (FRADE et al., 2010).   

A curva de dissociação de alta definição (qPCR-HRM), gerada pós-amplificação, é 

considerada uma ferramenta sensível de análise molecular para detecção de polimorfismos de 

nucleotídeos simples (SNPs), medindo a taxa de dissociação da fita dupla de DNA de acordo 

com o aumento da temperatura. Essa dissociação é monitorada por intermédio de um corante 

fluorescente (Syber Green®) que se intercala no DNA de fita dupla e progressivamente se 

dissocia com o aumento da temperatura, reduzindo a emissão de fluorescência. A dissociação 

do DNA depende de alguns fatores, como o tamanho da sequência analisada e o conteúdo de 

bases GC do segmento (DUFRESNE et al., 2006; PAIVA-CAVALCANTI et al., 2010; 

WOLFF et al., 2008).  

A qPCR-HRM é utilizada na identificação de doenças genéticas e duplicações de 

sequencias organizadas em tandem, em escaneamentos de mutações simultâneas e 

genotipagem. A ferramenta também é utilizada para detecção de infecções diretamente no 

sangue ou em tecidos infectados, tornando-se vantajosa quando comparada aos exames 

parasitológicos que necessitam de cultivo e crescimento dos patógenos (TALMI-FRANK et 

al., 2010). 

 

2.7 Hydrophilic acylated surface protein B (HASPB)  

 

Hydrophilic acylated surface protein B (HASPB), também conhecida como K26, é 

uma proteína codificada por um grupo de genes ortólogos conhecidos como LmcDNA16, 

localizados no cromossomo 23, fazendo parte de uma família heterogênea de moléculas de 

superfície das espécies do gênero Leishmania (FLINN; SMITH, 1992; McKEAN et al., 

1997). A proteína é descrita como polimórfica, constituída por uma série de domínios de 

aminoácidos repetitivos (ALCE et al., 1999). As regiões repetitivas descritas para a proteína 
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HASPB de L. infantum possuem 64% de similaridade às regiões repetitivas de L. major, 

variando em 14 aminoácidos (BHATIA et al., 1999; McKEAN et al., 1997).  

A molécula está presente nas formas promastigotas e amastigotas do parasita (Figura 

4), onde favorece a metaciclogênese, juntamente com a localização da forma promastigota no 

intestino médio do vetor flebotomíneo (SADLOVA et al., 2010). Desde a década de 90, o 

potencial antigênico da proteína HASPB vem sendo constantemente estudado. A proteína 

HASPB tem demonstrado aplicabilidade para o sorodiagnóstico, definindo infecções 

promovidas pelo complexo L. donovani (BATHIA et al., 1999; MOHAPATRA et al., 2010; 

SUNDAR et al., 2007).  

Haralambous et al. (2008) desenhou primers específicos (K26R/K26F) para 

discriminar parasitas do complexo L. donovani, direcionando estudos de diversidade genética, 

com a associação dos polimorfismos gênicos a origem geográfica das cepas. No estudo, a 

sensibilidade do sistema K26 foi de aproximadamente 50 pg para cepas de L. infantum 

(LEM75) e L. donovani (LEM3463), não sendo realizados ensaios de especificidade para 

outras espécies de microrganismos de importância clínico-epidemiológica. Neste mesmo 

trabalho, são realizados ensaios com o sistema K26 diretamente em DNA extraído de 

amostras de sangue periférico e aspirados de medula óssea e linfonodo de humanos e cães, 

sem o isolamento prévio do parasita em meio de cultivo; entretanto, esses resultados não 

foram divulgados.  O artigo sugere que os polimorfismos localizados no gene K26 são 

responsáveis pelas diferenças entre os tamanhos dos amplicons, possibilitando a diferenciação 

entre as espécies do complexo L. donovani em diferentes áreas endêmicas. Outros estudos 

desenvolvidos no leste Africano utilizaram a PCR como ferramenta molecular para 

localização do gene K26 em isolados do parasita, diferenciando as espécies L. infantum e L. 

donovani de acordo com o tamanho do amplicon (GADISA et al., 2010; ZACKAY et al., 

2013). No entanto, as informações referentes aos polimorfismos do gene K26 ainda são 

escassas na literatura.   

Zackay et al. (2013) demostraram que o uso da K26 PCR, qPCR-HRM, associados ao 

sequenciamento dos amplicons foram capazes de identificar as regiões polimorfismos existes 

no gene HASPB nas espécies L. donovani e L. infantum em diferentes regiões do leste 

africano. A literatura não apresenta os resultados de ensaios aplicando o sistema K26 PCR 

diretamente em DNA extraído de sangue periférico de pacientes positivos para leishmaniose 

visceral e coinfecção LV/HIV. 
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3 JUSTIFICATIVA  

 

A leishmaniose visceral é uma doença grave que atinge principalmente a população 

dos países em desenvolvimento, onde exige estratégias de controle para monitoramento 

efetivo da doença. Torna-se necessário o uso de ferramentas para caracterização molecular de 

cepas, revelando quais são os possíveis genótipos circulantes entre os hospedeiros, 

reservatórios e vetores de Leishmania (CHICHARRO et al., 2013). 

O estudo do gene codificante da proteína de superfície (HASPB) complexo-específica 

de Leishmania direciona os estudos de epidemiologia molecular, relacionando as variações 

polimórficas nucleotídicas, numéricas e organizacionais, à distribuição geográfica das 

leishmanioses. As informações referentes às alterações polimórficas intraespecíficas de 

Leishmania infantum são restritas na literatura, principalmente quando obtidas a partir de 

amostras clínicas confirmadas para a LV e para a coinfecção (LV/HIV), onde análises 

apuradas tornam-se necessárias.  

Os estudos de caracterização das regiões gênicas polimórficas irão promover a difusão 

dos conhecimentos obtidos a partir da pesquisa básica, visando à consolidação de informações 

úteis direcionadas à codificação de proteínas com aplicabilidade para o sorodiagnóstico e a 

elaboração de vacinas.  

A identificação dos polimorfismos no gene HASPB em área endêmica poderá 

localizar as principais alterações nucleotídicas de L. infantum, estabelecendo padrões distintos 

para a monoinfecção e coinfecção, consolidando a descrição de um perfil polimórfico 

específico admitido no Estado de Pernambuco.   
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo geral  

 

Analisar as regiões polimórficas do gene HASPB (K26) de Leishmania infantum em 

amostras clínicas positivas para leishmaniose visceral e coinfecção LV/HIV. 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

a) Avaliar a sensibilidade e especificidade do sistema K26 PCR;  

b) Utilizar dois sistemas de PCR simples, kDNA e ITS1/RFLP, como screening 

diagnóstico em amostras de DNA obtidas de pacientes; 

c) Aplicar o sistema K26 PCR em amostras de DNA positivas pelas ferramentas de 

screening; 

d) Localizar amplificações específicas para L. infantum a partir da curva de dissociação 

de alta definição (qPCR-HRM); 

e) Analisar os resultados do sequenciamento do gene K26 através de softwares de 

bioinformática.  
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5 METODOLOGIA 

 

5.1 Área de estudo 

 

O estudo foi desenvolvido no Estado de Pernambuco, localizado na região Nordeste 

do Brasil, envolvendo amostras de DNA referentes a casos clínicos procedentes da Região 

Metropolitana do Recife, Zona da Mata, Agreste e Sertão. 

 

5.2 População de estudo  

 

O estudo foi desenvolvido com amostras de DNA positivas para LV e LV/HIV 

oriundas de pacientes acompanhados nos três principais serviços de referência para LV 

localizados em Recife – Pernambuco: o Hospital Universitário Oswaldo Cruz, vinculado a 

Universidade de Pernambuco (HUOC-UPE), Hospital Correia Picanço da Secretaria Estadual 

de Saúde de Pernambuco (HCP/SUS/SES-PE) e o Hospital das Clínicas da Universidade 

Federal de Pernambuco (HC/UFPE).   

 

5.3 Tipo do estudo  

 

O estudo foi experimental, utilizando amostras obtidas do banco de DNA do 

Laboratório de Doenças Transmissíveis do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães – 

FIOCRUZ. 

 

5.4 Amostra e critério de inclusão  

 

O DNA de amostras positivas para LV e para a coinfecção LV/HIV constituíram o 

universo do estudo.   

 

5.5 Delineamento do estudo  

 

Inicialmente, o sistema K26 PCR foi otimizado utilizando cepas de L. infantum 

(MHOM/BR/1974/PP75). Foi realizado o screening das amostras positivas para LV e 

coinfecção LV/HIV a partir de dois sistemas de PCR, kDNA e ITS1/RFLP, sendo 

posteriormente submetidas à K26 PCR. O estudo selecionou 532 amostras de DNA extraídas 
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de sangue total dos pacientes com suspeita clínica para LV, sendo 394 amostras provenientes 

de pacientes HIV+ (Figura 5). Ensaios de qPCR-HRM foram realizados, visando localizar 

temperaturas de melting específicas para L. infantum a partir da curva de dissociação de alta 

definição. Foram realizados ensaios para purificação de bandas a partir do amplicon de três 

isolados de L. infantum de pacientes, diretamente em gel de agarose a 4%, juntamente com as 

bandas provenientes da amplificação das amostras clínicas. As bandas purificadas foram 

submetidas ao sequenciamento. 

 

Figura 5 – Fluxo de atividades a partir do screening das amostras positivas. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: O autor. 

 

5.6 Avaliação laboratorial  

 

Os procedimentos laboratoriais aplicados neste estudo seguem categorizados nos 

subtópicos subsequentes.  

 

5.6.1 Reação e cadeia da polimerase (PCR)  

 

5.6.1.1 Otimização da K26 PCR 

 

A sensibilidade do sistema K26 PCR foi avaliada em curva de diluição de fator 10, 

extraído de cepas de L. infantum (MHOM/BR/1974/PP75), e utilizando 20, 50, 100, 150 ng 

de DNA genômico, obtido das amostras clínicas. O desempenho da reação foi avaliado em 

concentrações de 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 mM de MgCl2 e em gradiente de temperaturas de 

anelamento de 49,0; 49,6; 50,0; 50,4; 51,2; 52,0; 52,1 e 52,8 ºC. A especificidade do sistema 

foi avaliada para as espécies de importância clínica e epidemiológica L. braziliensis, 

532 amostras de DNA 

(394 HIV+) 

106 amostras positivas 

para PCR com alvo no 
kDNA 

(97 HIV+) 

78 amostras positivas 
para PCR com alvo no 

ITS1 
(70 HIV+) 

17 identificadas como 
L. infantum pela RFLP 

(16 HIV+) 

34 amostras 

submetidas à PCR com 

alvo no K26             

(26 HIV+) 

 qPCR-HRM de 

pontos da curva de L. 

infantum e amostra 

positiva para LV/HIV 

 Sequenciamento de 

isolados de L. 

infantum e amostras 

clínicas  
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Trypanosoma cruzi, Schistosoma mansoni, Wuchereria bancrofti, Toxoplasma gondii e 

Mycobacterium tuberculosis. Um ensaio in silico foi realizado a partir do banco de dados 

BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi e http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). A 

K26 PCR foi preparada de acordo com as condições descritas por Haralambous et al. (2008), 

com as modificações descritas anteriormente: desnaturação inicial de 94º C por 5 min e 35 

ciclos: 94º C por 30 s; gradiente 49,0 – 52,8 º C por 15 s; 72º C por 1 min e extensão final de 

72º C por 10 min (Quadro 1). As amplificações ocorreram no termocilador LifePro thermal 

cycler (Bioer Technology). 

 

5.6.1.2 Ferramentas de screening  

 

Os primers utilizados na amplificação do DNA do cinetoplasto (kDNA) foram: RV1 

(5’-CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG-3’) e RV2 (5’- CCACCTGGCCTATTTTACACCA-

3’) (Quadro 1). O sistema Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen, CA, USA) foi 

utilizado para preparação do mix de reação de 25 μl, contendo 2 μl o DNA molde, 2,5 μl 

(10pmol/ μl) de cada primer, 1X PCR Buffer - Minus Mg, 400 µM dNTPs, 1,5 mM de MgCl2 

e 2,5 U/ μl de Platinum® Taq DNA Polymerase. A amplificação foi realizada de acordo com 

as seguintes condições: desnaturação inicial 94º C por 5 min e 35 ciclos: 94º C por 30 s; 67º C 

por 1 min; 72º C por 30 s e uma extensão final a 70º C por 10 min. O alvo DNA do 

cinetoplasto (kDNA) produz um fragmento de 145pb (LE FICHOUX et al., 1999). 

Os primers utilizados na amplificação do espaçador interno transcrito 1 (ITS1) foram: 

LITSR (5’-CTGGATCATTTTCCGATG-3’) e L5.8S (5’- TGATACCACTTATCGCACTT-

3’) (Quadro 1). O mix de reação de 50 μl era composto por 2 μl de DNA molde, 25 μl de 2x 

GoTaq® Green Master Mix (Promega Corp., Madison, WI) e 5 μl (10pmol/ μl) de cada 

primer. GoTaq® Green Master Mix é composto por 2x Green GoTaq reaction Buffer (pH 8.5), 

400 µM dNTPs e 3 mM MgCl2. A amplificação foi realizada de acordo com as seguintes 

condições: desnaturação inicial 94º C por 3 min e 35 ciclos: 94º C por 40 s; 53º C por 45 s; 

72º C por 1 min e uma extensão final a 72º C por 6 min. O alvo espaçador interno transcrito 1 

(ITS1) produz um fragmento de 300 – 350 pb, dependendo da espécie de Leishmania spp. 

(SCHÖNIAN et al., 2003).   

As amplificações ocorreram no termocilador LifePro thermal cycler (Bioer 

Technology). Somente foram inclusas no estudo as amostras positivas simultaneamente para 

esses dois sistemas de PCR simples. 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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5.6.2 Análise de restrição de fragmentos polimórficos (RFLP) 

 

Os produtos da ITS1 PCR (15 µL) foram digeridos com 1 µl de HaeIII (10 U/ µl) a 

37° C por 1h30min segundo as condições recomendadas pelo fornecedor (Invitrogen®, CA, 

USA). A enzima de restrição foi testada para sete espécies: L. infantum, L. braziliensis, L. 

amazonensis, L. guyanensis, L. mexicana, L. lainsoni e L. shawi; sendo parâmetro de 

comparação para os produtos da ITS1 PCR das amostras clínicas (Figura 6). Os padrões de 

bandas foram comparados aos descritos para cada espécie em Schönian et al. (2003). 

 

5.6.3 Eletroforese 

 

As análises dos produtos de PCR foram realizadas através de eletroforese em gel de 

agarose 2,0% e 4,0%, este último para isolamento do amplicon do gene K26 e ITS1/RFLP. Os 

produtos de PCR foram corados por Blue Green Loading Dye 1 (LGC Biotecnologia, São 

Paulo, Brasil). As bandas de DNA foram separadas por eletroforese a 25 min em gel de 

agarose 2%, já 45 min para gel de agarose 4%, 90V em 1,0 x tampão TAE visualizadas em 

transiluminador de luz ultravioleta, sendo fotografadas com um sistema de documentação L-

Pix EX (Loccus Bioteclogia, São Paulo, Brasil).  

 

5.6.4 Purificação 

 

As bandas de DNA provenientes da amplificação do sistema K26 PCR foram 

purificadas segundo as condições recomendadas pelo kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up 

System (Promega Corp., Madison, WI). 
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Quadro 1 - Sequencias dos primers com as respectivas temperaturas de anelamento. 

Primers Sequencias Anelamento Referência 

RV1 

RV2 

5’-CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG-3’ 

5’- CACCTGGCCTATTTTACACCA-3’ 

67ºC Le Fichoux et al., 

1999 

LITSR 

L5.8S 

5’-CTGGATCATTTTCCGATG-3’ 

5’- TGATACCACTTATCGCACTT-3’ 

53 ºC El Tai et al., 2000 

K26R 

K26F 

5’- ACGAAGGACTCCGCAAAG – 3’ 

5’- ACGAAGGACTCCGCAAAG – 3’ 

Gradiente* Haralambous et al., 

2008 

Fonte: O autor. 

Nota: * Gradiente de temperaturas de anelamento: 49,0; 49,6; 50,0; 50,4; 51,2; 52,0; 52,1 e 52,8 ºC. 

 

 

 

 

 

          

                   Fonte: O autor. 

Nota: M - Marcador de peso molecular 100 pb; 1 - L. infantum (círculo); 2 – L.    

braziliensis; 3 - L.   amazonensis; 4 – L. guyanensis; 5 - L. mexicana, 6 - L. 

lainsoni; 7 - L. shawi. 

 

5.6.5 Curva de dissociação (qPCR-HRM) 

 

Cinco pontos da curva de diluição de fator 10 (20 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg e 100 fg) 

(MHOM/BR/1974/PP75) e uma amostra positiva de paciente foram submetidos à PCR em 

tempo real. A água foi utilizada como controle negativo. O mix de reação de 50 μl foi 

composto de 10 μl de DNA molde, 25 μl de GoTaq® qPCR Master Mix, 2X (Promega Corp., 

Madison, WI) e 5 μl (10pmol/ μl) de cada primer K26F/K26R. GoTaq® qPCR Master Mix é 

composto de mix 2x contendo 1 corante GoTaq® Green, AmpliTaq Gold, DNA Polymerase 

LD, dNTPs com misturas de dUTP/dTTP e tampão. A amplificação foi realizada de acordo 

Figura 6 – Digestão do amplicon da região ITS1 de diferentes espécies de 

Leishmania com a endonuclease de restrição HaeIII.  

    200 pb 

100 pb 
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com Zackay et al. (2013), com adaptações: desnaturação inicial de 94º C por 10 min e 40 

ciclos: 94º C por 5 min; 55º C por 10 s; 72º C por 20 s, com rampa de HRM de 0,2 ºC/s de 70 

à 95 ºC. A amplificação foi realizada no modelo Rotor-Gene Q real-time (QIAGEN, 

Alemanha) do Laboratório de Biologia Molecular de Vírus (LBMV) da Universidade de 

Pernambuco (UPE).  

 

5.6.6 Sequenciamento 

 

As reações de sequenciamento de DNA foram realizadas no Núcleo de Plataformas 

Tecnológicas (NPT) do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães – Fiocruz – PE, utilizando o 

equipamento ABI 3500xL Genetic Analyser (Applied Biosystems).  

Foi utilizado o Kit comercial ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing v 3.1 

Ready Reaction (Applied Biosystems®), de acordo com as recomendações do fabricante. A 

reação de sequenciamento utilizada baseia-se no método de Sanger (SANGER; NICKLEN; 

COULSON, 1977) que utiliza didesoxirribonucleotídeos acoplados a cromóforos 

fluorescentes. Os produtos das reações foram analisados em sequenciador ABI 3500xL 

Genetic Analyzer, desenvolvido pela Applied Biosystems.  

Para a reação foram utilizados: 1 µl de primer K26F/K26R (3,2 pmol/µl), 0,5 µl de 

Bigdye® Terminator v3.1, 1 µl de Tampão de sequenciamento 5x (Tris-HCl, pH 9.0 200 mM, 

MgCl2 5 mM), 1 µl do produto de PCR purificado (10 ng/µL) e água MilliQ 10 µl q.s.p. O 

programa de amplificação seguiu a seguinte ciclagem: 1 ciclo a 94 oC por 2 min, seguidos de  

40 ciclos de 94 ºC  por 15 s, 50 ºC por 10 s e 60 ºC por 4 min. Para cada amostra foram 

realizadas 2 reações, sendo uma para o primer forward e outra para o reverso. Após 

amplificação, foi realizada a purificação/precipitação de DNA: ao volume total da reação de 

sequenciamento (10 μL) foi adicionado 2,5uL de EDTA (125mM, pH 8,0) e 25uL de etanol 

100%. Após mistura em vórtex, a reação foi centrifugada a 3700 rpm por 45 minutos. O 

precipitado da reação foi lavado com 70 μL de etanol 70%, seguido de centrifugação a 3700 

rpm por 10 minutos. Após descartar o sobrenadante, o precipitado foi solubilizado em 10 μL 

de Formamida Hi-Di (Applied Biosystems) e aplicado no sequenciador automático.  
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5.7 Análise dos dados 

 

5.7.1 Análise da curva de dissociação (qPCR-HRM) 

 

A curva de dissociação de alta definição (HRM) foi gerada pelo software Rotor-Gene 

Q real-time thermal analyser, versão 2.1.0 (QIAGEN, Alemanha). 

 

5.7.2 Análises das sequências em banco de dados 

 

As sequências de DNA obtidas foram analisadas através dos programas STADEN 1.6 

-Pregap4, Trev e Gap4 (Medical Research Council Laboratory of Molecular Biology, 

Cambridge, UK), 3100 Data Colection versão 1.1, Sequencing Analysis versão 3.7 (Applied 

Biosystems®, UK), e dos programas SeqManTM II, EditSeqTM, MegalignTM, MapDrawTM, 

pacote de programas Lasergene, versão 7.0 (DNASTAR® Inc., Madison, WI). Os dados 

gerados do sequenciamento das amostras foram comparados às sequencias armazenadas no 

GenBank (EF504255, EF504256, EF504257, EF504258, DQ192034) aplicando o algoritmo 

BLAST. O alinhamento das sequencias foi realizado a partir da ferramenta CLUSTAL W 

(THOMPSON et al., 1997) do programa MegalignTM (DNASTAR® Inc., Madison, WI).  

 

5.8 Considerações éticas 

 

A proposta foi aprovada pelo Comitê de Ética e Pesquisa (CEP) envolvendo seres 

humanos do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães – FIOCRUZ (CAEE: 

34177614.0.0000.5190) (Anexo A), onde considera que o projeto não executa procedimentos 

relacionados às exigências de conduta envolvendo seres humanos, de acordo com o Código de 

Ética, resolução CNS 466/12 e complementares.  
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6 RESULTADOS   

 

6.1 Otimização do sistema K26 PCR 

 

O limiar de detecção do DNA genômico de L. infantum (MHOM/BR/1974/PP75) para 

a K26 PCR foi de 1pg (Figura 7). A sensibilidade da técnica foi estabelecida para 

concentração ótima de cloreto de magnésio (MgCl2) igual a 1,0 mM; entretanto, 

concentrações de 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 mM favoreceram o aparecimento de bandas espúrias. 

Com relação ao gradiente de temperaturas de anelamento avaliadas (49,0 - 52,8 ºC), o melhor 

desempenho da reação foi a partir de 50 ºC, onde a sensibilidade de detecção se manteve em 

1pg de DNA. O sistema foi otimizado para volume final de 100 µl/reação, sendo estabelecida 

concentração ótima de MgCl2 em 1,0 mM e temperatura de anelamento em 50ºC. As demais 

condições foram mantidas segundo Haralambous et al. (2008). 

Nos ensaios de especificidade, o sistema K26 foi negativo para espécies de 

tripanossomatídeos endêmicos na região Nordeste do Brasil (L. braziliensis e Trypanosoma 

cruzi). As espécies Schistosoma mansoni, Wuchereria bancrofti, Toxoplasma gondii e 

Mycobacterium tuberculosis também foram negativas para esse sistema. O ensaio in silico 

com os primers K26F/K26R revelou a possibilidade de amplificação inespecífica para DNA 

genômico humano. 

 

 

                                    

 

              Fonte: O autor. 

                 Nota: M – Marcador de peso molecular 200 pb. 1 – 1 ng; 2 – 100 pg; 3 – 

10 pg; 4 – 1 pg (flecha); 5 – 100 fg; 6 – 10 fg; 7 – 1 fg; 8 – Controle 

negativo. 

 

 

 M    1       2       3       4       5        6       7      8     

Figura 7 – Curva de diluição de fator 10 para K26 PCR (700 pb).  

 700 pb 
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6.2 Screening das amostras de DNA 

 

Inicialmente, as amostras foram submetidas à primeira ferramenta de screening, a 

reação de PCR com alvo no kDNA, selecionando 106 (97 HIV+) amostras positivas (Figura 

8). As 106 amostras foram submetidas ao sistema ITS1, devido a capacidade de 

caracterização molecular da espécie Leishmania infantum, selecionando 78 amostras positivas 

(Figura 9). Entre as positivas, apenas 17 (16 HIV+) apresentaram o padrão característico de 

bandas correspondente à espécie L. infantum (55, 72 e 184 pbs) (LEISHMANIASIS 

EPIDEMIOLOGY NETWORK SOUTH AMERICA, 2009) (Figura 10).  

 

 

 

   

                Fonte: O autor. 

                   Nota: M - Marcador de peso molecular 100pb; 1-3 Amostras 

clínicas LV; 4-6 Amostras clínicas LV/HIV; 7 – Controle 

positivo; 8 – Controle negativo. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 - Amplificação do kDNA de Leishmania spp. (145 pb).  

 M    1      2      3      4      5       6      7      8 

145 pb 
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             Fonte: O autor. 

                Nota: M - Marcador de peso molecular 100pb; 1-3 Amostras clínicas   

LV; 4-6 Amostras clínicas LV/HIV; 7 – Controle positivo; 8 – 

Controle negativo. 
 

 

 

 

 

          Fonte: O autor. 

Nota: M – Marcador de peso molecular 100pb, 1-3 Amostras clínicas LV; 4-6 Amostras 

clínicas LV/HIV; 7 - Controle positivo. 

 

6.3 Ensaios da K26 PCR em amostras clínicas  

 

Os ensaios visando a padronização do sistema K26 PCR em amostras clínicas foram 

desenvolvidos com 34 amostras positivas (26 HIV+), simultaneamente, pelas duas 

ferramentas de screening. Entre as concentrações de DNA genômico adicionados para cada 

reação (20, 50, 100, 150 ng), somente em ensaios a partir de 100 ng a banda de 700 pb foi 

detectada; entretanto, houve amplificação de bandas inespecíficas (Figura 11). 

Figura 9 - Amplificação da região ITS1 de Leishmania spp. (300-350 

pb).  

300 – 350 pb 

 M    1      2        3      4       5      6        7       8 

   M      1         2        3         4         5        6                    7 

 200 pb 

100 pb 

 184 pb 

72 pb 

55 pb  

Figura 10 – Digestão do amplicon da região ITS1 com a endonuclease de restrição 

HaeIII.  
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              Fonte: O autor. 

                Nota: M - Marcador de peso molecular 100pb; 1-3 Amostras clínicas 

LV; 4-6 Amostras clínicas LV/HIV; 7 - Amostra clínica negativa; 8 – 

Controle positivo (L. infantum isolada de paciente); 9 - Água. 

 

6.4 Ensaios de PCR em tempo real (qPCR-HRM) 

 

Ensaios de qPCR-HRM foram realizados com pontos da curva de diluição de L. 

infantum e uma amostra clínica LV/HIV, flecha 5 (Figura 11), visando localizar temperaturas 

de melting específicos para o parasita a partir da curva de dissociação de alta definição 

(HRM). As amplificações resultantes do DNA genômico de L. infantum de 20ng, 10ng, 1ng, 

100pg, 100fg e DNA de amostra clínica apresentaram os respectivos valores de Ct: 17,5; 19; 

24; 28; 34 e 28. A amplificação foi detectada até o 28º ciclo, correspondente a 100pg de DNA 

genômico e a amostra clínica (Figura 12). A curva de dissociação de alta definição (HRM) 

apresentou temperatura de melting de 88,2 °C, referente aos quatro primeiros pontos da curva 

de diluição. O ensaio com a amostra clínica revelou duas temperaturas de melting distintas, 

84,6 e 88,2 °C, sendo o primeiro, provavelmente, referente à amplificação inespecífica com 

DNA humano (Figura 13). 

 

 

 

 

 700 pb 

 1000 pb 

    M    1      2     3     4     5      6     7     8      9 

Figura 11 - Amplificação da região K26 de Leishmania infantum.  
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 Fonte: O autor. 
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         Fonte: O autor. 

         Nota: Concentrações de DNA da cepa de L. infantum (MHOM/BR/1974/PP75) - Vermelho: 

20 ng; Verde: 10 ng; Azul escuro: 1 ng; Roxo: 100 pg; Rosa: 100 fg. Amostra positiva 

LV/HIV – Azul claro. Água - Laranja. 

 

 

 

 

 

Figura 12 – Curva de amplificação da qPCR. 

20 ng 

10 ng 

 

1 ng 

 

 

 

100 pg 

 

 

Amostra  

LV/HIV 

 

 

100 fg 

 

 

Água 

 Figura 13 – Análise da curva de dissociação de alta definição (qPCR-HRM). 
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6.5 Sequenciamento  

 

Inicialmente, foram purificados diretamente do gel de agarose 4% os amplicons de 700 

pb das amostras clínicas de LV e LV/HIV, flechas 1 e 5, respectivamente (Figura 11), 

juntamente com os amplicons de 700 e 1000 pb de três isolados de L. infantum provenientes 

de pacientes, sendo posteriormente direcionados ao sequenciamento. 

Os arquivos forward e reverse, correspondentes as sequencias das amostras clínicas de 

700 pb, juntamente com os de 1000 pb dos isolados, não geraram contigs, devido à baixa 

qualidade na expressão das bases, apresentando ambiguidade em determinados pontos do 

cromatograma (Figura 14). Os Contig 1; Contig 2 e Contig 3 gerados a partir da banda de 

700pb dos isolados apresentaram 510, 190, 423 pb, respectivamente (Figura 15a.). As perdas 

de nucleotídeos nas extremidades 5’ e 3’ ficaram evidentes após o alinhamento aplicando o 

método Clustal W (Figura 15b). 

 

 

 

Fonte: O autor. 

Nota: Valor de Phred igual a 04 na parte superior esquerda do cromatograma. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 – Parte da sequência reversa correspondente à banda de 700 pb da amostra clínica LV/HIV.  
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A. 

          

 

B. 

 

            Fonte: O autor. 

Nota: A. Valor de Phred > 40 entre as posições 222-266 do cromatograma; B. Valor de Phred < 10 entre 

as posições 569-597. 

 

Objetivando a confirmação da identidade do gene K26, foi realizado o alinhamento com 

as sequencias da base de dados de nucleotídeos do NCBI. As sequencias provenientes de 

genomas completos, juntamente com as sequencias geradas a partir de peptídeos sintéticos 

foram excluídas das análises; assim, cinco sequencias foram selecionadas [GenBank 

 Figura 15 – Parte da sequência reversa correspondente à banda de 700 pb do isolado de L. infantum.  
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accession: EF504255, EF504256, EF504257, EF504258, DQ192034 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/?term=k26+Leishmania+infantum)].  

A análise do alinhamento indicou 38,2 % de similaridade entre as oito sequencias 

avaliadas.  Foram observados 42 nucleotídeos repetitivos (11 cópias entre as posições 152 – 

615 na EF504255, EF504256 e DQ192034; 10 cópias entre as posições 152 – 573 no Contig 

1, EF504257 e EF504258; 9 cópias entre as posições 152 – 531 no Contig 3; 4 cópias 

dispostas entre as posições 152 - 321 no Contig 2).  

Os polimorfismos foram avaliados na região comum às oito sequencias, entre as 

posições 152 – 321, correspondente às quatro primeiras cópias. Foram observados 26 

mismatches nas duas primeiras cópias; 27 e 25 na terceira e quarta cópias, respectivamente. O 

Contig 3 apresentou um gap na posição 220. Houve inserção de citosina na posição 206 do 

Contig 2; e de guanina e citosina nas posições 205 e 206 do Contig 3. As transições entre as 

bases A-G representam 26 % dos SNPs observados (Apêndice A). A partir dessas análises, 

houve a confirmação que o amplicon era correspondente ao gene K26 dos isolados de L. 

infantum provenientes de pacientes.  
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7 DISCUSSÃO 

 

Os ensaios baseados em PCR representam umas das principais ferramentas aplicadas 

para diagnosticar leishmaniose visceral, devido a elevada sensibilidade. Os protocolos de PCR 

podem ser aplicados para diferentes espécies de Leishmania, apresentando desempenho 

satisfatório frente aos exames parasitológicos (ALVAR et al., 2008; REITHINGER; 

DUJARDIN, 2007). O minicírculo do kDNA é o alvo mais estudado, sendo 

consequentemente o mais utilizado em pesquisas moleculares para diagnóstico de calazar 

humano (LE FICHOUX et al., 1999; LIMA JUNIOR et al., 2009, 2013; MA; BU; HUA, 

2011; NOYES et al., 1998; RAVEL et al., 1995; RODGERS; POPPER; WIRTH, 1990; 

SALOTRA et al., 2001; SILVA, Maria et al., 2010; SMYTH et al., 1992). Assim, a PCR com 

alvo molecular no kDNA foi eleita a ferramenta de screening, selecionando 106 amostras 

positivas (97 HIV+). 

O espaçador interno transcrito (ITS) representa um dos alvos mais utilizados para 

diagnóstico de LV, sendo amplamente utilizado em estudos de caracterização molecular de 

espécies do gênero Leishmania no Velho e Novo Mundos (SCHÖNIAN; KUHLS; 

MAURICIO, 2011). O alvo possui sítios de clivagem para enzimas de restrição, 

possibilitando a distinção entre espécies de Leishmania spp. a partir de um perfil específico de 

bandas (SCHÖNIOAN et al., 2003). A ITS1 PCR foi utilizada nesta pesquisa como suporte à 

ferramenta de screening, pois há relatos de amplificação inespecífica para Tripanosoma cruzi 

e Schistosoma mansoni quando utilizados os primers RV1/RV2 (WANDERLEY, 2011). 

Neste estudo, foram selecionadas 78 amostras positivas (70 HIV+) para ITS1 PCR, sendo a 

espécie L. infantum identificada em apenas 17 amostras (16 HIV+), onde essas apresentaram 

amplicon de maior intensidade em gel de agarose 2%.  Esses dados sugerem que a clivagem 

enzimática está diretamente relacionada à intensidade do amplicon em gel de agarose.   

O sistema K26 PCR é utilizado em estudos de caracterização molecular das espécies 

do complexo L. donovani isoladas em meio de cultivo (CHICHARRO et al., 2013; GADISA 

et al., 2010; GOUZELOU et al., 2013; HARALAMBOUS et al., 2008; POUBEL, 2010; 

ZACKAY et al., 2013). Os resultados apresentados por Haralambous et al. (2008) apontam 

sensibilidade aproximada de 50 pg para a K26 PCR, ressaltando a possibilidade para detecção 

do DNA no complexo L. donovani diretamente de amostras biológicas, não sendo necessário 

o isolamento do parasita a partir de cultura.  Neste mesmo estudo, avaliou-se a especificidade 

do sistema para diferentes espécies de Leishmania spp., confirmando positividade apenas para 

espécies do complexo L. donovani. Os ensaios de sensibilidade realizados no presente estudo 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bu%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22097271
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detectaram até 1 pg de DNA em curva de diluição de fator 10, resultado assim obtido 

mediante otimização do protocolo original de Haralambous et al. (2008). A baixa 

sensibilidade da técnica (1 pg) dificulta a utilização do alvo para diagnóstico, pois aumenta a 

probabilidade de falsos resultados. Com relação a especificidade, os primers K26F/K26R 

apresentaram resultados negativos para seis espécies de microrganismos de importância 

clínico-epidemiológica para o estado de Pernambuco; entretanto, revelou amplificações 

inespecíficas para DNA genômico humano (Figura 11), sendo a inespecificidade também 

confirmada em banco de dados do NCBI. 

Os experimentos envolvendo o sistema K26 em amostras clínicas para LV e LV/HIV 

revelaram produtos com diferentes pesos moleculares (Figura 11). Haralambous et al. (2008) 

identificou banda dupla entre 600 e 800 pb em cepas de L. infantum provenientes de Portugal, 

Espanha e Ilha de Chipre. Normalmente, cepas de L. infantum europeias apresentam-se mais 

polimórficas, onde a maioria dos produtos variam de 385-1300 pb; ao contrário de cepas L. 

donovani africanas, que mantém um padrão de bandas na altura aproximada de 290, 360, 410, 

450 pb (CHICHARRO et al., 2013; GADISA et al., 2010; GOUZELOU et al., 2013; 

HARALAMBOUS et al., 2008; ZACKAY et al., 2013).  Em estudo de avaliação da 

diversidade genética de cepas de L. infantum procedentes de 20 indivíduos com LV (cães e 

humanos) em diversas regiões do Brasil, três perfis de bandas foram identificados: um com 

peso molecular de 970 pb, outro com 1295 pb e um terceiro com banda dupla (970/1295 pb) 

(POUBEL, 2010). Na figura 11, a eletroforese em gel de agarose 4% não definiu 

precisamente a banda correspondente ao gene K26 nas amostras clínicas deste estudo. 

A curva de dissociação de alta definição (qPCR-HRM) é uma técnica sensível, 

utilizada para detecção de infecções diretamente no sangue ou em tecidos infectados, 

tornando-se vantajosa quando comparada aos exames parasitológicos que necessitam de 

cultivo e crescimento dos patógenos (TALMI-FRANK et al., 2010). A análise do qPCR-

HRM em DNA genômico de L. infantum e em amostra clínica LV/HIV, flecha 5 (Figura 11), 

confirmou temperatura de melting de 88,2 ºC, sendo equivalente à apresentada pela espécie L. 

donovani (Figura 13). Cepas de L. donovani foram separadas em dois grupos na Etiópia de 

acordo com o tamanho do amplicon; o primeiro de 450 e 360 pb, representando a região 

sudoeste do país; e o segundo, 290 e 410 pb, representando a região noroeste (ZACKAY et 

al., 2013). O tamanho do fragmento, associado ao conteúdo de GC, exercem influência na 

temperatura de melting (DUFRESNE et al., 2006, WOLFF et al., 2008), pois fragmentos 

acima de 360 pb apresentaram Tm maior que 87 ºC, caracterizando as cepas circulante na 

Etiópia, juntamente com a cepa de L. infantum e a amostra clínica utilizadas neste estudo. A 
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amostra clínica apresentou um segundo valor para Tm de 84,6 ºC, estando relacionado, 

provavelmente, as amplificações inespecíficas do DNA humano (Figura 13). Mais ensaios 

serão necessários para corroborar esses resultados, possibilitando à definição dos 

polimorfismos de L. infantum a partir da HRM, diferenciando das temperaturas de melting 

provenientes das amplificações do DNA humano. 

A organização do gene K26 entre as espécies do complexo L. donovani são 

semelhantes, variando em número de cópias e polimorfismos intrínsecos às sequencias 

repetitivas. Schnur e Jacobson (1989) e Zackay et al. (2013) ilustram possíveis fatores 

responsáveis pelas variações polimórficas dentro de Leishmania spp., admitindo como 

determinantes as diferenças entre espécies dos vetores flebotomíneos e hospedeiros do 

parasita. Alce et al. (1999) sequenciaram duas bandas referentes à amplificação do gene K26, 

detectando 42 nucleotídeos repetitivos (aproximadamente 22 cópias para o fragmento de 1200 

pb e 2,5 cópias para o fragmento de 420 pb). Os genes que apresentam repetições em tamdem 

codificam antígenos que são imunógenos naturais, desencadeando resposta humoral aos 

epítopos repetitivos (STAHL et al., 1984).  

Neste estudo, apenas o sequenciamento da banda de 700 pb dos isolados de L. 

infantum provenientes de pacientes confirmaram o gene K26, revelando um padrão se 

sequencias repetitivas e polimórficas (Apêndice A). A baixa qualidade do sequenciamento das 

amostras clínicas pode ser justificada pela proximidade das bandas espúrias à sequência de 

interesse, que dificultavam a excisão precisa no gel de agarose.  
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8 CONCLUSÕES 

 

Ensaios diagnósticos com a K26 PCR diretamente em DNA extraído de sangue 

periférico não são recomendados, pois o limiar de detecção de 1 pg aumentaria o risco de 

falsos resultados negativos, além da dificuldade para identificação da banda de interesse 

devido às amplificações inespecíficas.  

O sistema K26 PCR é recomendável para análises dos polimorfismos genéticos, 

contanto que o DNA seja extraído diretamente de espécies isoladas em meio de cultura.  
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9 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Espera-se isolar as bandas correspondentes ao gene K26 das amostras clínicas, a partir 

da otimização do protocolo de purificação, visando fortalecer os estudos de epidemiologia 

molecular para a espécie L. infantum provenientes de pacientes positivos para LV e LV/HIV, 

relacionando as variações polimórficas nucleotídicas, numéricas e organizacionais, à 

distribuição geográfica das leishmanioses.  
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