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RESUMO 

SOUZA, Ronny Francisco de, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, maio 
de 2012. Expressão e purificação da proteína recombinante NTPDase2 
de Leishmania infantum e sua aplicação no imunodiagnóstico da 
leishmaniose canina. Orientadora: Juliana Lopes Rangel Fietto. 
Coorientadores: Joaquin Hernán Patarroyo Salcedo, Márcia Rogéria de 
Almeida Lamêgo e Sérgio Oliveira de Paula. 

 
No Brasil as leishmanioses são doenças de caracter zoonótico, sendo  

transmitida por flebótomos hematófagos da família Psychodidae. O 

desenvolvimento das formas clinicas: tegumentares ou visceral, está 

intimamente ligado à espécie envolvida na infecção e ao estado imunológico 

do indivíduo infectado. O cão é atualmente o principal reservatório de 

importância epidemiológica. A eliminação de cães infectados é hoje uma das 

ações de vigilância epidemiológica, sendo orientada por sorodiagnóstico. 

Nesse estudo a NTPDase2 de L. infantum foi expressa de forma heteróloga 

em E. coli, e purificada. A proteína rNTPDase2 purificada foi utilizada em 

ensaio de ELISA indireto em dois bancos de soros. Um banco montado com 

amostras do município de Caratinga, uma região endêmica para 

Leishmaniose Visceral Canina (LVC) e o outro banco com amostras do 

município de Governador Valadares, uma região endêmica para 

Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA). Também foram incluídas neste 

estudo 30 amostras de soro de cães de região não endêmica para LVC 

infectados experimentalmente com T. cruzi. Para as amostras de Caratinga 

a rNTPDase2 purificada foi utilizada na concentração de 0,5 µg. A 

sensibilidade foi 100% (IC 95%: 92,60% a 100,0%), a especificidade 100% 

(IC 95%: 86,77% a 100,0%) e o índice de concordância foi excelente (k= 1). 

Para as amostras de Governador Valadares o antígeno foi utilizado em três 

concentrações: 0,5, 1 e 2 µg.  Para essas concentrações a sensibilidade 

variou de 91,67 a 95,35% e a especificidade foi de 100%, o índice de 

concordância foi excelente (k> 0,8).  Amostras de tecidos de 48 cães do 

município de Governador Valadares foram também utilizadas para ensaio 

parasitológico direto. Na técnica de imprint foi utilizado tecido de baço e 

fígado corados com panótico rápido (sensibilidade= 79,16%). Utilizando 

linfonodo em cortes de 0,5 µM e corados com Giemsa Lento, H&E, a 
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sensibilidade foi de 100% para ambas as técnicas. Na técnica de 

imunohistoquímica, utilizando soro hiperimune de coelho anti-rNTPDase2, a 

sensibilidade foi 89,58%. A rNTPDase2 também foi usada em ensaio 

imunocromatográfico piloto mostrando o potencial para o uso neste tipo de 

teste. Neste estudo é demonstrado que a rNTPDase2 pode ser utilizada 

como um novo e potencial antígeno no diagnóstico da LVC. 
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ABSTRACT 

SOUZA, Ronny Francisco de, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, May, 
2012. Expression and purification of recombinant NTPDase2 
Leishmania infantum and its application in immunodiagnosis of canine 
leishmaniasis. Adviser: Juliana Lopes Rangel Fietto. Co-advisers: Joaquin 
Hernán Patarroyo Salcedo, Márcia Rogéria de Almeida Lamêgo and Sérgio 
Oliveira de Paula. 
 
In Brazil leishmaniasis are zoonotic diseases character, being transmitted by 

blood-sucking sand flies of the family Psychodidae. The development of 

clinical forms: visceral or cutaneous, is closely related to species involved in 

infection and immune status of the infected individual. The dog is currently 

the main reservoir of epidemiological importance. The elimination of infected 

dogs is now one of the epidemiological surveillance activities, being guided 

by serodiagnosis. In this study, NTPDase2 L. infantum is heterologously 

expressed in E. coli and purified. rNTPDase2 purified protein was used in 

ELISA assay of sera of two banks. A bank with samples mounted in the city 

of Caratinga-MG, an endemic area for Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) 

and the other bank with samples of the city of Governador Valadares-MG, a 

region endemic for American Cutaneous leishmaniasis (ACL). Also included 

in this study serum samples from 30 dogs from non-endemic area for CVL 

experimentally infected with T. cruzi. For samples purified Caratinga the 

rNTPDase2 was used at a concentration of 0,5 µg. The sensitivity was 100% 

(95% CI: 92,60% to 100,0%), specificity 100% (95% CI: 86,77% to 100,0%) 

and the index of agreement was excellent (k = 1). For samples Valadares 

antigen was used in three concentrations: 0,5, 1 and 2 µg. For these 

concentrations the sensitivity ranged from 91,67 to 95,35% and specificity 

was 100%, the level of agreement was excellent (k> 0,8). Tissue samples 

from 48 dogs in the city of Governador Valadares were also used for direct 

parasitological test. In the technique was used to imprint the spleen and liver 

tissue stained with fast Panotic (sensitivity = 79,16%). Using lymph node cuts 

of 0.5 µM and stained with slow Giemsa, H & E, the sensitivity was 100% for 

both techniques. In immunohistochemistry, using anti rabbit rNTPDase2 

hyperimmune serum, the sensitivity was 89,58%. The rNTPDase2 also been 

used in immunochromatographic assay pilot demonstrating the potential for 
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use in this type of test. In this study it is shown that rNTPDase2 can be used 

as a new potential antigen for the diagnosis of CVL. 
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1. INTRODUÇÃO 
  

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é registrada no Brasil como sendo 

resultante da infecção por Leishmania chagasi (revisado por Bauzer et al., 2007).  

O nome Leishmania chagasi foi dado inicialmente ao agente etiológico da 

leishmaniose visceral da América do Sul para distingui-la de L. infantum e L. 

donovani (Adler, 1940). A L. chagasi é considerada como um sinônimo de L. 

infantum (Mauricio et al., 1999), sendo também denominada L. infantum chagasi. 

O vetor da L. infantum chagasi e principal vetor envolvido na transmissão da 

leishmaniose visceral na América Central e Sul é o flebótomo do gênero 

Lutzomyia (revisado por Bauzer et al., 2007). 

O cão é considerado um importante reservatório do parasito pela sua 

proximidade com o ser humano e constitui o principal elo na cadeia de 

transmissão de leishmaniose visceral nas zonas urbanas. A prática da eutanásia 

canina é recomendada a todos os animais sororreagentes e/ou parasitológicos 

positivos (Ministério da saúde, 2006). Apesar de várias drogas utilizadas para 

tratamento da doença serem capazes de melhorar os sinais clínicos ou atingir a 

cura clínica dos cães, nenhum desses tratamentos elimina completamente a 

infecção (Noli & Auxilia, 2005), pois os cães continuam como portadores do 

parasito (Manna et al.,2008). Deste modo, o Ministério da Saúde atualmente não 

permite o tratamento dos animais infectados, indicando a sua eliminação (Portaria 

interministerial nº 1.426 de 11 de julho de 2008). 

De acordo com Gradoni (2002), o método ideal de diagnóstico para LVC 

deve ser de baixo custo, rápido e mostrar uma alta razão de sensibilidade e 

especificidade. O desempenho dos métodos sorológicos utilizados atualmente é 

limitado pelos antígenos empregados, que são quase sempre derivados de 

promastigotas de cultura, parasitos íntegros ou moléculas solúveis, apresentando 

reações cruzadas com outras espécies da família Trypanosomatidae e até mesmo 

com microorganismos filogeneticamente distantes (Sundar et al., 2002).  

Das técnicas sorológicas, o teste de ELISA é o mais utilizado para o 

imunodiagnóstico da LVC, pois é um teste rápido e de fácil execução, conforme 

descrito por Gontijo & Melo (2004). 
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A realização de teste imunocromatográfico em diagnóstico tem sido 

utilizada desde 1980 (Leuvering et al., 1880; Zuk et al., 1985). A vantagem desse 

testes é que são seguros e de fácil execução, sendo que foram criados devido à 

necessidade de uma detecção rápida e eficaz.. Um dos importantes avanços no 

diagnóstico da LVC foi a identificação e produção de antígenos recombinantes 

(Burns et al., 1993), sendo a proteína rK39 uma das primeiras a ser utilizada no 

diagnóstico sorológico da LVC (Sundar et al., 1998). Apesar de existirem vários 

testes com antígenos recombinantes no mercado os mesmos apresentam falhas, 

especialmente relacionadas à especificidade e à dificuldade de detecção de 

amostras de animais assintomáticos, o que justifica a procura por novos 

antígenos. 

Nesse trabalho, buscou-se a validação de um novo antígeno 

recombinante, a NTPDase2 de L. infantum por ELISA, avaliando-se sua 

sensibilidade para detectar amostras de animais independentemente do estágio 

da infecção e a especificidade em relação a reatividade cruzada como soros de 

cães infectados por T.cruzi. Além disso, o antígeno rNTPDase2 também foi 

avaliado em ensaio preliminar de imunocromatografia. 

 

1.1 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 
1.1.1 LEISHMANIOSE 

As leishmanioses compreendem um conjunto de enfermidades cujos 

agentes etiológicos são espécies dos gênero Leishmania. Dependendo da 

espécie em questão e do hospedeiro, as leishmanioses podem se dividir 

classicamente em duas formas clínicas básicas: visceral e tegumentar ou 

cutânea. A forma visceral, se não tratada, costuma ser fatal. Já as formas 

cutâneas, apesar de raramente evoluirem para a fatalidade, são mutilantes (forma 

mucosa e muco-cutânea) e desagradáveis, especialmente quando da existência 

de múltiplas lesões (formas cutânea-difusa e cutânea). As leishmanioses são 

consideradas primariamente zoonoses, porém como acometem também ao ser 

humano, podem ser consideradas antropozoonoses. Este fato está relacionado ao 

desenvolvimento econômico e a mudanças de hábitos e ambientais que expõem 

mais a população aos vetores da doença. Atualmente, as leishmanioses estão 
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entre as seis endemias consideradas prioritárias no mundo (TDR/WHO, 2010). 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (TDR/WHO, 2010) a leishmaniose é 

endêmica em 88 países distribuídos por 4 continentes. Mais de 90% dos casos de 

leishmaniose cutânea ocorrem no Irã, Afeganistão, Síria, Arábia Saudita, Brasil e 

Peru e mais de 90% dos casos da forma visceral ocorrem em Bangladesh, Brasil, 

Índia e Sudão. Ainda segundo a OMS, o número de casos de leishmaniose 

cutânea (LC) vem crescendo no Brasil nos últimos anos (1998: 21.800 casos; 

1999: 30.550 casos; 2000: 35.000 casos). Só em 2009, mais de 21.000 novos 

casos foram notificados. 

A leishmaniose visceral apresenta alta incidência e letalidade, 

principalmente em indivíduos não tratados e crianças desnutridas. Além disso, é 

considerada emergente e oportunista em indivíduos portadores da infecção pelo 

vírus da imunodeficiência adquirida (HIV) (Ministério da Saúde, 2006). No Brasil, a 

LV inicialmente tinha um caráter eminentemente rural, no entanto, vem se 

expandindo para as áreas urbanas de médio e grande porte. Este fato parece 

estar estreitamente relacionado com a presença de cães domésticos como 

reservatórios dos parasitos. Assim, a leishmaniose visceral canina (LVC) se torna 

o foco de vários estudos, visto a importância do cão como animal doméstico e a 

sua relevância como reservatório da doença. De acordo com a literatura, várias 

vertentes são necessárias ainda para o controle da LVC, como o controle de 

reservatórios e de vetores, uso de material impregnado com inseticidas e 

diagnóstico e tratamento rápidos (Chappuis et al., 2007).  

A prática da eutanásia canina é recomendada a todos os animais 

sororreagentes e/ou parasitológico positivos (Alencar, 1961, Ministério da saúde, 

2006). Apesar de várias drogas utilizadas para tratamento da doença serem 

capazes de melhorar os sinais clínicos ou atingirem a cura clínica dos cães, 

nenhum desses tratamentos viavelmente elimina a infecção (Noli & Auxilia, 2005), 

pois os cães continuam como portadores do parasito (Manna et al.,2008). 

Segundo o Ministério da Saúde (2006), as tentativas de tratamento da 

leishmaniose visceral canina por meio de drogas tradicionalmente empregadas, 

como: antimoniato de meglumina, anfotericina B, isotionato de pentamidina, 

alopurinol, cetoconazol, fluconazol, miconazol, itraconazol, têm baixa eficácia, 

além de possibilitarem o risco de selecionar parasitos resistentes às drogas 
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utilizadas para o tratamento humano. Desde modo, o Ministério da Saúde 

atualmente não permite o tratamento dos animais infectados indicando a sua 

eliminação (Portaria interministerial nº 1.426 de 11 de julho de 2008). 

 

1.1.2 DIAGNÓSTICO DE LEISHMANIOSE CANINA 

O diagnóstico da LVC é ainda um desafio para médicos veterinários 

devido à grande variedade de sinais clínicos e a percentagem de cães 

assintomáticos (Baneth, 2006; Ikeda-Garcia e Feitosa, 2006). Assim, um acurado 

teste diagnóstico para LVC é necessário para o definitivo diagnóstico (Singh and 

Sivakumar, 2003; Ikeda-Garcia e Feitosa, 2006). 

Segundo o Ministério da Saúde (2006), o diagnóstico da LVC se 

apresenta como um problema para os serviços de saúde pública principalmente 

por três fatores: a variedade de sinais clínicos semelhantes ao observado em 

outras doenças infecciosas, às alterações histopatológicas inespecíficas e à 

inexistência de um teste diagnóstico 100% específico e sensível. 

Os métodos para o diagnóstico da LVC compreendem os parasitológicos, 

os sorológicos e os moleculares. Segundo o Ministério da Saúde (2006), o caso 

canino confirmado de leishmaniose visceral por critério laboratorial deve ser: cão 

com manifestações clínicas compatíveis com leishmaniose visceral e que 

apresente teste sorológico reagente ou exame parasitológico positivo (Portaria 

interministerial nº 1.426, de 11 de julho de 2008). 

 

1.1.2.1 Parasitológico 

A demonstração de um único parasito ao microscópio em esfregaço é 

suficiente para diagnóstico da doença. Esse método permite a identificação direta 

do parasito na forma amastigota, quando proveniente de tecido animal e na forma 

promastigota a partir do cultivo e do trato digestivo de flebótomos infectados. A 

pesquisa direta do parasito apresenta alta especificidade, no entanto, a 

sensibilidade depende do tecido analisado (Siddig et al., 1988). Segundo o 

Ministério da Saúde (2006), a sensibilidade depende também do grau de 

parasitismo e do tempo de leitura da lâmina. É possível observar formas 

amastigotas nos esfregaços de punção aspirativa de linfonodos, de medula, baço 

e fígado. Os esfregaços corados com ácido panótico evidenciam, em exame 
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microscópico de imersão (1000x), amastigotas de forma elíptica ou arredondadas 

(3 a 4 µm). No entanto, além de ser invasivo este método não é adequado para 

estudos epidemiológicos em larga escala e até mesmo para diagnósticos 

individuais (Luvizotto, 2008). 

 

1.1.2.2 Método de detecção do DNA do parasito 

Muitos estudos baseados em técnicas moleculares de detecção de DNA 

foram desenvolvidos para detecção e identificação precisa dos parasitos sem a 

necessidade do isolamento do parasito em cultura. Diferentes materiais biológicos 

podem ser utilizados nas reações: aspirado de linfonodos, medula óssea, baço, 

sangue total, camada leucocitária, cultura e sangue coletado em papel filtro. Os 

métodos disponíveis para a identificação dos parasitos, especialmente no 

contexto de diagnóstico, são: método de hibridização com sondas específicas, 

técnica de amplificação de ácidos nucléicos, incluindo a reação de transcriptase 

reversa seguida de reação em cadeia da polimerase (RT-PCR) para detecção de 

RNA e PCR somente para detecção de DNA. Os alvos para as sondas de DNA e 

PCR são seqüências repetidas de DNA presente nos minicírculos do KDNA de 

regiões conservadas (Revisado por Melo, 2004). 

Apesar da PCR ser um método sensível para detecção de Leishmania em 

uma variedade de materias clínicos de humanos e cão, ela é mais usada em 

estudos epidemiológicos que no diagnóstico de rotina. Essa técnica necessita de 

ajustes para se tornar mais simples e com custo operacional mais baixo. 

 
1.1.2.3 Imunodiagnóstico 

Vários testes não invasivos foram desenvolvidos para o diagnóstico da 

LV, sendo os de detecção de anticorpos os mais utilizados, pois a LV é 

caracterizada por uma grande estimulação policlonal de linfócitos B, que resulta 

em hipergamaglobulinemia. Devido às dificuldades para a demonstração direta do 

parasito e pela alta proporção de cães assintomáticos, métodos sorológicos são 

essenciais para o diagnóstico da LVC (Rosário et al., 2005). Estes testes são 

desenvolvidos para substituir o diagnóstico parasitológico no campo (Chappuis et 

al., 2005). 
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No Brasil, os testes mais utilizados no diagnóstico da LVC e LV humana 

são a reação de imunofluorescência indireta (RIFI) e o ensaio imunoenzimático 

(Enzyme Linked Immunosorbent Assay, ELISA) (Gontijo & Melo, 2004). Apesar de 

serem utilizados como referência pelo Ministério da Saúde (Ministério da Saúde, 

2006), nem sempre um resultado soropositivo pode ser conclusivo, pois  várias 

doenças infecciosas, como tripanossomíases, ehrlichiose, babesiose, dirofilariose 

e borreliose podem interferir na análise, demonstrando resultados falsos positivos 

(Barbosa de Deus et al., 2002; Sundar et al., 2002). Também a ausência de 

anticorpos em cães leishmanióticos que desenvolvem uma resposta imune-

humoral deficiente (anérgica), pode conduzir a resultados falso-negativos. Esses 

cães, que podem chegar a uma taxa de 10 a mais de 50% da população de cães 

infectados, não desenvolvem a doença e permanecem assintomáticos, ou então 

apresentam cura espontânea (Martinez-Moreno et al., 1995). 

Hoje o foco da pesquisa está voltado para a busca de componentes 

antigênicos que possam ser utilizados como instrumentos para diagnóstico 

específico. Um antígeno comumente utilizado é o antígeno solúvel bruto (kit 

biomanguinhos), que é preparado de suspensão de promastigotas em tampão 

fosfato (Ministério da Saúde, 2006). O desempenho dos métodos sorológicos 

utilizados atualmente é limitado pelos antígenos empregados, que são quase 

sempre derivados de promastigotas de cultura, parasitos íntegros ou moléculas 

solúveis, apresentando reações cruzadas com outras espécies da família 

Trypanosomatidae e até mesmo com microorganismos filogeneticamente 

distantes (Sundar et al., 2002). Segundo Almeida et. al., (2005) a utilização de 

antígeno solúvel bruto empregado no diagnóstico da leishmaniose canina é uma 

alternativa de baixo custo e de fácil execução, no entanto, a reatividade cruzada 

com outros agentes, tais como Trypanosoma cruzi (Barbosa-de-Deus et al, 2002), 

foi relatada. O Kit biomanguinhos é fornecido pelo Ministério da Saúde para os 

laboratórios credenciados em dar o diagnóstico da LVC. A sensibilidade por 

ELISA usando esse preparo varia de 80% a 100%, mas as reações cruzadas em 

soros de cães com outros agentes infecciosos como T. cruzi, Babesia, Ehrlichia 

resultam em muitos resultados falsos positivos (Sundar, 2002).  

A identificação de antígenos recombinantes ou purificados, que se 

caracterizam por induzir a formação de anticorpos específicos detectáveis nos 
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testes sorológicos, tem contribuído para melhorar a sensibilidade e a 

especificidade destes métodos (Alves & Bevilacqua, 2004). O investimento em 

antígenos recombinantes para serem usados como componentes antigênicos é 

feito desde a década de 90. Um deles é a proteína recombinante A2 de L. 

donovani. O antígeno A2 é uma família de proteínas expressas em amastigotas, 

sua avaliação em áreas endêmicas do Brasil, apresenta 87% de sensibilidade 

(Carvalho et. al. 2002). 

Outro antígeno amplamente utilizado é o antígeno recombinante K39, um 

membro da família das kinases (Burns et. al., 1993). Este antígeno recombinante 

é específico para as espécies do complexo L. donovani. No Brasil, quando 

empregado em soros de cães de áreas endêmicas mostrou 91,5% de 

sensibilidade e 94,7% de especificidade (Lima et al., 2004). Outros estudos 

realizados com esse antígeno demonstraram 100% de sensibilidade para cães 

sintomáticos e 66% para cães assintomáticos (Porrozzi et. Al., 2007). 

Assim, a busca por novos alvos que apresentem maior sensibilidade e 

especificidade para as várias formas clínicas da doença se faz necessária, como 

o proposto neste trabalho.  

 

1.1.2.4 Teste imunocromatográfico 

Atualmente, os testes rápidos têm sido empregados para o diagnóstico da 

LVC (Lima et al., 2010). O princípio de funcionamento é simples, baseia-se na 

reação específica antígeno-anticorpo. Compõe-se de uma fase sólida (membrana 

porosa), onde estão imobilizados elementos de captura e uma fase móvel onde 

estão suspensos o conjugado de captura (partícula-anticorpo) e a molécula alvo. 

A otimização dessa técnica possibilita após o resultado, que é obtido em 10 min, a 

retirada do cão infectado de circulação, impedindo este de ser o reservatório para 

transmissão para outros cães. Uma abordagem recente desenvolvida a partir do 

antígeno rK39 é o Kalazar Detect®. Estudos realizados tanto com cães quanto 

com humanos demonstraram que a sensibilidade deste teste varia entre 82 a 

100%, enquanto que a especificidade varia de 95 a 100%, dependendo da região 

estudada (Chappuis et al., 2005; Sundar et al., 2006). 

Assim, nesse trabalho é proposto a utilização de um novo antígeno 

expresso de forma heteróloga, a NTPDase2 de L. infantum, e a implementação 
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deste antígeno em teste rápido por imunocromatografia. Para ser usado 

futuramente como triagem em teste rápido e posterior comprovação por ELISA, 

como preconiza o Ministério da Saúde (2006). 

 

1.1.3 E-NTPDases 

A família das Ecto-Nucleosideo Trifosfato Difosfohidrolase (E-NTPDase) 

(3.6.1.5.) inclui as ectoenzimas que hidrolisam ligações em γ e β resíduos de 

fosfatos de nucleotídeos, embora com variada especificidade. Todos os membros 

dessa família compartilham cinco domínios de seqüência altamente conservados 

denominados ACRs (“Região Conservada de Apirase”) (Handa e Guidotti, 1996, 

Vasconcelos et al., 1996) que presumivelmente são de maior relevância para sua 

atividade catalítica (Smith e Kirley, 1999).  

 A família E-NTPDase está incluída em um grupo de proteínas conhecidas 

como ectonucleotidases, como a família das E-NPP (ecto-nucleotideo 

pirofosfatase/fosfodiesterase) e a família das ecto5’-nucleotidases (revisador por 

Zimmermann, 2000). 

Em humanos, oito diferentes genes para ENTPD codificam os membros 

da família das proteínas E-NTPDases que podem estar presentes na membrana, 

na forma extracelular ou intracelular (Revisado por Robson et al., 2006). 

A cascata das Ectonucleotidases iniciada pelas E-NTPDases, 

hidrolizando nucleotídeos tri e difosfatados, pode ser terminada pelas ecto-5’-

nucleotidases (EC 3.1.3.5.) com a hidrólise de nucleotídeos monofosfatados. 

Juntas, ecto 5’-nucleotidase e adenosina deaminase (EC 3.5.4.4.), outra 

ectoenzima que está envolvida na via de salvação de purinas que converte 

adenosina em inosina, intimamente regulam a concentração de nucleotídeo e 

adenosina local, extracelular e plasmática (Goding et al. 1998, Resta et al. 1998). 

Essa família de proteínas tem membros não só dentro do Reino Protista, 

mas também têm representantes no grupo de leveduras, invertebrados, plantas e 

vertebrados (Pietrangeli et al. 1981; Bermudes et  al., 1994; Handa e Guidotti, em 

1996; Gao et al., 1999; Steinebrunner et al., 2000; Sun). Além disto, mais 

recentemente, as E-NTPDases foram descritas em bactérias causadoras de 

pneumonia (Sansom et al., 2008) 
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Especificamente para protozoários, trabalhos recentes sugerem uma 

correlação entre a capacidade de hidrólise de ATP extracelular e seus derivados e 

processos de virulência, sobrevivência intracelular e adesão celular (Fietto et al., 

2004; Marques-da-Silva et al., 2008), via regulação da sinalização de purino 

receptores nas células hospedeiras. 

Inicialmente foram catalogados 2 genes homólogos da família E-

NTPDase no genoma de L. major, uma isoforma menor de aproximadamente 45 

kDa (gi|45120584| putative NTPDase) e a isoforma maior de aproximadamente 75 

kDa (gi|15487213| possible guanosine diphosphatase) Fietto et al., 2004. 

Atualmente, já existe disponível no GenBank os genes de L.  braziliensis e L. 

infantum chagasi. Utilizando oligonucleotídeos iniciadores desenhados 

inicialmente para os genes de L. major foi possível clonar os ortólogos de L. 

chagasi e L. amazonensis. Além destas clonagens gênicas, foi feita a expressão 

heteróloga da isoforma maior de L. major em sistema bacteriano (isoforma de 

78,2 kDa). A proteína recombinante purificada foi utilizada em testes de ELISA em 

soro de cães onde foi possível observar que este antígeno tem potencial para uso 

em diagnóstico, pois dentre os soros analisados de cães infectados, não 

infectados e infectados com outra parasitose (doença de chagas) o antígeno 

mostrou promissora sensibilidade e especificidade (Francisco-De-Souza, 2009). 

Estes dados deram origem a um pedido de depósito de patente nacional (Anexo2) 

sobre o uso das proteínas recombinantes (o pedido de patente encontra-se 

depositado no INPI sob o número de registro PI 1003744-6 A2 e um pedido 

internacional de patente WO 2011/153602 A2 (Anexo3). 

No presente trabalho, a E-NTPDase2 de L. infantum, de 

aproximadamente 43,9 kDa foi avaliada como potencial antígeno para aplicação 

no diagnóstico da LVC de um modo geral, inicialmente por ELISA e 

posteriormente por imunocromatografia. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 
2.1 AMOSTRAS DE SORO 

 Parte dos soros de cães com Leishmaniose Visceral (LVC) utilizados 

nesse estudo foram gentilmente cedidos pela professora Dra. Maria Terezinha 

Bahia, Laboratório de Doença de Chagas da Universidade Federal de Ouro 

Preto. Foram cedidos um total de 48 soros positivos para infecção por 

Leishmania sp., 26 soros negativos e 30 soros positivos para infecção por 

Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Os soros positivos se referem a amostras 

coletadas no município de Caratinga, estado de Minas Gerais, Brasil. O 

diagnóstico positivo para LVC foi dado pelo teste de imunofluorescência 

indireta (RIFI) e imunoadsorção ligado à enzima-ELISA (KITs BIO-

MANGUINHOS/FIOCRUZ). A região de Caratinga é uma região endêmica para 

Leishmaniose Visceral. Os soros negativos referem-se a amostras de cães de 

região não endêmica (Ouro Preto-MG), criados no canil da UFOP. 

 
2.2 ANIMAIS 

 Nesse estudo também foram utilizados soro e tecido de 48 cães 

diagnosticados positivamente para LVC cedidos pelo serviço de zoonoses do 

Município de Governador Valadares, estado de Minas Gerais, Brasil. O trabalho 

foi uma parceria com a médica veterinária Aimara da Costa Pinheiro do Centro 

de Controle de Zoonoses. O diagnóstico positivo foi dado de acordo com o 

teste de imunofluorescência indireta - RIFI e/ou ensaio de imunoadsorção 

ligado a enzima - ELISA ambos produzidos por Bio-manguinhos (KIT BIO-

MANGUINHOS/FIOCRUZ), os cães foram encaminhados para eutanásia. 

Segundo Barata et al., (2011) a região de Governador Valadares é uma região 

endêmica para Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA). 

 

2.3 COLETA DE AMOSTRAS DE SANGUE 

 Aproximadamente 10 mL de amostra de sangue periférico foram 

coletados de cada cão infectado naturalmente na cidade de Governador 

Valadares (n=48). O sangue foi transferido para tubos sem anti-coagulante e 
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deixado em temperatura ambiente por 30min, em seguida os soros foram 

obtidos por centrifugação a 400 x g por 10 min e armazenado -20°C até o uso. 

 

2.4 COLETA E ARMAZENAMENTO DOS TECIDOS 

 Para os exames parasitológicos, parte do fígado, baço e os linfonodos 

pré-escapulares foram removidos cirugicamente e fixados em solução de 

formaldeído 4% em tampão PBS (pH 7,2), por aproximadamente 24h. Em 

seguida os tecidos foram armazenados em álcool 70% em temperatura 

ambiente até o uso.  

 

2.5 EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DA PROTEÍNA RECOMBINANTE 

NTPDase2 

O gene codificante da proteína rNTPDase2 (1278 pares de bases - pb) 

de Leishmania infantum (L. infantum) foi clonado em pGEM®-T Easy Vector e, 

posteriormente, para subclonagem em pET-21b, foram retirados 123 pb do 

gene, referente ao peptídeo sinal (Borges-Pereira, 2010). A construção pET-

21b insere na porção amino terminal 9 pb e 24 pb na carboxi terminal (Figura 

1). Essa construção adiciona sequências codificantes de uma cauda de 6 

histidinas (Hexa-His) para ser utilizada no processo de purificação das 

proteínas recombinantes por cromatografia de afinidade em coluna de níquel.  

Escherichia coli, cepa BL21 (DE3) códon plus, foi transformada com o 

plasmídeo recombinante. O crescimento foi feito em 5mL de meio Luria Bertani 

– LB com ampicilina (50ug/mL) a 37°C por  16h h em shaker a 180 rpm. A 

cultura foi então transferida para 500 mL de meio LB/ampicilina e as células 

foram incubadas até a DO600nm=0,6. A expressão da proteína recombinante foi 

induzida por adição de 0,2 mM isopropil-beta-D-tiogalactopiranosídio – IPTG. 
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Figura 1 – Construção no vetor pET-21b(Novagen) contendo a região codificante da NTPDase2 
de L. infantum . Mapa físico da construção indicando as principais regiões da construção bem 
como as características do vetor. f1 Origin= origem de replicação do plasmídeo; Amp= região 
codificante do gene de resistência a ampicilina a beta-lactamase;lacI= região codificante do 
repressor; Em azul= o gene da NTPDase2 flanqueado por sequências do sítio de restrição para 
NheI (Carboxi-terminal) e XhoI (Amino-terminal), seguido da cauda poli-His e o códon de 
parada. 
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Após duas hora de indução, as células foram recolhidas por centrifugação 

a 4000 x g a 4ºC por 10 min em tubos de centrifuga de 50 mL  e o pellet foi 

armazenado. Para purificação, a massa celular foi incubada no gelo por 15 min e 

resuspendida em 3 mL de tampão para lise celular (50 mM Tris pH 8,0, 100 mM 

de NaCl) contendo inibidores de protease (aprotinina 1 mg/mL, pepstatina 1 

mg/mL, leupeptina 10 mg/mL e PMSF 1 mg/mL). Após a ressuspensão celular foi 

adicionada lisozima 1 mg/mL e o material foi homogeneizado e incubado no gelo 

por 30 min. Posteriormente a amostra foi sonicada em amplitude 20 em 6 ciclos 

de 10 segundos (seg) com intervalo de 10 seg entre cada sonicação. Em seguida 

a amostra foi centrifugada a 12000 x g a 4ºC por 30 min. O sobrenadante foi 

então descartado e o pellet (corpos de inclusão) foi recuperado. A proteína 

rNTPDase2 foi purificada a partir dos corpos de inclusão. 

Os corpos de inclusão foram homogeneizados com 20mL de tampão (50 

mM Tris, 500 mM de NaCl, 10 mM mercaptoetanol e 2 M uréia) e centrifugado à 

12000 x g a 4ºC por 30 min e o sobrenadante foi descartado. Esse procedimento 

foi repetido uma vez. O pellet formado dos corpos de inclusão (CI) foi então 

solubilizado em 10 mL de tampão (50 mM Tris, 500 mM de NaCl, 10 mM 

mercaptoetanol e 8 M ureia).  

A purificação da rNTPDase2 foi feita por batch ou de forma automatizada 

em Fast Protein Liquid Chromatography – FPLC (Akta-Purifier UPC 100 da GE). 

Para o ensaio de purificação por batch, 10 mL dos corpos de inclusão  

solubilizados eram adicionados a 500 µL de resina de agarose Ni-NTA (HIS-

SelectTM Nickel Affinity Gel-SIGMA) e incubada por 1h a 4 ºC, sobre agitação. Em 

seguida, a resina foi lavada com 5 mL do tampão contendo 50 mM Tris pH 8,0, 

500 mM NaCl. As proteínas foram eluídas com 5mL do tampão contendo 50 mM 

de Tris pH 8,0, 300 mM NaCl e 250 mM de Imidazol. A purificação da proteína 

rNTPDase2 usando o FPLC (AKTA PURIFIER da GE Healthcare Life Sciences) 

foi feita utilizando duas colunas, a HIS TRAP FF CRUDE 1 mL e HIS PREP de 20 

mL.  

A quantificação da proteína recombinante foi feita pelo método de 

Bradford e o perfil protéico foi analisado em SDS-PAGE 10% (Sambrook et ai., 

1989). Em seguida as amostras foram dialisadas. A proteína rNTPDase purificada 

foi submetida a eletroforese capilar para análise da pureza (Agilent 2100 
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Bioanalyzer), de acordo com a especificação do fabricante. A massa molecular 

teórica da proteína recombinante NTPDase2 é de 43,9 kDa.  

 

2.6 DIAGNÓSTICO DIRETO 

 2.6.1 CITOLOGIA POR DECALQUE (“IMPRINT”) 

Após a eutanásia dos cães, fragmentos de 1 a 2 cm do baço e do fígado 

de cada cão naturalmente infectado foram retirado e o excesso de sangue foi 

secado com auxílio de um papel toalha. O imprint foi feito em lâminas de 

microscopia em duplicata. Após a secagem do imprint, as lâminas foram 

submetidas à coloração em panótico rápido. As lâminas foram observadas em 

microscopia de luz em aumento de 100x utilizando óleo de imersão. 

 

 2.6.2 ANÁLISE HISTOLÓGICA  

Após a eutanásia dos cães, os linfonodos pré-escapulares dos cães 

naturalmente infectados foram retirados e fixados 24h em formaldeído 4% em 

PBS (pH 7,2). Em seguida, foram colocados em álcool 70% e o material foi 

estocado. Para a análise histológica, os mesmos foram incluídos em Paraplast 

Plus® (Sigma). Para tanto, fragmentos seccionados longitudinalmente dos 

linfonodos foram retirados e submetidos à desidratação sequencial em álcool 

70%, 80%, 90%, 100% duas vezes, por 1 h à temperatura ambiente (TA). Em 

seguida os tecidos foram diafanizados em xilol duas vezes por 45 min à TA e 

incluidos em Paraplast Plus® (Sigma). Os cortes histológicos foram realizados a 

5m de espessura em micrômetro de rotação LEICA. Para cada linfonodo dos 48 

cães, seis cortes foram feitos, sendo dois para coloração de Hematoxilina e 

Eosina (H&E), dois para coloração Giemsa e dois para imunohistoquímica. 

 

2.6.2.1 Coloração Hematoxilina e Eosina (H&E) 

Os cortes foram desparafinados, hidratados e montados nas lâminas. 

Para isso, os mesmos foram incubados em xilol à TA por 5 min, em seguida 

desidratados sequencialmente em álcool 100% e 90% à TA por 5 min e deixados 

em água corrente por 5 min. Os cortes foram coradas com hematoxilina Harris à 

TA por 1min e novamente deixados em água corrente por 5 min. Em seguida, 

foram submetidos à solução de HCl 0,5% até a intensidade desejada e deixados 
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em água corrente por 5 min. Os cortes foram corados com eosina 1% em solução 

alcoólica 70% por 20 seg. Em seguida, as lâminas foram incubadas em álcool 

90% e 100% à TA por 3 min cada. As lâminas foram diafanizados em xilol 

montadas com Entellan® entre lâmina e lamínula e observadas em microscópio 

óptico binocular ECLIPSE E6003. 

 

2.6.2.2 Coloração por Giemsa lento 

O meio de inclusão foi retirado por duas passagens em xilol de 30 

minutos cada, sendo os cortes hidratados em soluções alcoólicas decrescentes 

(100%, 90%, 80% e 70%) e em água por 5 minutos. As lâminas foram recobertas 

em solução contendo o corante Giemsa (2 gotas para cada 10mL de água) 

durante 24 h. Em seguida, as lâminas foram lavadas em água destilada e 

passadas em solução saturada de carbonato de lítio e foram secas com papel 

filtro. As lâminas em seguida foram submetidas à solução de álcool absoluto e 

acetona (1:1) para diferenciação da coloração. Em seguida, os tecidos foram 

desidratados rapidamente em soluções crescentes de álcool (70%, 80%, 90% e 

100%) por 5 min cada. As lâminas foram diafanizadas em xilol montadas com 

Entellan® entre lâmina e lamínula e observadas em microscópio óptico binocular 

ECLIPSE E6003. 

  

2.6.2.3 Imunohistoquímica 

O meio de inclusão foi retirado e os cortes foram hidratados conforme 

descrito no parágrafo anterior. A peroxidase endógena foi bloqueada com 

peróxido de hidrogênio metanólico 3%, durante 30 minutos à temperatura 

ambiente. Os cortes foram lavados duas vezes, durante 5 minutos cada, com PBS 

pH 7. Foi feita a digestão enzimática dos cortes utilizando-se tripsina 1 mg/mL em 

PBS pH 7,4 durante 10 minutos a 37ºC.  

Em seguida, os cortes foram cobertos com soro normal de cabra diluído a 

1:10 em PBS pH 7,4 e incubados em câmara úmida durante 45 minutos à 

temperatura ambiente. Após a incubação, o excesso de soro foi enxugado 

evitando a secagem dos cortes e se colocou o anticorpo primário (soro de coelho 

anti-rNTPDase2), diluído a 1:2000 em PBS pH 7,4. Os cortes foram incubados 

durante 24 horas em câmara úmida a 4ºC, posteriormente lavados três vezes com 
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PBS pH 7,4 durante cinco minutos cada e, em seguida, cobertos com o anticorpo 

secundário (IgG de cão anti-IgG de coelho conjugado com peroxidase-Sigma), 

diluído a 1:10 em PBS 7,4. 

Os cortes foram lavados novamente em PBS pH 7,4 durante 10 minutos e 

imediatamente colocados em solução reveladora recém preparada (1 mg de 

diaminobenzidina, 1 L de H2O2 30v em 1 mL de PBS pH 7,4) durante 5 minutos. 

Finalmente, os cortes foram lavados por mais 5 minutos em PBS pH 7,4 e contra 

corados com hematoxilina de Harris diluída a 1:10 em PBS pH 7,4 durante 20 

segundos, sendo em seguida desidratados em álcool, diafanizados em xilol e 

montados com Entellan® entre lâmina e lamínula. As lâminas foram montadas e 

observadas em microscópio óptico binocular ECLIPSE E6003. 

 

2.7 DIAGNÓSTICO INDIRETO 

 2.7.1 ENSAIO DE IMUNOADSORÇÃO LIGADO À ENZIMA - ELISA 

Para o ELISA indireto foram utilizadas placas de 96 poços (96 well 

Costar® High Binding EIA/RIA polystyrene plates-Corning Inc., 3590). O antígeno 

recombinante (0,5 µg/100 µL) foi diluído em tampão contendo 0,1 M de 

carbonato/bicarbonato pH 9,6  e 100 µL  desta solução foram adicionados em 

cada poço e as placas incubadas overnight a 4 ºC. Em seguida, os sítios 

inespecíficos foram bloqueados incubando-se a placa com solução contendo 3% 

de BSA em PBS pH 7,6 por uma hora a 37 ºC. Foram então adicionadas as 

amostras de soro na diluição de 1:40 em solução de BSA 1% em PBS pH 7,6 com 

posterior incubação por 1 hora a 37 ºC. A placa foi lavada 4x com Tween 0,05% 

em PBS pH 7,6. Em seguida, anticorpo secundário anti-IgG de cão conjugado a 

peroxidase (Bethyl. Laboratories, INC, Montgomery-TX, USA) foi adicionado na 

diluição 1:5000. As placas foram incubadas por 1 hora a 37 ºC e novamente 

lavada conforme descrito acima. A reação da proteína recombinante com 

anticorpos foi evidenciada através de revelação com 100µL de solução de 

substrato (3,75 mM de o-fenilenodiamina (OPD) e 0,01% H2O2), em tampão 

citrato-fosfato (ácido cítrico 0,1 M, fosfato de sódio 0,2 M, pH 5,0), por 15 min. A 

reação foi interrompida pela adição de 32 µL de uma solução de 2,5 M H2SO4. A 

intensidade da reação é relacionada com a intensidade da coloração, sendo 

determinada pela leitura de absorbância a 492nm em leitora automatizada (Bio-
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Tek®). A reprodutibilidade do teste de ELISA foi feito com 30% das amostras 

positivas e 50% das amostras negativas selecionadas randomicamente. O ensaio 

foi realizado em duplicata. 

 

2.7.2 ENSAIO IMUNOCROMATOGRÁFICO 

Em membrana de nitrocelulose (Whatman AE98 Fast), foi adsorvido o 

antígeno recombinante (0,5 µg) formando a linha teste e 2 µL de IgG de cão 

(SantaCruz Biotechnology), constituindo a linha controle.  

O teste preliminar do ensaio imunocromatográfico foi feito utilizando uma 

amostra sorológica sabidamente positiva (amostra 33, de cão de Governador 

Valadares). Um total de 10 µL do soro foi diluído em 90 µL de tampão (0,15M 

NaCl; 0,01 M de fosfato de sódio pH 7,2; 5 mg/mL de albumina e 0,05% Tween 

20) filtrado em membrana de 0,22 µm (TPP®). Em seguida, à solução, foi 

acrescida a proteína A conjugada com ouro coloidal 20 nm (Sigma). A proteína A 

conjugada com ouro coloidal foi testada utilizando 10, 40 e 80 µL. Após adicionar 

o soro ao tampão contendo proteína A conjugada com ouro coloidal, a solução foi 

incubada por 30 min a TA. A extremidade da membrana adsorvida com o 

antígeno recombinante e o IgG de cão foi colocada em contato com a solução em 

posição diagonal facilitando a capilaridade por aproximadamente 10min e em 

seguida foi seca a TA. Para análise da membrana, a imagem foi digitalizada. 

 

2.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A sensibilidade e especificidade dos testes foram calculdas utilizando o 

software GraphPad Prism (versão 5 para Windows). Valor preditivo positivo=TP 

/ (TP + FP) x 100, valor preditivo negativo=TN / (TN + FN) x100 e Precisão=TP 

+ FP x 100 / (TP + FP + TN + FN). TN representa verdadeiro negativo, TP 

verdadeiro positivo, FN falso negativo e FP falso positivo.  

Concordância entre os testes foi avaliada usando o coeficiente Kappa 

(k) (Faria et al., 2011, apud Cohen, 1968) e interpretados de acordo com a 

seguinte escala: 0,00-0,20, insignificante; 0,21-0,40, fraco; 0,41-0,60, 

moderada; 0,61-0,80, bom  e 0,81-1,00 e excelente (Faria et al., 2011, apud 

Landis et al., 1977). 
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O cut-off foi estabelecido utilizando a curva ROC calculada com o 

software GraphPad Prism (versão 5 para Windows). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
3.1 PURIFICAÇÃO DA NTPDase2 RECOMBINANTE 
 

3.1.1 PADRONIZAÇÃO DA PURIFICAÇÃO DA NTPDase2 

RECOMBINANTE DE L. infantum: PREPARAÇÃO DOS CORPOS DE 

INCLUSÃO 

A rNTPDase2 testada como antígeno no imunodiagnóstico de LVC foi 

produzida de forma heteróloga em E. coli. A clonagem para expressão foi descrita 

anteriormente (Borges-Pereira, 2010), portanto iniciamos este trabalho na 

padronização da purificação do antígeno recombinante afim de consegui-lo em 

alto grau de pureza. 

Após a expressão e solubilização dos corpos de inclusão (CI) com tampão 

contendo 8M de uréia, a amostra foi submetida à ultracentrifugação por 100.000 x 

g, garantindo que apenas proteínas solúveis ficassem no sobrenadante. Sendo 

assim, logo após à centrifugação, o sobrenadante foi coletado e o pellet 

armazenado e analisado por SDS-PAGE 10%. Esses resultados são visualizados 

no perfil eletroforético da figura 2. 

Nota-se que no processo de lavagem com 2M de uréia, pouca proteína é 

perdida (figura 2, colunas 2 e 3) e com a ultracentrifugação, a fração insolúvel 

contendo os CIs que foram solubilizados com tampão contendo 8M de ureia 

apresenta muito menos contaminada com outras proteínas (figura 2, coluna 5). 

 

3.1.2 TESTE DA CONCENTRAÇÃO DE IMIDAZOL E DA 

CONCENTRAÇÃO DE URÉIA NO RENDIMENTO DE PURIFICAÇÃO 

Para purificação da proteína recombinante no FPLC, o método editado no 

UNICORN 5.1(software do FPLC) para a eluição com imidazol foi inicialmente 

feito em passo, com objetivo de determinar qual a melhor concentração de 

imidazol para eluição da proteína recombinante. Também buscou-se verificar se a 

presença de uréia em diferentes concentrações nos tampões A e B, iria interferir 

na purificação da rNTPDase2. A uréia é um dos agentes caotrópicos mais 

utilizados na solubilização de proteínas por aumentar a solubilidade em função do 

rompimento das interações hidrofóbicas. Sendo assim, foi traçado um 
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experimento contendo três concentrações de uréia nos tampões A e B conforme 

visto na tabela 1. 
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Figura 2- Análise do teste de solubilidade dos CI em SDS-PAGE 10% corado com prata. (1) fração 
solúvel; (2) 1ª lavagem dos corpos de inclusão (CI); (3) 2ª lavagem dos CI; (4) CI total; (5) CI 
solubilizado em 8M de uréia, ultracentrifugado a 100000 x g; (6) BSA como marcador molecular 
67kDa. 

 

 

 

Tabela 1- Concentrações de uréia utilizada nos tampões A e B 

Concentração de 
Uréia 

Tampão/ Concentração/pH 

2M Uréia 
A – 5mM Imidazol, 50mM Tris, 500mM NaCl, pH 8,3; 

B – 300mM Imidazol, 50mM Tris, 500mM NaCl, pH 8,3; 

 

4M Uréia 
A – 5mM Imidazol, 50mM Tris, 500mM NaCl, pH 8,3; 

B – 300mM Imidazol, 50mM Tris, 500mM NaCl,pH 8,3; 

 

8M Uréia 
A – 5mM Imidazol, 50mM Tris, 500mM NaCl, pH 8,3; 

B – 300mM Imidazol, 50mM Tris, 500mM NaCl,pH 8,3; 
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Procedeu-se então, à purificação da NTPDase2 presentes nos CI por 

cromatografia de afinidade utilizando a coluna HIS TRAP FF CRUDE 1 mL. Do 

total de 6 mL de amostra, 2 mL foram analisados com os tampões contendo 2 M 

de uréia, 2 mL com os tampões contendo 4 M de uréia e 2 mL com os tampões 

contendo 8 M de uréia. Os resultados são apresentados nos perfis 

cromatográficos da figura 3A, 3B e 3C, respectivamente. A utilização da uréia nas 

diferentes concentrações a fim de aumentar a solubilidade das proteínas, 

visualmente parece ter sido mais eficiente na concentração de 8 M de uréia 

(figura 3C). O pico de eluição da proteína rNTPDase visualizada no 

cromatograma da figura 3C em comparação com os outros (figura 3A e 3B), 

apresenta uma base definida, não tão larga. Com relação à concentração do 

imidazol, é possível observar que a grande parte da proteína recombinante é 

eluida quando é passado 50% do competidor imidazol (figura 3A, 3B e 3C). Assim 

foi padronizada a utilização de 8 M de uréia nos tampões A e B, objetivando 

desfazer os possíveis agregados para maior acessibilidade da proteína 

recombinante à resina, como também foi verificando por Vasconcellos (2010). 

Para purificação da proteína recombinante a partir daqui, o método no UNICORN 

5.1(software do FPLC) foi editado para passagem do imidazol na concentração de 

50% em um único passo, para a eluição da proteína recombinante. 
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Figura 3- Perfis cromatográficos da purificação da rNTPDase2 de L. infantum a partir das CI solubilizados e purificados do extrato de E. coli BL21 (DE3). 
(A) Perfil cromatográfico utilizando tampões contendo 2M de uréia. (B) Perfil cromatográfico utilizando tampões contendo 4M de uréia. (C) Perfil 
cromatográfico utilizando tampões contendo 8M de uréia. VNL= volume não ligado; ---- Absorbância a 280nm; ---- concentração de imidazol no processo 
de purificação; ---- frações coletadas. 
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Figura 3- Perfis cromatográficos da purificação da rNTPDase2 de L. infantum a partir das CI solubilizados e purificados do extrato de E. coli BL21 (DE3). 
(A) Perfil cromatográfico utilizando tampões contendo 2M de uréia. (B) Perfil cromatográfico utilizando tampões contendo 4M de uréia. (C) Perfil 
cromatográfico utilizando tampões contendo 8M de uréia. VNL= volume não ligado; ---- Absorbância a 280nm; ---- concentração de imidazol no processo 
de purificação; ---- frações coletadas. 
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Figura 3- Perfis cromatográficos da purificação da rNTPDase2 de L. infantum a partir das CI solubilizados e purificados do extrato de E. coli BL21 (DE3). 
(A) Perfil cromatográfico utilizando tampões contendo 2M de uréia. (B) Perfil cromatográfico utilizando tampões contendo 4M de uréia. (C) Perfil 
cromatográfico utilizando tampões contendo 8M de uréia. VNL= volume não ligado; ---- Absorbância a 280nm; ---- concentração de imidazol no processo 
de purificação; ---- frações coletadas. 
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3.1.3 TESTE DA CONCENTRAÇÃO DE NaCl E DITIOTREITOL NO 

RENDIMENTO DE PURIFICAÇÃO  

Outro teste feito no processo de purificação foi a variação do NaCl entre 

500 e 100mM nos tampões A e B permanecendo as demais condições 

estabelecidas nos itens anteriores. A razão da diminuição de sal principalmente 

aqui foi tentar aumentar a ligação da proteína recombinante na resina, visto que 

as interações dependem de forças que são afetadas pela concentração de íons 

nos tampões. Também para uma visão industrial, a diminuição dos custos até 

mesmo para unidade em mM é significante. Foi testado, também, se a adição do 

agente redutor ditiotreitol (DTT) interferiria na ligação da rNTPDase2. O DTT foi 

usado variando a sua concentração na amostra solubilizada em 2 e 5mM. O 

propósito deste teste é ver se o rompimento de pontes de sulfeto tornaria as 

proteínas mais disponíveis para a ligação na coluna, já que a rNTPDase2 possui 

várias cisteínas que podem formar pontes de sulfeto. 

Como foi observado que a maior quantidade de proteína é eluida a partir 

da passagem de 50% do tampão B, conforme visto nos resultados dos perfis 

cromatográficos (figura 3A, 3B e 3C), o método no software UNICORN 5.1 foi 

editado para passar 50% do competidor imidazol em passo único, logo após a 

lavagem. Seguindo, então, o procedimento anterior, a amostra, depois de 

solubilizada em tampão contendo 8 M de uréia e ultracentrifugada a 100000 x g, 

foi analisada em cromatografia de afinidade em coluna HIS TRAP FF CRUDE 1 

mL. Do total de 10 mL de amostra, 2 mL foram analisados com os tampões 

contendo 500 mM de NaCl, 500 µL com o tampão contendo 100 mM de NaCl, 

500µL com o tampão contendo 100 mM de NaCl e 2 mM de DTT e 500 µL com o 

tampão contendo 100 mM de NaCl e 5 mM de DTT. O perfil cromatográfico desse 

resultado é visto na figura 4. Os picos foram coletados em frações de 1 mL ou 1,5 

mL sendo, posteriormente, analisados por eletroforese em SDS-PAGE 10% 

conforme a figura 5. As frações obtidas foram quantificadas e o rendimento para 

cada procedimento foi calculado, exceto para os resultados onde se utilizou a 

combinação de NaCl e 5 mM de DTT. O resultado do rendimento pode ser 

visualizado na tabela 3. 
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Figura 4- Perfis cromatográficos da purificação da rNTPDase2 de L. infantum  a partir de CIs solubilizados e purificados do extrato de E. coli BL21 (DE3). 
(A) Perfil cromatográfico utilizando tampões contendo 500mM de NaCl. (B) Perfil cromatográfico utilizando tampões contendo 100mM de NaCL. (C) Perfil 
cromatográfico utilizando tampões contendo 100mM de NaCl e 2mM de DTT. (D) Perfil cromatográfico utilizando tampões contendo 100mM de NaCl e 
5mM de DTT.VNL= volume não ligado; ---- Absorbância a 280nm; ---- concentração de imidazol no processo de purificação; ---- frações coletadas. 

 

A) 

VNL 

NTPDase 2 
eluida 



 

28 

 

 NTPDase  L chagasi afinidade002:10_UV  NTPDase  L chagasi afinidade002:10_Conc  NTPDase  L chagasi afinidade002:10_Fractions
 NTPDase  L chagasi afinidade002:10_Logbook

  0

100

200

300

400

500

mAU

0.0 5.0 10.0 15.0 ml
F3 Waste 1 2 3 4 5 6 7 8 Waste  

 
Figura 4- Perfis cromatográficos da purificação da rNTPDase2 de L. infantum  a partir de CIs solubilizados e purificados do extrato de E. coli BL21 (DE3). 
(A) Perfil cromatográfico utilizando tampões contendo 500mM de NaCl. (B) Perfil cromatográfico utilizando tampões contendo 100mM de NaCL. (C) Perfil 
cromatográfico utilizando tampões contendo 100mM de NaCl e 2mM de DTT. (D) Perfil cromatográfico utilizando tampões contendo 100mM de NaCl e 
5mM de DTT.VNL= volume não ligado; ---- Absorbância a 280nm; ---- concentração de imidazol no processo de purificação; ---- frações coletadas. 
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Figura 4- Perfis cromatográficos da purificação da rNTPDase2 de L. infantum  a partir de CIs solubilizados e purificados do extrato de E. coli BL21 (DE3). 
(A) Perfil cromatográfico utilizando tampões contendo 500mM de NaCl. (B) Perfil cromatográfico utilizando tampões contendo 100mM de NaCL. (C) Perfil 
cromatográfico utilizando tampões contendo 100mM de NaCl e 2mM de DTT. (D) Perfil cromatográfico utilizando tampões contendo 100mM de NaCl e 
5mM de DTT.VNL= volume não ligado; ---- Absorbância a 280nm; ---- concentração de imidazol no processo de purificação; ---- frações coletadas. 

 

C) 

VNL 

NTPDase 2 
eluida 



 

30 

 

 NTPDase  L chagasi afinidade001:10_UV  NTPDase  L chagasi afinidade001:10_Conc  NTPDase  L chagasi afinidade001:10_Fractions
 NTPDase  L chagasi afinidade001:10_Logbook

   0

 200

 400

 600

 800

1000

1200

mAU

0.0 5.0 10.0 15.0 ml
F3 Waste 1 2 3 4 5 6 7 8 Waste  

 
Figura 4- Perfis cromatográficos da purificação da rNTPDase2 de L. infantum  a partir de CIs solubilizados e purificados do extrato de E. coli BL21 (DE3). 
(A) Perfil cromatográfico utilizando tampões contendo 500mM de NaCl. (B) Perfil cromatográfico utilizando tampões contendo 100mM de NaCL. (C) Perfil 
cromatográfico utilizando tampões contendo 100mM de NaCl e 2mM de DTT. (D) Perfil cromatográfico utilizando tampões contendo 100mM de NaCl e 
5mM de DTT.VNL= volume não ligado; ---- Absorbância a 280nm; ---- concentração de imidazol no processo de purificação; ---- frações coletadas. 
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Figura 5- Análise da purificação da rNTPDase2 em SDS-PAGE 10% corado com prata. (1) volume não ligado-500mM NaCl ; (2) fração 2-500mM NaCl; 
(3) fração 3-500mM NaCl; (4) BSA como marcador molecular 67 kDa; (5) volume não ligado-100mM NaCl; (6) eluição de 100mM NaCl; (7) eluição de 
100mM NaCl. (8) volume não ligado-100mM NaCl e DTT 2mM; (9) eluição de 100mM NaCl e DTT 2mM; (10) eluição de 100mM NaCl e DTT 2mM; (11) 
volume não ligado-100mM NaCl e DTT 5mM; (12) eluição de 100mM NaCl e DTT 5mM; (13) eluição de 100mM NaCl e DTT 5mM; 
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Tabela 2- Cálculo do rendimento para cada metodologia de purificação 
 

TRATAMENTO APLICADO FATOR 
FRAÇÃO  

(mL) 
PROTEÍNA  

µg total 
RENDIMENTO 

µg/mL 

      

500mM de NaCl 2mL 1 3 193,3 64,4 

100mM de NaCl 500µL 4 2 106,29 212,5 

100mM de NaCl  

e 2mM de DTT 500µL 4 2 104,31 208.6 
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A grande maioria das proteínas que não se ligam na coluna (figura 4A, 

4B, 4C e 4D), são proteínas produzidas constitutivamente pela E. coli BL21 (DE3), 

visto que a rNTPDase não é observada no volume não ligado (figura 5, canaletas 

5, 8 e 11). A presença de 500mM de NaCl diminui a ligação da rNTPDase2 (figura 

5, canaleta 1). A adição de DTT não aumentou a disponibilidade da proteína 

purificada, como pode ser visto no perfil eletroforético na figura 5 (canaletas 9-10 

e 12-13). Como pode ser visto na tabela 2, o melhor procedimento para se 

purificar a rNTPDase, foi aquele onde se utilizaram tampões contendo 8M de 

uréia e 100 mM de NaCl, sendo estes escolhidos para os procedimentos de 

purificação da rNTPDase2.  

Determinado o protocolo, 2 mL de amostra foram analisados por 

cromatografia por afinidade agora em coluna HIS PREP de 20 mL.  O resultado 

do cromatograma pode ser visto na figura 6. Os picos foram coletados em frações 

de 1 mL sendo posteriormente analisados por eletroforese em gel de SDS-PAGE 

10% conforme a figura 7. 

Como pode ser visto na canaleta 2 (figura 7) a proteína rNTPDase2 ligou-

se quase que completamente à coluna.   

Todas as amostras eluídas foram, então, unidas e dialisadas. Com 

objetivo de visualizar o grau de pureza, após a diálise a rNTPDase foi analisada 

por eletroforese capilar conforme a figura 8. 

Conforme visualizado no perfil eletroforético, a proteína rNTPDase2 

dialisada apresentou 91,6% de pureza, estando nesse estágio pronta para a 

utilização nos testes de imunodiagnóstico da LVC. O percentual de contaminação 

foi baixo, o que, inclusive, pode ser um produto de degradação da própria 

proteína recombinante. A proteína rNTPDase foi então aliquotada em frações de 1 

mL e armazenada a -20ºC até o uso. 
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Figura 6- Perfil cromatográfico da purificação da rNTPDase 2 L. infantum  a partir de CIs solubilizados e purificados do extrato de E. coli BL21 (DE3). 
VNL= volume não ligado; ---- Absorbância a 280nm; ---- concentração de imidazol no processo de purificação; ---- frações coletadas. 
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Figura 7- Análise da purificação da rNTPDase2 em SDS-PAGE 10% corado com prata. (1) BSA 
como marcador molecular 67 kDa; (2) volume não ligado; (3) fração 23; (4)  fração 24; (5) fração 
25. 
 

 

 

 

 

Figura 8- Analise do grau de pureza da rNTPDase2 por eletroforese  capilar. O padrão do grau de 
pureza da  rNTPDase2 foi analizado usando amostra na concentração de  51,3 ng/µL em 
LabChip® Agilent Protein 230 Kit (Agilent 2100 Bioanalyzer). A) Demonstra a corrida eletroforética 
da rNTPDase2 com uma leve contaminação. B) Demonstra a resultado da quantificação e a banda 
da rNTPDases representa 91.6 % do total da amostra de proteína. 

 

 

rNTPDase2 

A) 
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3.2 AVALIAÇÃO DO POTENCIAL DE USO DA rNTPDase2 NO 

IMUNODIAGNÓSTICO DE LVC POR ELISA 

3.2.1 TESTE DA QUANTIDADE DA NTPDase2 RECOMBINANTE 

Para avaliar o potencial de uso da rNTPDase2 no diagnóstico de LVC, a 

proteína purificada foi usada para sensibilizar as placas de ELISA. O primeiro 

passo nessa abordagem foi avaliar a concentração do antígeno recombinante 

para ser usado nos ensaios de ELISA. Para tanto foram testadas três 

concentrações do antígeno 0,25, 0,5 e 1 µg usando 3 amostras sorológicas 

positivas e 3 negativas, todas na diluição de 1:40. O resultado do ELISA indireto 

pode ser visualizado na figura 9. 

Conforme pode ser visualizado (figura 9), o resultado demonstra uma 

distinção clara das amostras de cães contaminados dos não contaminados por 

Leishmania, utilizando as três concentrações da rNTPDase2. Assim, o dado 

obtido aponta que a rNTPDase2 parece ser promissora para ser usada como 

antígeno para detecção da leishmaniose canina. Visto que em todas as 

concentrações utilizadas houve distinção de positivo e negativo, determinou-se a 

utilização do antígeno na concentração de 0,5 µg para evitar os resultados falsos 

negativos em amostras positivas com baixa carga parasitária. 
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Figura 9 – ELISA indireto da rNTPDase 2 em diferentes concentrações e com soros na diluição de 
1:40.  
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3.2.2 ELISA EM SOROTECA USANDO rNTPDase2: AMOSTRAS DE 

CARATINGA – REGIÃO ENDÊMICA DE LV HUMANA 

 O potencial da rNTPDase2 para ser usada como antígeno no 

diagnóstico da LVC foi testado utilizando 0,5 µg da proteína recombinante no 

banco de soros contendo 48 soros positivos de cães naturalmente infectados (16 

assintomáticos, 16 oligossintomáticos e 16 sintomáticos, classificados de acordo 

com Mancianti et al, 1988), 26 negativos e 30 soros de cães infectados por 

Trypanosoma cruzi. O valor de “cut-off” foi determinado pela curva ROC 

(GraphPad Prism software, version 5 for Windows). O resultado demonstrou que 

os 48 soros verdadeiramente positivo reagiram 100% sobre a linha do cut-off 

(figura 10A e tabela 3). Nesse ensaio, as amostras de soro foram testadas em 

duplicata e a proteína usada na adsorção foi produzida manualmente por batch. 

Em seguida, foi feito um ensaio de validação (teste de reprodutibilidade) realizado 

usando 30% das amostras positivas LVC e 50% das amostras negativas em 

duplicata, usando a proteína recombinante purificada pelo FPLC. Como verificado 

nas figuras 10A e B, os resultados com o antígeno recombinante apresentou uma 

sensibilidade de 100% (intervalo de confiança - IC 95%: 92.60% a 100.0%) e 

especificidade de 100% (IC 95%: 86.77% a 100.0%) e o índice de concordância 

foi excelente (k= 1) como visualizado na tabela 3.  

A utilização da rNTPDase2 demonstra uma nítida distinção entre os soros 

dos animais infectados dos não infectados (figura 10A). O resultado de 

reprodutibilidade do experimento pode ser visualizado na figura 10B. 

Considerando que o foco de muitas pesquisas (Rosário et al., 2005; Mettler et al., 

2005; Boarino et al., 2005) tem sido aumentar a sensibilidade e especificidade dos 

testes por ELISA, esses achados demonstram ser de grande importância para 

aplicação no campo epidemiológico. Para analisar se existia alguma relação entre 

os estágios da LVC e o ensaio de ELISA usando a rNTPDase2, as 48 amostras 

positivas para LVC foram separadas pelas formas clínicas segundo Mancianti et. 

al., (1988). Na figura 11 é possível observar que a média dos valores de 

absorbância foram 0.391, 0.375 e 0.415 para os grupos de amostras 

assintomáticos, oligossintomáticos e polissintomáticos respectivamente. Os 

resultados não demonstraram nenhuma diferença significativa entre os resultados 
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positivos pelo teste de comparação de média de Tukey (P < 0,001). Nesse 

contexto o seu uso no diagnóstico da LVC pode ajudar na prevenção da 

permanência dos cães que permanecem assintomáticos nas áreas endêmicas e 

que servem como reservatório do parasito, o que é fundamental para o controle 

epidemiológico desta doença e esse é um dos principais problemas enfrentados 

quando se utiliza rK39 (Porrozzi et al. 2007). 
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Figure 10. Ensaio de ELISA em soroteca canina usando rNTPDase2 como antígeno.  A) 
Ensaio de ELISA usando proteína recombinante purificada por batch e banco de soros 
contendo amostras negativas (n=26), amostras positivas para CVL de área endêmica (n=48) 
e amostras de cães negativas para CVL mas infectados de T. cruzi de área não endemica 
(n=48).  B) Ensaio de reprodutibilidade (validação) realizado usando proteína recombinante 
purificada por FPLC e 30% das  amostras positivas e 50% de amostras negativas 
escolhidas aleatóriamente e realizados em triplicata. Todos os soros foram utilizados na 
diluição de 1:40 e ensaiados usando 0.5 µg da rNTPDase2 purificada.  
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Figura11 . Análise e correlação do ensaio de ELISA usando a rNTPDases2 e a progressão 
da LVC. Os resultados obtidos foram separados  pelo estágio LVC em assintomático (sem 
sintomas), oligossintomáticos e sintomático de acordo com Mancianti et. al., (1988). As 
amostras de soro foram diluídas 1:40 e analisadas em duplicata, utilizando 0,5 µg da 
rNTPDase2 purifica. A linha tracejada representa o “cut-off” determinada pela curva ROC. 
Não foram observadas diferenças significantes entre os estágios da LVC. As análise foram 
feitas utilizando o software GraphPad Prism (Versão 5 para Windows). Assint.= 
assintomático; Oligossint.= oligossintomático e Sint.= sintomático 

 

 

Table 3. Análise de sensibilidade e especificidade do ensaio de diagnóstico da LVC 

com o antígeno rNTPDase2 de L (L) infantum por ELISA 

Testes 
Sensibilidade 

(%) 

Especificidade 

(%) 
VPP* (%) 

VPN* 

(%) 
Kappa 

Soros UFOP 100 100 100 100 1 

Validação 100 100 100 100 1 

*VPP (Valor Preditivo Positivo) e VPN (Valor Preditivo Negativo). 
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3.2.3 ELISA EM SOROTECA USANDO rNTPDase2: AMOSTRAS DE 

GOVERNADOR VALADARES – REGIÃO ENDÊMICA PARA LTA 

O potencial da rNTPDase2 para ser usado como antígeno no diagnóstico 

da LVC foi testada utilizando 0,5µg da proteína recombinante no banco de soros 

contendo 48 soros positivos de cães naturalmente infectados  e 23 negativos de 

região não endêmica para LVC. O banco de soro foi construído a partir de 

amostras de soro de cães eutanasiados pelo serviço de vigilância epidemiológica 

de Governador Valadares, uma região conhecida por ser endêmica para 

Leishmaniose Tegumentar Americana-LTA (Barata et. al., 2011). O valor de “cut-

off” foi determinado pela curva ROC (GraphPad Prism software, version 5 for 

Windows). 

Conforme visualizado na figura 12, o antígeno é capaz de diferenciar 

amostras positivas de negativas. No entanto, algumas amostras positivas estão 

abaixo da linha de “cut-off”. O resultado demonstrou uma sensibilidade de 91,67% 

(IC 95%: 80,02% a 97,68%) e especificidade 100% (IC 95%: 85,18% a 100,0%), 

conforme visualizado na tabela 4.  
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Figure 12. Ensaio ELISA realizado usando proteína rNPDase2 purificada por FPLC 
e soros positivos em duplicata. Todos soros foram utilizados na diluição de 1:40 e 
ensaiados usando 0.5 µg da rNTPDase2 purificada.  
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A fim de aumentar a sensibilidade, foi ensaiado um experimento variando 

a concentração do antígeno recombinante para 1 a 2 µg. Os resultados podem ser 

visualizados na tabela 3. Com o antígeno utilizado na concentração de 1 µg  é 

possível observar a diminuição das amostras falso positivas, no entanto, 

utilizando 2 µg os resultados não apresentaram nenhuma mudança (Figura 13 e 

tabela 4).  

O aumento da concentração do antígeno para 1 µg resultou em aumento 

da sensibilidade para 95,35% (IC 95%: 84,19% a 99,43%) e a especificidade 

permaneceu inalterada 100% (IC 95%: 85,18% a 100,0%). No entanto, o aumento 

para 2 µg do antígeno não apresentou melhora em nenhum dos dois parâmetros 

91,67% (IC 95%: 80,02% a 97,68%) e especificidade 100% (IC 95%: 85,18% a 

100,0%) em relação a quando se utilizou 0,5 µg do antígeno. A diminuição desses 

resultados de sensibilidade utilizando rNTPDase2 para as amostras sorológicas 

de Caratinga pode ser explicada pelo tipo de agente infectante. A região de 

Governador Valadares é predominantemente de caso autóctones para LTA 

causada pela L. braziliensis. A comparação das sequências das NTPDases entre 

L. infantum e L. braziliensis apresentam 79,29% de identidade (ANEXO2). Essa 

diferença molecular pode explicar essa diminuição na sensibilidade, no entanto, 

esse fato precisa ser melhor pesquisado e avaliado.  

Embora a sensibilidade do teste (tabela 4) tenha diminuído os resultados 

ainda mantém uma excelente concordância (k> 0,8). O que aponta a proteína 

recombinante NTPDase2 como um novo e promissor antígeno recombinante para 

ser utilizado no diagnóstico da LVC. 
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Figura 13. Ensaio ELISA realizado usando proteína recombinante purificada por 
FPLC e soros positivos em duplicata, na diluição de 1:40. A) 1 µg da rNTPDase2 
purificada. B) 2 µg da rNTPDase2 purificada.  

 

Tabela 4. Diagnóstico realizado com o antígeno rNTPDase2 em diferentes concentrações 

em soroteca de cães positivos para leishmaniose de região endêmica para LTA. 

Testes e [ ]Ag Sensibilidade (%) 
Especificidade 

(%) 
VPP* (%) 

VPN* 

(%) 
Kappa 

Soros GV(0,5ug) 91,67 100 100 100 0,87 

Soros GV(1,0ug) 95,35 100 100 100 0,93 

Soros GV(2,0ug) 91,67 100 100 100 0,87 

GV= Governador Valadares; *VPP= (Valor Preditivo Positivo) e VPN= (Valor Preditivo Negativo).

B) 

A) 
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3.3 ANÁLISE PARASITOLÓGICA DAS AMOSTRAS DE GOVERNADOR 

VALADARES 

Para melhor controle do banco de amostras da região de Governador 

Valadare, foi realizado o exame parasitológico nas amostras de tecidos dos 48 

cães eutanasiados. Um dos métodos parasitológicos utilizados foi o imprint. O 

imprint é uma modalidade que se baseia na remoção de células superficiais de 

uma lesão ou da superfície de corte de um órgão, por intermédio do contato da 

superfície em questão com uma lâmina de microscopia. É uma técnica muito 

utilizada para confirmação do diagnóstico de suspeitas levantadas com 

resposta rápida. Segundo Famadas (1985), o estudo citológico pelo imprint é 

de grande importância para complementar o histopatológico. Assim, após as 

secções dos tecidos do fígado e baço, o excesso de sangue era contido e em 

seguida, era feito o imprint nas lâminas. Para cada tecido foram feitas duas 

lâminas. As lâminas foram coradas posteriormente pelo método do ácido 

panótico rápido. As fotos das lâminas podem ser visualizadas no anexo 1. 

Nesse trabalho, foi observada ocorrência de 79,16% (38/48) de positividade 

para presença de amastigotas em pelo menos um dos dois tecidos analisados 

(figura 14). Os dados de imprint foram obtidos da leitura das lâminas de fígado 

e baço, que são as mais importantes do ponto vista da infecção.  

Ainda como métodos diretos de diagnóstico da leishmaniose, são 

empregados a histopatologia em cortes, corados com Hematoxiliana e Eosina 

(H&E), o método imunohistoquímico e coloração por Giemsa (Tafuri et al., 2003). 

Assim, todas as quarenta e oito amostras de tecidos foram fixadas em 

formaldeído, incluídos em Paraplast Plus® e coradas com hematoxilina e eosina 

(H & E) para o diagnóstico histopatológico, para coloração de Giemsa e análise 

imunohistoquímica. No entanto, a amostra 2 para a coloração com Giemsa e a 

amostra 48 para H & E precisam ser refeitas pois não ficaram adequadas para 

análise. 

Os resultados para coloração de Giemsa são representados na figura 15. 

Esses dados estão em concordância com os dados sorológicos de 

Biomanguinhos, onde nas 47 amostras foi possível visualizar amastigotas 

infectando macrófagos (anexo1). 
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Nas 47 amostras coradas por H&E foi possível visualizar necrose, 

formação de colágeno, edema e perda de funcionalidade tecidual (anexo1). Esses 

dados estão em concordância com os dados sorológicos da Biomanguinhos 

conforme visualizados na figura 16. 
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Figura 14. Comparação entre os resultados de sorologia e imprint em 48 amostras de cães 
naturalmente infectado com Leishmania de Governador Valadares, Minas Gerais, Brasil. 
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Figura 15. Comparação entre os resultados de sorologia e coloração por Giemsa em 47 amostras 

de cães naturalmente infectado com Leishmania de Governador Valadares, Minas Gerais, Brasil. 
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Figura 16. Comparação entre os resultados de sorologia e coloração por H & E em 47 amostras de 

cães naturalmente infectado com Leishmania de Governador Valadares, Minas Gerais, Brasil. 
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Nos resultados de imunomarcação (IHQ), das 48 amostras foi possível 

visualizar a marcação do anticorpo policlonal da anti-rNTPDase2 em apenas 43 

amostras. Um fato interessante foi visualizar em uma mesma lâmina macrófagos 

infectados por amastigotas marcados e não marcados (Anexo 1, 45). Segundo 

Tafuri et al., (2004) a técnica de imunohistoquímica aumenta a detecção das 

formas amastigotas de Leishmania em muitos órgãos. A comparação com dados 

sorológicos de Biomanguinhos (figura 17) demonstram uma concordância de 

89,5%, onde apenas 43 amostras apresentaram-se marcadas. 

A tabela 5 sumariza os resultados parasitológicos e sorológico por ELISA, 

bem como a classificação dos cães da amostragem segundo a classificação de 

Mancianti et al, (1988). 
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Figura 17. Comparação entre os resultados de sorologia e coloração por imunohistoquímica em 48 
amostras de cães naturalmente infectados com Leishmania de Governador Valadares, Minas 
Gerais, Brasil. 

 

 

Tabela 5 – Características dos cães sorológicos positivos para Leishmaniose de 

área endêmica para LTA e resultados sumarizados da análise parasitológica e 

ELISA com rNTPDase2 em diferentes concentrações 

 

 

ID 
Sexo:  

(F) e (M) 

Classificação: 

(S), (O) e (A) 

PARASITOLÓGICO ELISA 

Imprint Giemsa H&E IHQ 0,5 µg 1 µg 2 µg 

1 F O + + + + + + + 

2 F O + “*” + + + + + 

3 F S + + + + + + + 

4 F S + + + + + + + 

5 F S + + + + + + + 

6 M S + + + + + + + 

7 F O - + + + + + + 

8 F O + + + + + - - 

9 F S + + + + + + + 
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ID 
Sexo:  

(F) e (M) 

Classificação: 

(S), (O) e (A) 

PARASITOLÓGICO ELISA 

Imprint Giemsa H&E IHQ 
0,5 µg 1 µg 2 µg 

10 F O - + + + - + + 

11 F O - + + + + + - 

12 F S + + + + + + + 

13 F O + + + + + + + 

14 F A + + + + + + + 

15 F S + + + + + + + 

16 F S + + + + + + + 

17 F O + + + + - + - 

18 F S + + + + + + + 

19 F S - + + + + + + 

20 - S + + + + + + + 

21 F A + + + + + + + 

22 M A + + + + + + + 

23 M O - + + + + + + 

24 M O + + + + + + + 

25 M S + + + + + + + 

26 M O + + + + + + + 

27 M O + + + + + + + 

28 M A - + + + + + + 

29 M O - + + + + + + 

30 M A + + + - + + + 
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ID 
Sexo:  

(F) e (M) 

Classificação: 

(S), (O) e (A) 

PARASITOLÓGICO ELISA 

Imprint Giemsa H&E IHQ 
0,5 µg 1 µg 2 µg 

31 M O + + + + + + + 

32 M O - + + + - + + 

33 M O + + + + + + + 

34 M O + + + - + + + 

35 M S + + + + + + + 

36 F O - + + + + + + 

37 M S + + + + + + + 

38 M S + + + + + + + 

39 M S + + + + + + + 

40 M S + + + - + + + 

41 M S + + + + + + + 

42 M S + + + + + + + 

43 M S - + + - - - - 

44 M S + + + + + + + 

45 M S + + + + + + + 

46 M O + + + + + + + 

47 M S + + + + + + + 

48 F A + + “*” + + + + 

F= fêmea; M= macho;A= assintomático; O= oligossintomático; S= sintomático; += presença de 
amastigota de Leishmania;  - = ausência de amastigota de Leishmania; “*” = sem resultado. 
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Apesar de muitos autores afirmarem que os resultados do kit da 

Biomanguinhos podem não ser conclusivos, nessa amostragem ele se mostrou 

eficaz (Tabela 5). A baixa na sensibilidade do teste nas amostras de Governador 

Valadares, poderia estar relacionada com a espécie de Leishmania envolvida na 

infecção, que não a Leishmania infantum. Como pode ser observada, a lâmina 43 

tem a presença do parasito dado pela coloração giemsa, no entanto não há 

marcação na imunohistoquímica e os resultados sorológicos são negativos para 

todas concentrações do antígeno utilizado. É observado também que em uma 

mesma lâmina amastigotas presentes em macrófagos estão marcadas enquanto 

outras em outros macrófagos não se encontram marcadas (Anexo 1, lâminas 41 e 

45 de imunohistoquímica). Diniz (2010) pontua que as ocorrências das infecções 

por Leishmania em Governador Valadares são causadas pela espécie Leishmania 

braziliensis. Visto que a menor identidade entre as proteínas codificadas pelos 

genes homólogos das NTPDases dos gêneros de  Leishmania é apresentada na 

espécie de L. braziliensis isso poderia explicar a não marcação nas lâminas de 

imunohistoquímica (Anexo 1) bem como a diminuição da sensibilidade no exame 

sorológico.   

 

3.4 ENSAIO IMUNOCROMATOGRÁFICO 

O teste em questão (imunocromatográfico) é um teste qualitativo de fácil 

execução e resultado rápido, que tem como objetivo detectar anticorpos para 

leishmaniose em soros de cães. No teste preliminar, em cada ensaio, 10, 40 e 80 

µL do ouro coloidal conjugado com proteína A foi diluído em tampão contendo 10 

µL de soro de cão positivo para LVC da região de Governador Valadares. 

Conforme se observa na figura 18, o melhor ensaio foi aquele onde se usou 40 µL 

do ouro conjugado com a proteína A. Com 2 µL de IgG de cão utilizado (controle  

positivo), não foi possível visualizar banda em nenhum dos ensaios. 
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Figura 18. Teste imunocromatográfico. Ensaio preliminar utilizando várias quantidades do ouro 
coloidal conjugado à proteína A (10, 40 e 80 µL). As setas indicam a reatividade do soro de cão 
leishmaniótico com Ag absorvido na membrana de nitrocelulose. 
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Segundo Safenkova (2012), vários fatores podem influenciar nos ensaios 

imunocromotográficos, dentre eles o tamanho da nano partícula de ouro, a 

concentração do anticorpo, o pH da conjugação, as características da membrana 

e etc. Assim, ainda é preciso testar esses parâmetros para melhorar a detecção 

da linha teste bem como solucionar o não aparecimento da linha controle. 
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4. CONCLUSÃO 
 

Nesse trabalho pode-se concluir que o processo melhor para se obter a 

proteína rNTPDase2 com maior rendimento é quando se usa os tampões 

contendo ureia na concentração de 8M. O processo de purificação da proteína 

recombinante em sistema de automatizado – FPLC, possibilitou alcançar uma 

pureza de aproximadamente 92%. 

O uso da proteína recombinante NTPDase2 de L. infantum no diagnóstico 

imunológico de LVC mostrou o seu grande potencial no reconhecimento dos cães 

leishmanióticos o que poderá abrir novas fronteiras, como utilizá-lo em 

abordagens de diagnóstico da leishmaniose visceral humana e também em 

inquéritos epidemiológicos ou desenvolvimento de uma nova vacina 

recombinante, assim contribuindo para o controle desta doença negligenciada.  

Os ensaios histológicos das amostras de Governador Valadares frente a 

utilização da proteína recombinante pela imunohistoquímica levou a hipótese da 

infecção por outra espécie no caso L. braziliensis., no entanto essa hipótese 

precisa ser verificada. 

Apesar da reatividade da proteína recombinante NTPDase2 ter tido ótimo 

resultados no ensaios de ELISA indireto,  para os ensaios imunocromatográficos 

é necessário verificar o não aparecimento da linha controle dado pela inserção do 

IgG total de cão e validar essa metodologia nos bancos de amostras sorológicas 

utilizados nos experimentos de ELISA. 
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ABSTRACT 25 

Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) is actually an important public health 26 

concern. In the epidemiological context of human visceral leishmaniasis, dogs are 27 

considered to be the main reservoir of Leishmania parasites; therefore, canines 28 

constantly need to be epidemiologically monitored in endemic areas. Furthermore, 29 

canine to human transmission has been correlated with the emerging urbanization 30 

and increasing rates of Leishmaniasis infection worldwide. The increase in 31 

Leishmaniasis prevalence has been observed in the non-endemic areas of both 32 

endemic and non-endemic countries. Leishmania infantum (synonym of 33 

Leishmania infantum) is the etiologic agent of visceral Leishmaniasis in the New 34 

World. In this work, a new Leishmania chagasi recombinant antigen, named 35 

nucleoside diphosphatase  (rLic-NTPDase-2), to be used in the immunodiagnosis 36 

of VCL was produced and validated. The predicted genetic region encoding the 37 

extracellular domain of nucleoside diphosphatase was cloned and expressed in the 38 

pET21b-Escherichia coli heterologous expression system. Purification of rLic-39 

NTPDase-2 was performed using Ni-affinity chromatography. Thereafter, indirect 40 

ELISA assays were used to detect the purified rLic-NTPDase-2 antigen with a 41 

standard canine sera library. This library contained 48 VCL-positive samples from 42 

an endemic area, 26 Leishmaniasis-negative health samples from a non-endemic 43 

area, and 48 samples from Trypanosoma cruzi-infected dogs. T. cruzi is the main 44 

pathogenic agent that usually contributes to false-positive Leishmaniasis diagnosis. 45 

The results show a high sensitivity of 100% (95% CI = 92.60% to 100.0%) and a 46 

high specificity of 100% (95%  CI = 86.77% to 100.0%), with a high degree of 47 

confidence (k = 1). These findings demonstrate the potential use of this 48 
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recombinant protein in immune diagnosis of canine leishmaniasis. They also 49 

demonstrate the possibility of its application to other diagnostic approaches, such 50 

as fast lateral flow assays and human Leishmaniasis diagnosis. 51 

 52 

KEYWORDS Canine Leishmaniasis; Immunodiagnosis; Recombinant Protein; rLic- 53 

NTPDase-2. 54 

 55 

 56 

INTRODUCTION 57 

Visceral Leishmaniasis (VL) affects millions of people along with many wild and 58 

domestic mammals worldwide. In the New World, VL is a zoonose caused by 59 

Leishmania infantum (synonymous with Leishmania infantum (Maurício et al., 60 

2000; Dantas-Torres and Brandão-Filho, 2006). The World Health Organization 61 

(WHO) estimates that 500,000 new cases occur annually, and approximately 90% 62 

of these are found in Bangladesh, Brazil, India, and Sudan. Recent publications 63 

have reported the expansion of VL to areas previously considered non-endemic, 64 

such as North America and Europe (Petersen, 2009; Ready, 2010). The increase 65 

in both the number of VL human cases and its prevalence in the New World have 66 

been linked to environmental changes . These changes are a result of human 67 

actions, such as migration between endemic and non-endemic regions, and 68 

adaptation of the vector Lutzomyia longipalpis to persist in domestic locations and 69 

domestic reservoirs, such as the dog (Palatinik-de-Souza et al., 2001; Dantas-70 

Torres and Brãndao-Filho, 2006). Dogs are the primary domestic reservoir of 71 
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Leishmania parasites in endemic areas in the New World (Tesh 1995; Mauricio et 72 

al., 2000; Lainson & Rangel 2005). 73 

 Some endemic regions, such as Brazil, have used euthanasia of infected 74 

dogs as a strategy to control Canine Visceral Leishmaniasis (CVL). These 75 

practices, however, have not been effective in reducing the levels of incidence in 76 

human disease. There are two reasons why these efforts may not be succeeding. 77 

One explanation is the delay between blood collection, sample analysis, and 78 

sacrificing the infected dog.  The second is a result of the persistence of dogs with 79 

false-negative tests for CVL due to the low sensitivity of the current methods of 80 

diagnosis (Dantas-Torres, 2007; Lemos et al., 2008). 81 

Diagnostic techniques based on visualization of the parasite in smears of 82 

bone marrow, spleen, liver, and lymph node aspirates are invasive, time-83 

consuming, and inappropriate for epidemiological surveillance (Piarroux et al., 84 

1994; Ikonomopoulos et al., 2003). Currently, the serological tests used for 85 

diagnosis include Direct Agglutination Test (DAT), Indirect Immunofluorescence 86 

Assays (IFA) and Enzyme Linked Immune Diagnosis Assay (ELISA) (Gomes et al., 87 

2008). These conventional methods, however, generate false-positive results in 88 

dogs infected with other parasites; cross-reactivity with antigens from co-infected 89 

parasites limits the specificity of these serological tests for CVL.  In Chagas 90 

disease-endemic areas, the cross-reactivity between Leishmania and 91 

Trypanosome cruzi antigens is a serious concern. Because these organisms are 92 

closely related and most testing utilizes partial or total parasite extract as the 93 

antigenic source, these diagnostic techniques can lead to inconsistent results (El 94 

Amin et al., 1986; Harith et al., 1987; Barbosa de Deus et al., 2002). In endemic 95 
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areas of Brazil, an alternative approach using biochemically purified Leishmania 96 

ribosomal proteins (LPRs) from promastigotes in ELISA assays provides better 97 

results; this diagnostic assay has a sensitivity and specificity of 100% and 98.2%, 98 

respectively (Coelho et al., 2009). Nonetheless, the manipulation of live parasites 99 

to purify these antigens introduces the risk of accidental infection. It also increases 100 

the difficulty in obtaining standard lots of purified antigens because of the natural 101 

fluctuations in the expression of general proteins as well as LPR. 102 

According to Gomes et al. (2008), the specificity of serological tests has recently 103 

improved with the use of purified recombinant antigens that are directed toward the 104 

diagnosis of CVL. Scalone et al. (2002) used the recombinant K39 ELISA as a 105 

prototype in the evaluation of dogs with parasitological evidence and that were IFA 106 

positive for VCL. Their technique reached a sensitivity and specificity of 97.1% and 107 

98.8%, respectively, in serum isolated from Italian dogs. The K39 antigen, 108 

however, did not demonstrate promising results in other regions of the world, such 109 

as African countries (Boelaert et al., 2008). The use of a chimeric protein 110 

containing epitopes derived from the ribosomal proteins PSL2 and  LiP2b and 111 

histone H2A LiP0 led to high sensitivity and specificity for diagnosis of visceral 112 

leishmaniasis in serum obtained from dogs in two different Spanish regions (Soto 113 

et al., 1998). In spite of this, there are many antigens that could be used in CVL 114 

immune diagnosis. This area is an open field of research because there is 115 

heterogeneity in the successful use of antigens around the world, and new 116 

antigens, specifically recombinant antigens, are still need (Gomes et al., 2008).  To 117 

this effect, molecules involved in the infection process and in parasite-host 118 

interactions have great potential to be used in various approaches, such as the 119 
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development of more accurate diagnostic methods (Gomes et al., 2007; Moreira et 120 

al., 2007).  121 

The Ecto-Nucleoside Triphosphate Diphosphhydrolases (ENTPDases) 122 

seem to be promising new targets because they are expressed in the infectious 123 

forms of  trypanosomatides, which are important for the infection process (Fietto et 124 

al. 2004; Maioli et al., 2004; Marques-da-Silva, et al., 2008, Santos et al. 2009; De 125 

Souza, et al., 2010). According to Zimmermann (2000), the E-NTPDases, also 126 

called ecto-apyrase or ATPDases, are enzymes that act in the conversion of 127 

extracellular triphosphate and diphosphate nucleotides to monophosphate 128 

nucleotides. These extracellular nucleotides have numerous physiological 129 

functions in vertebrate hosts, including the regulation of immune responses. 130 

Leishmania species that have sequenced genomes (Smith et al., 2007) show the 131 

presence of two genes encoding E-NTPDases: guanosine diphosphatase and 132 

nucleoside diphosphatase.  The former is the larger isoform (~70 kDa) and is 133 

homologous to NTPDase-1 in T. cruzi (Fietto et al., 2004), and the latter is a 134 

smaller isoform that is not present in T. cruzi and that we are naming NTPDase-2 135 

(~45 kDa). 136 

In this work, the Leishmania infantum NTPDase-2 coding region was cloned 137 

and used to select only the region that encoded the soluble domain of NTPDase-2 138 

protein (from amino acids L41 to E425). The soluble domain was cloned and 139 

expressed in an E. coli vector, producing a recombinant protein of 43.9 kDa. This 140 

recombinant protein (rLic-NTPDase-2) was then used as an antigen in ELISA 141 

assays, demonstrating its potential for application in CVL diagnosis. 142 

 143 
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MATERIALS AND METHODS 144 

 145 

Serum Samples 146 

CVL IFA-positive sera samples isolated from 48 naturally infected dogs found in a 147 

CVL-endemic area (Caratinga, MG/Brazil) were used. The positive samples were 148 

grouped as follow: 16 asymptomatic, 16 oligosymptomatic and 16 149 

polysymptomatic. These were classified according to Mancianti et al.  (1988). Sera 150 

from T. cruzi experimentally infected dogs from a non-endemic area (30 samples) 151 

were assayed in cross-reactivity tests.  All samples were obtained from the sera 152 

library of Federal University of Ouro Preto, Ouro Preto, MG/Brazil and were kindly 153 

provided by Dr. Maria Terezinha Bahia. Positive sera were collected from 154 

experimentally infected dogs that had positive parasitological and serological 155 

assays. Negative sera were obtained from non-infected animals that had negative 156 

results in both parasitological and serological assays. Negative or Chagasic serum 157 

was made by tests. 158 

 159 

rLic-NTPDase-2 cloning 160 

Genomic DNA from the Leishmania infantum M2682 strain was purified using the 161 

phenol method and ethanol precipitation (Sambrook and Russell, 2001). The full-162 

length Lic-NTPDase-2 coding region containing 1278 bp was amplified by PCR 163 

and cloned into the cloning vector pGEM-T Easy (Promega). The following primers 164 

were designed based on the predicted E-NTPDase sequence from Leishmania 165 

infantum JPCM5 ATP diphosphohydrolase (gi 146081774) and used: forward 166 

primer 5'  167 
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5' cta gct agc atg cgt ccg tac tcc tcg 3' and reverse primer 5'  168 

5' gga att ccg ttc cat ctt gag cag gga 3'. The bold bases indicate endonuclease 169 

restriction sites for NheI and EcoRI, respectively. These were necessary in the next 170 

step of our cloning strategy to clone the insert in-frame with the expression vector 171 

pET21b. The PCR reaction was performed in 50 µL (20 pmol of each primer, 0.2 172 

mM dNTP mix, 90 nmol of genomic DNA) in GoTaq Green Master Mix and GoTaq 173 

(Promega) according to the manufacturer.  PCR steps: one cycle at 94ºC 5 min, 34 174 

cycles of 94ºC for 60 sec, 50ºC for 60 sec, and 72ºC for 90 sec; and a final 175 

amplification step at 74ºC for 5 min. After gel electrophoresis separation, the PCR 176 

product was purified from a 1% agarose gel using the PureLink™ Gel Extraction 177 

Kit (Invitrogen). The purified amplicon was cloned into pGEM-T Easy vector 178 

following the supplier’s instructions (Promega). The recombinant plasmid was first 179 

transformed into E. coli strain DH5α (Sambrook and Russell, 2001), and 180 

transformed clones were confirmed by PCR and sequencing. To express only the 181 

putative extracellular soluble domain of NTPDase-2, we designed a strategy to re-182 

isolate this amplicon by PCR. To achieve this goal, the signal peptide prediction 183 

based on GeneBank entry gi146081774 was performed using Signal-P (Bendtsen 184 

et al., 2004). The resulting data showed a probable cleavage site between amino 185 

acids residues G31 and F32. Analysis of the hydrophobic regions was performed 186 

using TMAP (Milpetz et al., 1995) and showed a transmembrane segment between 187 

amino acid residues L17 and L40. After these analyses, the residues between L41 188 

and E425 were classified as part of the ectodomain. For the ectodomain coding 189 

region, PCR amplification was performed using the following primers: forward 190 

primer 5’ agtagctagcatgctgctctcccca 3’ and reverse primer 5’ 191 
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agctcgagttccatcttgagcaggaa 3’. The 5' regions flanking the ectodomain of both 192 

primers have restriction sites for NheI and XhoI endonucleases (bases in bold). 193 

The PCR reaction used the same conditions described previously for full-length 194 

amplification. The expected amplicon containing 1155 bp was separated by 195 

agarose gel electrophoresis (Sambrook et al., 1989) and purified using 196 

PureLinkTM Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen). The purified amplicon and 197 

pET21b vector were digested with the aforementioned endonucleases. The 198 

amplicon was then cloned into pET21b using T4 DNA ligase (Promega). 199 

Chemically competent cells of E. coli were transformed with the recombinant 200 

plasmid (pET21b+rLicNTPDase-2) using the chemical-heat shock method 201 

(Sambrook et al., 1989). The positive transformant clones were identified by colony 202 

PCR, endonuclease digestion, and sequencing using the T7 promoter and 203 

terminator primers. Sequencing was performed by MACROGEN 204 

(www.macrogen.com). All general, non-specific molecular biology techniques were 205 

performed based on Sambrook et al., 1989. The bioinformatics analyses were 206 

performed using CLC Workbench 5.1 software unless otherwise indicated. The 207 

nucleotide and amino acid sequences of NTPdase-2 from L. infantum chagasi 208 

straim M2682 were deposited in GenBank under the giXXXXXX. 209 

 210 

Expression and purification of rLic-NTPDase-2 211 

The cloning of the coding region of the soluble domain of Lic-NTPDase2 into the 212 

pET21b expression vector fused this sequence in frame with a carboxy-terminal 213 

hexa-histidine tag. The pET21b-rLic-NTPDase-2 construction was used to 214 

transform Escherichia coli BL21(DE3) cells for protein expression. Transformed E. 215 
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coli  were grown by inoculation in 5 mL of Luria Bertani medium containing 50 216 

µg/mL of ampicillin. The suspension was incubated for 16 h at 37 °C under 180 217 

rpm. The culture was then transferred to 500 mL of SOC medium, and the cells 218 

were incubated until log phase (O.D.600 nm = 0.6). Protein expression was induced 219 

with 0.2 mM isopryl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) for an additional 1 h at 37 °C 220 

under 180 rpm. Thereafter, the culture was centrifuged at 4000 x g for 10 min at 4 221 

°C, and the recombinant protein was purified from the insoluble inclusion bodies by 222 

Ni affinity chromatography using a Ni-NTA agarose matrix (His-Select® Nickel 223 

affinity – Sigma). After centrifugation, cell pellets were lysed in 3 mL of lysis buffer 224 

(50 mM Tris, pH 8.00, 100 mM  NaCl) supplemented with protease inhibitors (1 225 

mg/mL aprotinin, 1 g/mL pepstatin, 10 mg/mL leupeptin, 1 mg/mL PMSF, and 1 226 

mg/mL lysozyme) using Misonix (Ultrasonic Liquid Processors) for 6 cycles for 10 227 

sec. The supernatant was removed by centrifugation at 12000 x g for 30 min at 4 228 

°C. To remove cellular debris, the pellet was washed with 50 mM Tris 229 

supplemented with 500 mM NaCl, 10 mM 2-mercaptoethanol, and 2 M urea. The 230 

supernatant was removed by centrifugation at 12000 x g for 30 min at 4 °C. The 231 

inclusion bodies were then dissolved in 10 mL of extraction buffer (50 mM Tris 232 

supplemented with 500 mM NaCl, 10 mM 2-Mercaptoethanol, and 8 M urea). The 233 

rLic-NTPDase-2 purification was performed by batch or by Fast Protein Liquid 234 

Chromatography – FPLC (Akta-Purifier UPC 100 from GE). For the batch 235 

purification assay, 10 mL of soluble inclusion bodies was mixed with 500 µL Ni-236 

NTA agarose gel matrix (HIS-SelectTM Nickel Affinity Gel -SIGMA) and incubated 237 

for 1 h at 4ºC under gentle agitation. The resin was then packed in a manual 238 

column and washed with 10 column volumes of 50 mM Tris, pH 8.0, and 500 mM 239 
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NaCl. Bounded protein was eluted with 10 column volumes of elution buffer (50 240 

mM Tris, pH 8.0, supplemented with 300 mM NaCl and 250 mM Imidazol). To 241 

perform FPLC purification, 10 mL of soluble inclusion bodies was loaded on a 1-mL 242 

HisTrap FF crude nickel ion affinity column. The loaded column was washed with 243 

10 column volumes of wash buffer (20 mM Tris, pH 8.0, and 500 mM NaCl), and 244 

the rLic-NTPDase-2 was eluted using 10 mL of a solution containing 20 mM Tris–245 

HCl, pH 8,0, supplemented with 8 M urea, 500 mM NaCl, and 300 mM of 246 

imidazole. The FPLC procedure was performed at a flow rate of 1 mL/min. The 247 

purified protein was dialyzed and analyzed by 10% SDS–PAGE (Sambrook et al., 248 

1989) and capillary electrophoresis (Agilent 2100 Bioanalyzer), in accordance with 249 

the manufacturer’s instructions. 250 

 251 

ELISA assays 252 

Micro plates of 96 wells (Nunc immuno  MicroWellTM 96 well Plates MaxiSorpTM) 253 

were coated with the rLic-NTPDase-2 (0.5 µg/well) in coating buffer (0.1 M 254 

Na2CO3/NaHCO3, pH 9.6) for 18 h at 4ºC. The plates were incubated overnight at 255 

4°C and washed four times with PBS-0.05% Tween 20. The plates were then 256 

blocked with PBS-3% BSA for 1 h at room temperature. The dog serum (diluted 257 

1:40 in PBS-1% BSA) was added and incubated for 1 h at room temperature. After 258 

washes with PBS-0.05% Tween 20, a 1:5000 dilution of horseradish peroxidase-259 

conjugated anti-dog immunoglobulin (IgG) antibody (Sigma Aldrich)  was added 260 

and incubated for 1 h at room temperature. The plates were washed four times 261 

with 300 µl/well of PBS-0.05% Tween 20. The assays were developed with 100 262 

µl/well of developing solution (H202 30 v/v 0.05%, ortho-Phenylenediamine 6 mg in 263 
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citrate-phosphate buffer Na2HPO4 0.2 M; Acid citric 0.1 M, pH 5.0). Development 264 

was performed for 15 min in the dark and stopped by the addition of 32 µl/well of 265 

2.5 M H2SO4. The absorbance was measured at 492 nm in an automated BioTek 266 

Plate Reader (Synergy HT). Each sample was assayed in duplicate.  267 

 268 

ELISA reproducibility test 269 

Thirty percent of the CVL ELISA-positive samples, previously detected by ELISA 270 

using rLic-NTPDase-2 as antigen, and 50% of the negative samples were 271 

randomly selected to evaluate the reproducibility of the ELISA results. The assays 272 

were performed in triplicate using the same procedure described above for the 273 

ELISA assay.  274 

 275 

Statistical Analysis 276 

The sensitivity and specificity were calculated by GraphPad Prism (version 5 for 277 

Windows). The following formulas were used for calculations: the Positive 278 

Predictive Value = TP / (TP + FP) x 100, Negative Predictive Value = TN / (TN + 279 

FN) x 100, and Accuracy=TP+FP/(TP+FP+TN+FN) x100. TN, TP, FN, and FP 280 

represent true negative, true positive, false negative, and false positive, 281 

respectively. The degree of agreement between ELISA assays using rLic-282 

NTPDase-2 and the results from standardized sera library (previously assayed 283 

using the Biomanguinhos test) was determined by the Kappa (k) values with 95% 284 

confidence intervals (Faria et al., 2011, apud Cohen, 1968). The cut-off was 285 

established using the ROC curve calculated using GraphPad Prism (version 5 for 286 

Windows). 287 
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 288 

The statistical significance of the results was determined by analysis of variance 289 

(ANOVA) and the Tukey test. P-values < 0.001 were considered statistically 290 

significant. The analysis was performed with GraphPad Prism software (version 5 291 

for Windows).  292 

RESULTS 293 

 294 

Cloning, expression and purification of recombinant rLic-NTPDase-2 antigen 295 

In the first step of the cloning strategy, the full-length coding region of Leishmania 296 

infantum chagasi strain M2682 NTPDase-2, based on the Leishmania infantum 297 

JPCM5 ATP diphosphohydrolase (gi 146081774), was amplified by PCR and 298 

cloned into the amplification vector pGEM. This step generated the pGEM-full-rLic-299 

NTPDase-2 construction. Sequencing of the full coding region (gi XXXXX) showed 300 

99% similarity to the GenBank ATP diphosphohydrolase (gi 146081774). Simple 301 

translation analyses showed that this divergence led to a change in only amino 302 

acids at the carboxy-terminal portion of the translated protein. In the JPCM5 strain, 303 

there is a phenylalanine, whereas in the M2682 strain, there is a serine. The 304 

pGEM-full-rLicNTPDase-2 construct was used as a template to amplify the region 305 

coding the predicted soluble ecto-domain of Lic-NTPDase-2 that was cloned into 306 

the expression vector pET21b. All amplification and cloning results have been 307 

obtained successfully (data not shown).  In this expression strategy, the rLic-308 

NTPDase-2 ecto-domain was fused at the C-terminal portion to a hexa-histidine 309 

tag. The fusion protein rLic-NTPDase-2 was purified by affinity chromatography 310 

over a Ni-NTA agarose matrix. As shown in Figure 1, the 396-aa sequence 311 
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encoded the recombinant protein with a predicted molecular weight of 43.9 kDa, 312 

which was successfully expressed and purified. We used two different strategies to 313 

purify the recombinant protein: the manual purification by batch adsorption (Figure 314 

1A) and the automated purification by FPLC technique (Figure 1B). For each of 315 

these methods, SDS-page analysis revealed the presence of only one protein 316 

band. The high degree of purity of purified rLic-NTPDase-2 was confirmed by the 317 

high sensitivity method of capillary electrophoresis coupled with fluorescence 318 

detection of proteins (Figure 2).  As shown in Figures 1 and 2, the quality of 319 

purified antigen appears to be high. In elution samples of a single protein band at 320 

43.9%, the purified antigen accounted for 91.6 % of the total protein in the sample 321 

(Figure 2). This purified antigen was then tested in CVL immunodiagnosis by the 322 

ELISA technique as described below. 323 

 324 

ELISA assay analysis using rLic-NTPDase-2  325 

To evaluate the applicability of recombinant rLic-NTPDase-2 in the diagnosis of 326 

CVL, the purified protein was used as the antigen to sensitize ELISA plates and to 327 

perform the ELISA assays. The first step in this approach was to determine the 328 

optimal amount of the recombinant antigen to sensitize the ELISA plates. We 329 

tested 0.25, 0.5 and 1 µg using 3 sera samples from known positives and 3 sera 330 

samples from the negative group of samples in the sera library (CVL negative and 331 

CVL positive, respectively) at the same dilution factor (1:40). We observed that 0.5 332 

µg provided the best differentiation between the groups of samples (data not 333 

shown). Then, using 0.5 µg of rLic-NTPDase-2, we tested the reactivity of the 334 

standardized sera library containing 48 CVL-positive sera (16 asymptomatic, 16 335 
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oligosymptomatic, and 16 polysymptomatic, classified according to Mancianti et al. 336 

1988), 26 CVL-negative sera and 30 sera positive for infection by T. cruzi. The cut-337 

off was performed using ROC curves as described in the material and methods. 338 

The rLic-NTPDase-2 ELISA results showed that the 48 true positive sera reacted 339 

100% above the cut-off value (Figures. 3 and 4, and Table 1). In this first assay, 340 

sera samples were tested in duplicate, and the recombinant protein purified 341 

manually by batch adsorption was used. Next, a blind   validation assay 342 

(reproducibility test) was performed using a set of 30% of the CVL-positive 343 

samples and 50% of the CVL-negative/Chagas-positive samples. The assay was 344 

performed in triplicate using the recombinant protein purified by FPLC. These 345 

results are shown in Figure 3, panel B, and in Table 1, and they confirm the 346 

significant differences between the groups of samples observed in the full library 347 

assay (Figure 3, panel A, and Table 1). Statistical analyses showed a high degree 348 

of confidence (K=1) between the predicted data (standard sera library) and the 349 

rLic-ELISA data and also revealed high levels of sensitivity and specificity when 350 

using this new recombinant antigen (Table 1). Despite the accordance between 351 

these tests, we observed differences in the absorbencies achieved in both assays. 352 

Using the recombinant protein purified by batch, the levels of absorbance were 353 

lower than those in the assay using the FPLC-purified recombinant protein. 354 

 355 

To analyze the existence of any correlation between CVL disease progression and 356 

the results from the ELISA assay using rLic-NTPDase-2, we separated the 48 357 

positive dogs into three groups. Separation was performed according to their 358 

clinical characteristics as asymptomatic, oligosymptomatic or polysymptomatic. 359 
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The rLic-NTPDase-2 ELISA mean absorbance values were 0.391, 0.375 and 0.415 360 

for asymptomatic, oligosymptomatic and polysymptomatic samples, respectively. 361 

The results were statistically analyzed; however, they did not show significant 362 

differences that could relate the detection of symptoms in animals with the rLic-363 

NTPDase-2 ELISA results. 364 

The specificity of the rLic-NTPDase-2 ELISA assay was determined using the 365 

results obtained for control sera from healthy dogs (true negatives) and sera from 366 

dogs with Chagas disease. The latter sera were used because Chagas disease is 367 

the main source of false positives reported in literature. The results showed 99% 368 

specificity;  only one chagasic serum was detected as positive (Figure 3). Table 1 369 

shows the sensitivity, specificity, positive predictive value and negative predictive 370 

value of these tests. The results demonstrate that the antigen rLic-NTPDase-2 is 371 

promising for use in the diagnosis of CVL by ELISA. 372 

 373 

DISCUSSION 374 

 375 

The NTPDase-2 gene from Leishmania (L.) chagasi was cloned, and its expression 376 

in a bacterial system led to the production of a recombinant protein of 43.9 kDa. In 377 

using a recombinant antigen produced in a bacterial system, it is very important to 378 

avoid non-specific cross-reactivity. Such cross-reactivity may result from the 379 

presence of proteins in the host of the expression system, in this case E. coli; 380 

therefore, the use of recombinant protein with a high degree of purity is ideal. This 381 

goal was achieved in this work (Figures 1 and 2). rLic-NTPDase-2 was used as the 382 

antigen in ELISA assays to assess its potential use in the serodiagnosis of CVL. 383 
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Antibodies against rLic-NTPDase 2 were detected in 100% of the samples isolated 384 

from dogs infected with CVL (Table 1). This value is higher than or quite similar to 385 

those reported for other recombinant antigens, such as recombinant K39 that was 386 

shown to have a sensitivity of 97% in a study using blood isolated from dogs in 387 

Italy (Scalone et al., 2002). The multicomponent protein chimera L. (L.) infantum 388 

PQ was previously shown to have a sensitivity of 93% in sera of dogs from Spain 389 

(Soto et al., 1998). Cysteine proteinase antigen rLdccys1 presented 98% sensitivity 390 

in sera samples from CVL-infected dogs found in the Brazilian endemic regions of 391 

Teresina, Piauí (Pinheiro et al., 2009). For protein chimera (epitopes K9, K26 and 392 

K39), the sensitivity was 96% (Boarini et al., 2005). This is comparable to results 393 

using the extract of Leishmania ribosomal proteins (LPRs), which showed a 394 

sensitivity of 100% in ELISA assays (Coelho et al., 2009). Furthermore, the level of 395 

sensitivity with rLic-NTPDase-2 was significantly higher than those reported with 396 

the antigen L. (L.) donovani A2, which showed a sensitivity of 87% (Carvalho et al., 397 

2002). In general, the use of recombinant proteins in diagnostic tests has many 398 

advantages over the use of non-recombinant proteins. The use of recombinant 399 

proteins yields higher specificity, which is associated with the high degree of purity 400 

and homogeneity of its preparations; no risk of infection during sample 401 

manipulation because the pathogenic agent is not used in the production of the 402 

recombinant antigen; and decreased levels of cross-reactivity with other disease 403 

antigens, which do not have a high degree of similarity with this antigen at the 404 

molecular level. Furthermore, this new recombinant antigen rLic-NTPDase-2 405 

shows advantages over many approaches that use total or partial antigenic 406 

preparation from Leishmania parasites. Despite the pre-existence of other 407 
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recombinant antigens in the literature, the discovery of additional recombinant 408 

antigens, such as rLic-NTPDase-2, is necessary in many ways. New antigens can 409 

be used to differentiate vaccinated dogs from infected dogs, when another 410 

recombinant antigen is already used for vaccination programs in endemic areas, 411 

and the new antigen can be used in combination with other antigens to improve 412 

previous diagnostic tests.  Furthermore, these additional recombinant proteins 413 

could be used in regions of the world where a currently used antigen is producing 414 

inadequate results due to the molecular divergences between the antigen in 415 

prevalent strains in different places (Boelaert et al., 2008). 416 

The use of rLic-NTPDase-2 as the antigen in ELISA assays was not able to 417 

distinguish between different states of CVL progression as shown in Figure 3 418 

(panel B); therefore, it seems that rLic-NTPDase-2 may not be useful as a marker 419 

of CVL prognosis. This result could be explained by the fact that this protein may 420 

be expressed at similar levels in all infected dogs; its expression may be 421 

independent of the stage of the disease. Alternatively, the result may be explained 422 

by the capacity of this antigen to induce the production of significant, elevated 423 

levels of specific antibodies in all infected dogs. Given the role of this protein in 424 

Leishmania infection and virulence (Marques-da-Silva, et al., 2008; de Souza, et 425 

al., 2010), along with the high absorbances observed in ELISA assays, both of 426 

these explanations are possible. Nonetheless, it is necessary to identify alternative 427 

assays to determine why ELISA assays for rLic-NTPDase-2 are unable to 428 

distinguish between the different stages of CVL progression.   429 

The percentage of cross-reactivity with sera isolated from dogs with Chagas 430 

disease, an infection found in endemic areas of CVL, was comparable to those 431 
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observed for other recombinant proteins analyzed for use in immunodiagnosis 432 

(Soto et al., 1998; Carvalho et al., 2002; Scalone et al., 2002, Rosati et al., 2003; 433 

Boarini et al., 2005; Coelho et al., 2009; Pinheiro et al., 2009). This high specificity 434 

may be due to the absence of the NTPDas-2 isoform in the T. cruzi genome. Until 435 

now, only one E-NTPDase, named NTPDase-1, was described in T. cruzi, and two 436 

isoforms are predicted in Leishmania parasites: NTPDase-1 and NTPDase-2 437 

(Fietto et al., 2004; Santos et al., 2009). The amino acid identity between the T. 438 

cruzi NTPDase-1 (GenBank entry GI:45685733) and the isoform NTPDase-2 from 439 

Leishmania infantum is very low (only 28%) (data not shown). This discrepancy 440 

could explain the specificity of this antigen and the decrease in chagasic cross-441 

reactivity. More importantly, this advantage lends further support to the use of rLic-442 

NTPDase-2 as the diagnostic antigen.  443 

As a whole, our data indicate that the recombinant protein rLic-NTPDase-2 from 444 

Leishmania  infantum chagasi may be used in serodiagnostic tests for CVL, 445 

allowing the detection of both subclinical and clinical forms of the disease. In this 446 

context, its use in the diagnosis of CVL could help in identifying the remaining 447 

asymptomatic dogs in endemic areas. As these canines serve as a major reservoir 448 

for the parasite, this would be critical for the epidemiological control of this disease. 449 

 450 

CONCLUSIONS 451 

These results show the high potential of this recombinant protein for the immune 452 

diagnosis of CVL Furthermore, they could open new doors for its use in other 453 

diagnostic approaches, such as in the fast lateral flow assays that could be used 454 

for the control of VCL. Additional potential applications are the use of this antigen 455 
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in human visceral Leishmaniasis diagnosis, in epidemiological inquiries or in the 456 

development of new recombinant vaccines. All of these uses could contribute to 457 

the control of this serious neglected disease. 458 

 459 
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1 468 

 469 
Figure 1. Purified rLic-NTPDase-2. The rLic-NTPDase-2 was expressed using 470 

the pET21b E. coli BL21-codon plus system and purified by Ni-agarose affinity 471 

chromatography. The purified protein was analyzed by SDS-PAGE  10% stained 472 

with silver. MW is the molecular weight marker shown in kDa. Lane A) 10 µg of 473 

rLic-NTPDase-2 purified by batch adsorption. Lane B) 10 µg of rLic-NTPDase-2 474 

purified by FPLC.  475 

2 476 

 
 

 477 

Figure 2. Analysis of rLic-NTPDase-2 purity by capillary electrophoresis and 478 

fluorescence stain. The purity of rLic-NTPDase-2 was analyzed using a sample of 479 

51.3 ng/µl of FPLC-purified rLic-NTPDase-2 and the LabChip® Agilent Protein 230 480 

Kit (Agilent 2100 Bioanalyzer). Panel A shows the image of the electrophoresis 481 

result after SDS-PAGE gel visualization. Only one protein band is observed in the 482 

rLic-NTPDase-2 
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rLic-NTPDase-2 lane. Panel B shows the quantification of these results and 483 

reveals that rLic-NTPDase-2 protein band represents 91.6 % of the total protein in 484 

the sample. 485 
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 488 
Figure 3. Box plot analysis of ELISA assay using rLic-NTPDase-2 as antigen. 489 

Panel A) ELISA assay using recombinant protein purified by batch and full sera 490 

library containing CVL-negative samples from healthy dogs (“negative” (n=26)), 491 

CVL-positive samples from endemic area (“positive” (n=48)), and CVL-negative T. 492 

cruzi-infected samples from dogs in a non-endemic area (“T. cruzi” (n=48)). Panel 493 

B) Reproducibility assay (validation) performed using recombinant protein purified 494 

by FPLC along with 30% of the positive samples and 50% of the negative samples 495 

blindly chosen and assayed in triplicate. All sera samples were diluted 1:40 and 496 

assayed using 0.5 µg of purified rLic-NTPDase-2.  497 

4 498 

A) 

B) 
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 499 
Figure 4. Analysis of the correlation between the ELISA assay using rLic-500 

NTPDase-2 and CVL progression. The ELISA results were separated by the 501 

stage of CVL disease into asymptomatic (without symptoms), oligosymptomatic 502 

(with lower levels of symptoms) and polysymptomatic (with severe symptoms) 503 

according to Mancianti et al.  (1988). Sera samples were diluted 1:40 and assayed 504 

in duplicate using 0.5 µg of batch-purified rLic-NTPDase-2. The dashed line 505 

represents the cut-off value calculated using a ROC curve. Insignificant differences 506 

were observed between disease stage groups using GraphPad Prism software 507 

(version 5 for Windows) program. 508 

 509 

Table 1. Sensitivity, specificity and predicted value of the ELISA assay 
performed with rLic-NTPDase-2 antigen of L (L) infantum chagasi. 

Test 
Sensitivity 

 (%) 

Specificity 

 (%) 

PP 

 (%) 

PN 

 (%) 

Kappa 

Full serum 

library 
100 100 100 100 1 

Validation 100 100 100 100 1 

 510 

PP (Predicted Positive) and PN (Predicted Negative). The full sera library test was 511 

performed with all sera samples (48 CVL-positive, 26 CVL-negative, and 48 512 

Chagasic-positive and CVL-negative) in duplicate, using recombinant protein 513 

purified by batch adsorption. The validation test was performed with 30% of the 514 
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CVL-positive samples and 50% of the CVL-negative samples blindly chosen and 515 

assayed in triplicate using recombinant protein purified by FPLC. 516 


