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APRESENTAÇÃO

A obra “Dinâmica das Doenças Infecciosas” que aqui temos o privilégio de 
apresentar, compõe – se inicialmente de dois volumes. 

Na medicina sabemos que uma doença infecciosa ou transmissível é uma 
doença ou distúrbio de funções orgânicas, causada por um agente infeccioso ou 
suas toxinas através da transmissão desse agente ou seus produtos por meio de 
hospedeiro intermediário vegetal ou animal, por meio de um vetor, ou do meio 
inanimado.

Deste modo, podemos dizer que a obra que você possui agora em mãos, 
essencialmente trata de qualquer doença causada por um agente patogênico, os 
quais podemos incluir príons, vírus, rickettsias, bactérias, fungos, e parasitas. Cada 
vez mais a evolução biotecnológica tem nos permitido conhecer mais sobre os 
microrganismos causadores de infecções em humanos, e o material apresentado 
e elencado aqui nos oferece essa visão e nos leva à compreender os motivos do 
estabelecimento da infecção, das co-infecções agregando valor para o discernimento 
e compreensão das doenças infecto-parasitárias. A disponibilização destes trabalhos 
nos favorece conhecimento e ao mesmo tempo evidencia a importância de uma 
comunicação científica sólida.

Esse primeiro volume compreende capítulos bem elaborados e desenvolvidos 
por profissionais de diversas regiões do pais com diferentes linhas de pesquisa 
no campo das doenças infecciosas demonstrando a dinâmica das doenças tais 
como a leptospirose, a meningite, o vírus da dengue, a hepatite C, a malária, a 
Biotecnologia, Leishmania, toxoplasmose, Mycobacterium leprae, vigilância 
epidemiológica, choque séptico, microRNAs, biogênese, febre amarela, hepatite 
B, enterobacteriaceae, resistência, antibiótico, doença de Chagas, meningite, zika 
vírus, Mycobacterium avium dentre outras diversas observações à dinâmica das 
doenças infecciosas.

Portanto, a obra “Dinâmica das Doenças Infecciosas – volume 2” pretende 
apresentar ao leitor uma teoria bem fundamentada desenvolvida em diversas partes 
do território nacional de maneira concisa e didática. Entendemos que a divulgação 
científica é fundamental para o desenvolvimento e avanço da pesquisa básica 
em nosso país, por isso destacamos também a estrutura da Atena Editora capaz 
de oferecer uma plataforma consolidada e confiável para estes pesquisadores 
divulguem seus resultados. 

Desejo à todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: As semelhanças entre as 
manifestações das leishmanioses que 
podem dificultar o diagnóstico clínico também 
influenciam na ocorrência de reações 
falso-positivas. Frente a isso, no ensaio 
imunoenzimático (ELISA), surge a possibilidade 
de utilização de um antígeno mais específico 
para a identificação dos protozoários, sendo 
um desses a proteína recombinante HSP83. O 
estudo objetivou analisar a possível influência 
da variabilidade proteica da HSP83 do gênero 
Leishmania no teste ELISA para a determinação 
desta como antígeno diagnóstico espécie-
específico. Foi desenvolvido estudo de análise 
in silico utilizando ferramentas de bioinformática 
e softwares gratuitos para o alinhamento de 
sequências proteicas de HSP83 de espécies 
do gênero Leishmania, foram elas o banco de 
dados NCBI e os programas UniProt, BLAST 
e MEGA. Nenhum dos alinhamentos simples 
apresentou valor de identidade menor que 92% e 
o alinhamento múltiplo correspondeu a 89.64%. 
A árvore filogenética formou ramo mostrando 
maior proximidade de L. infantum com L. major. 
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Assim, sendo cada espécie responsável por causar um tipo de leishmaniose, o fato de 
existirem sequências tão conservadas influencia a ideia de que os epítopos da HSP83 
a serem identificados pelos anticorpos no teste ELISA não permitam especificamente 
a diferenciação de qualquer das proteínas no gênero. Infere-se, portanto, que a 
proteína HSP83, apesar de possibilitar diagnósticos sorológicos de leishmaniose com 
reatividade cruzada insignificante em relação a outros gêneros, não pode ser definida 
como indicada para a utilização em um diagnóstico espécie-específico.
PALAVRAS-CHAVE: Bioinformática. Biotecnologia. Leishmania. Proteínas de Choque 
Térmico.

HSP83 PROTEIN VARIABILITY ANALYSIS FOR ELISA SERODIAGNOSIS OF 

LEISHMANIASIS

ABSTRACT: The similarities between the manifestations of leishmaniasis that 
can make clinical diagnosis difficult also influence the occurrence of false positive 
reactions. Given this, in the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), is possible 
use a more specific antigen for the identification of the etiological agent, which is the 
recombinant protein HSP83. The objective of this study was to analyze the possible 
influence of the protein variability of the Leishmania genus HSP83 on the ELISA for 
the determination of this as a species-specific diagnostic antigen. An in silico analysis 
study was developed using bioinformatics tools and free software for the alignment of 
HSP83 protein sequences of species on the genus Leishmania, they were the NCBI 
database and the UniProt, BLAST and MEGA programs. None of the simple alignments 
presented an identity value of less than 92% and the multiple alignment corresponded 
to 89.64%. The phylogenetic tree showed greater proximity of L. infantum with L. major. 
Thus, with each species being responsible for causing a type of leishmaniasis, the fact 
that there are such conserved sequences influences the idea that HSP83 epitopes 
to be identified by antibodies in the ELISA do not specifically allow differentiation of 
any of the proteins in the genus. It is inferred that the protein HSP83, despite allowing 
serological diagnoses of leishmaniasis with insignificant cross-reactivity in relation to 
other genera, cannot be defined as indicated for use in a species-specific diagnosis.
KEYWORDS: Bioinformatics. Biotechnology. Leishmania. Heat Shock Proteins.

1 | 	INTRODUÇÃO

A leishmaniose é uma doença parasitária ocasionada por protozoários do 
gênero Leishmania.  Apresenta-se de duas formas distintas: a dermotrópica, que pode 
ainda ser classificada como cutânea, cutânea difusa ou mucocutânea, e a visceral 
(BARBOSA, 2005). As formas dermotrópicas são causadas, principalmente, pelos 
agentes Leishmania braziliensis, Leishmania amazonensis, Leishmania guyanensis, 
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Leishmania major, Leishmania tropica e Leishmania aethiopica. Enquanto a forma 
visceral é causada pelos agentes Leishmania donovani e Leishmania infantum. 
Ambas acometem humanos e animais não humanos, sendo mais comuns em 
roedores e canídeos, e são vetorizadas pela fêmea de flebotomíneos do gênero 
Lutzomyia (NEVES, MELO & LINARDI, 2011). 

Epidemiologicamente, é classificada como endêmica, atingindo cerca de 100 
países no mundo. Na América Latina, a maioria dos países tem grande incidência, 
e isso se deve ao fato de que grande parte deles está contida entre os trópicos, ou 
seja, apresenta clima favorável à proliferação de vetores. Tal ideia enfatiza o fato 
de que, mesmo sendo um grave problema de saúde pública, o controle é deficiente 
e complexo, acabando por proporcionar um aumento de novos casos a cada ano, 
com perspectiva de acometimento de novas áreas também (GALDINO, 2004). 
No Brasil, há incidência em todas as regiões, com exceção dos estados do sul 
(FUNASA, 2000). As maiores se encontram nas regiões norte e nordeste, onde as 
condições precárias de saneamento e atenção básicos, adjuntas a um grande abono 
intelectual de determinadas populações, por exemplo, em áreas menos assistidas 
das cidades, contribuem para a manutenção dos ciclos de reprodução dos vetores 
e consequente transmissão a intermediários (BARBOSA, 2005).

Em adição a essa problemática, a existência simultânea de casos isolados 
e de surtos de Doença de Chagas Aguda (DCA) na região Norte do Brasil (91,1% 
dos casos registrados no país) também é um fator preocupante, haja vista que, em 
muitas áreas, pode ser somada à endemicidade das leishmanioses. Tal perspectiva 
é um grande perigo, pois essas parasitoses, em vários casos, apresentam sinais 
e sintomas muito semelhantes, e isso implica a necessidade de um diagnóstico 
capaz de diferenciá-las (BRASIL, 2015; MATOS et al., 2015). Para tentar solucionar 
esse impasse, proteínas recombinantes têm sido utilizadas como potenciais alvos 
diagnósticos, uma delas é a HSP83, que é uma proteína de choque térmico - do 
inglês, Heat Shock Protein - responsável, entre outras funções, pelo dobramento, 
síntese, montagem e degradação de proteínas (CASTRO et al., 2013).

Na defesa do organismo, o nível de HSP pode ser aumentado em resposta a 
um estresse osmótico ou oxidativo ou a um aumento de temperatura, por exemplo. 
Nesses casos, o aumento de HSP trabalha para a síntese e amadurecimento de 
novas proteínas, que substituem aquelas prejudicadas por determinado estresse 
metabólico (BUKAU, WEISSMAN & HORWICH, 2006). Desse modo, a HSP83 é 
evidenciada como indutora de respostas imunológicas humorais - realizadas pelos 
linfócitos T e B, sendo antígeno imunodominante já reconhecido, por exemplo, pelos 
soros de pacientes com leishmaniose tegumentar. Daí a ideia de que a HSP83 é 
antígeno possível para o diagnóstico (KAUR & KAUR, 2012). Hoje, o teste ELISA é 
um dos ensaios sorológicos utilizados para estudos e diagnóstico de leishmaniose, 
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e, apesar de apresentar casos de reações falso-positivas, continua a ser indicado 
porque possui alta sensibilidade (de 71 a 100%) e grande valor preditivo, com 
especificidade de 85 a 100%. A técnica usada é o ELISA Indireto, que se utiliza de 
um antígeno para perceber se há a presença de anticorpos correspondentes. No 
entanto, a grande questão ainda é encontrar um antígeno suficientemente capaz 
de realizar o diagnóstico correto e de proporcionar o reconhecimento espécie-
específico com o mínimo de interferências (CELESTE et al., 2014; FERREIRA et 
al., 2013; LUCIANO et al., 2009).

Tudo isso tendo em vista que as semelhanças entre as manifestações 
das doenças que podem dificultar o diagnóstico clínico, também influenciam na 
ocorrência de reações falso-positivas, sendo a reatividade cruzada em testes 
sorológicos geralmente decorrente da similaridade entre os parasitas nos testes 
que utilizam a forma promastigota como antígeno bruto. Frente a isso, no ensaio 
imunoenzimático (ELISA), a proteína recombinante HSP83, presente no gênero 
Leishmania, surge como possível alternativa (CELESTE et al., 2004). Assim o 
presente estudo se justifica pela necessidade de determinação de um antígeno 
capaz de possibilitar um diagnóstico espécie-específico rápido e confiável. Afinal, 
cada espécie possui suas próprias características, podendo estar envolvidas em 
diferentes manifestações clínicas, e a identificação correta do agente etiológico 
é fundamental para o tratamento adequado e controle das doenças. No geral, o 
objetivo foi analisar a possível influência da variabilidade proteica da HSP83 do 
gênero Leishmania no ensaio imunoenzimático (ELISA) para a determinação desta 
como antígeno diagnóstico espécie-específico.

2 | 	METODOLOGIA

O estudo desenvolvido é caracterizado como estudo de análise computacional 
(in silico), feito utilizando ferramentas e softwares gratuitos ou de acesso livre. A 
ideia principal foi alinhar as sequências proteicas de HSP83 de cada espécie de 
Leishmania disponível para avaliar se há probabilidade desta ser utilizada como um 
antígeno espécie-específico em testes sorológicos.

2.1	Busca de sequências

As buscas das sequências gênicas e, posteriormente, proteicas das espécies 
foram realizadas através do banco de dados National Center for Biotechnology 
Information (NCBI), sendo realizadas em espécies do gênero Leishmania. As 
sequências de interesse estão descritas na tabela 1. O critério para a escolha das 
sequências foi selecionar uma de cada espécie presente no banco de dados, sendo 
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que, cada uma dessas necessitava possuir mais de 2000 pb. Todas as sequências 
com menos de 2000 pb foram excluídas. Isso porque o gene possui aproximadamente 
2100 nucleotídeos e, então, a probabilidade da sequência estar completa é maior 
quando a quantidade de nucleotídeos se encontra acima de 2000 (VERLI, 2014).

Tabela 1. Espécies selecionadas para o estudo com seus respectivos identificadores presentes 
no banco de dados NCBI.

2.2	Alinhamento das sequências e análise de similaridade

As sequências foram alinhadas e visualizadas em 3 programas, cada um com o 
objetivo de obter um resultado diferente. A primeira parte foi feita utilizando o algoritmo 
e aplicativo Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), no qual foram realizados os 
alinhamentos simples entre as sequências padrão (query) e as demais sequências. 
As sequências padrão escolhidas foram aquelas das espécies Leishmania infantum 
e Leishmania braziliensis, tendo como base estudos experimentais descritos na 
literatura. A segunda parte foi a obtenção do percentual do alinhamento múltiplo 
(entre todas as sequências selecionadas), realizado no software Universal Protein 
(UniProt). A terceira parte foi o alinhamento múltiplo realizado com a finalidade de 
obter a árvore filogenética de tais sequências proteicas, feita no programa Molecular 
Evolutionary Genetics Analysis (MEGA), e no qual foi utilizado uma sequência 
externa ao gênero como outgroup (ALTSCHUL et al., 1997; KUMAR et al., 2018; 
VERLI, 2014).

2.3	Análise dos dados obtidos

Para a realização da análise dos dados obtidos, foram utilizadas referências 
bibliográficas que atestaram a veracidade das inferências relacionadas a aspectos 
de similaridade de sequências e do diagnóstico.
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3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

A alta especificidade e sensibilidade da utilização de rHSP83 (recombinante) de 
Leishmania infantum, que também apresenta quantidades insignificantes de reações 
cruzadas com outras doenças infecciosas, sugere que tal proteína seja utilizada 
como ensaio sorológico confirmatório de rotina para leishmanioses (CELESTE et 
al., 2014). Nesse sentido, a comparação de similaridade entre sequências proteicas 
de HSP83 de espécies do gênero Leishmania com a sequência específica de 
Leishmania infantum, permite inferir se a conservação entre elas confere maior ou 
menor probabilidade do antígeno HSP83 ser espécie-específico para o diagnóstico 
dessas doenças. Sendo assim, o gráfico a seguir demonstra o grau de identidade 
entre as sequências de HSP83 das espécies Leishmania major, Leishmania 
donovani, Leishmania mexicana, Leishmania panamensis e Leishmania braziliensis 
com a sequência de HSP83 de Leishmania infantum.

Gráfico 1. Porcentagem de identidade entre a sequência proteica de HSP83 de Leishmania 
infantum e as sequências de HSP83 das demais espécies presentes no estudo.

A sequência de HSP83 da espécie Leishmania major apresentou maior grau 
de identidade com a espécie Leishmania infantum (padrão), que correspondeu a 
99.71% de similaridade. Quanto às demais, houve 98.69% de similaridade quando 
o subject (sequência sujeita à comparação com o padrão) foi a sequência de 
HSP83 de Leishmania donovani, 96.51% para Leishmania mexicana, 92.33% para 
Leishmania panamensis e 92.17% para Leishmania braziliensis. Todas as sequências 
apresentaram porcentagem maior que 92 de similaridade com a sequência de 
HSP83 de Leishmania infantum, o que quer dizer que mais de 92% dos aminoácidos 
da proteína HSP83 de Leishmania infantum são conservados nas demais espécies 
pesquisadas. Sendo assim, a alta similaridade permite inferir que as funções, bem 
como a conformação tridimensional dessa proteína se mantêm quase imutável 
entre as espécies do gênero Leishmania, e, então, apresentam grande potencial 
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para utilização como antígeno sorológico que não seja espécie-específico. Afinal, 
como as proteínas são muito conservadas no gênero, possivelmente seus epítopos 
estimulam os anticorpos de forma inespecífica quando realizado o teste ELISA 
(GALDINO, 2004; MENEZES-SOUZA et al., 2014).

	 No mesmo sentido, a tentativa de busca por alvos diagnósticos com 
especificação de epítopos também se faz necessária, pois, às vezes, proteínas 
ortólogas de diferentes organismos podem apresentar sítios muito conservados que 
impliquem em reatividade cruzada. Pensando nisso, Menezes-Souza et al. (2014) 
identificou três epítopos HSP83 lineares de células B de Leishmania braziliensis 
que divergem de proteínas ortólogas em organismos potenciais para reatividade 
cruzada (humanos, caninos e Trypanosoma cruzi). Assim, o gráfico seguinte mostra 
o percentual de similaridade entre as sequências de HSP83 das espécies Leishmania 
major, Leishmania donovani, Leishmania mexicana, Leishmania panamensis e 
Leishmania infantum com a sequência de HSP83 de Leishmania braziliensis.

Gráfico 2. Porcentagem de identidade entre a sequência proteica de HSP83 de Leishmania 
braziliensis e as sequências de HSP83 das demais espécies presentes no estudo.

A maior porcentagem de identidade entre a sequência de HSP83 de Leishmania 
braziliensis e as demais sequências do estudo foi obtida do alinhamento com a 
sequência de Leishmania panamensis, que correspondeu a 98.87%, seguida 
das sequências de Leishmania mexicana (93.61%), Leishmania major (93.04%), 
Leishmania donovani (92.76%) e Leishmania infantum (92.17 %). Todas essas 
corresponderam a mais de 92% de identidade quando comparadas à sequência de 
Leishmania braziliensis, e isso indica que muito provavelmente os 3 epítopos são 
conservados, denotando a característica que a proteína HSP83 tem de diminuir a 
ocorrência de reatividade cruzada quando comparada a antígenos de espécies de 
outros gêneros (FARIA & ANDRADE, 2012; GALDINO, 2004; MENEZES-SOUZA et 
al., 2014). Entretanto, permite também que a ideia de que não possa ser utilizada 
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como antígeno espécie-específico seja enfatizada.
Além desses, a porcentagem de identidade do alinhamento múltiplo entre todas 

as sequências também foi um resultado expressivo, que correspondeu ao valor de 
89.645% de identidade entre as sequências proteicas. E isso, então, reafirma a 
inferência de que todos os soros dos indivíduos acometidos por alguma das seis 
espécies envolvidas no estudo reagirão quando expostos à proteína recombinante 
HSP83, sem, portanto, a possibilidade de realização do diagnóstico espécie-
específico (FARIA & ANDRADE, 2012; MATOS, 2015).

Dando continuidade, tem-se que as relações entre as espécies são entendidas 
e podem ser identificadas através da filogenia, que é utilizada para inferir a origem 
de características similares e a consequente relação evolucionária entre organismos 
(BUSO, 2005). Assim, a seguinte figura representa a árvore filogenética obtida dos 
alinhamentos múltiplos das sequências proteicas de HSP83 presentes no estudo, 
com a presença também da sequência proteica de HSP83 da espécie Trypanosoma 
brucei, utilizada como outgroup na produção do dado.

Figura 1. Árvore filogenética obtida a partir do alinhamento múltiplo entre as 6 sequências 
proteicas de HSP83 do gênero Leishmania e a sequência de HSP83 do Trypanosoma brucei 

realizada através do programa MEGA.

A disposição da árvore filogenética demonstra que entre as espécies que 
mostraram maior similaridade entre si, estão a Leishmania major e a Leishmania 
infantum. Sendo que cada uma é responsável por causar um tipo de leishmaniose, 
ou seja, o diagnóstico necessitaria de uma avaliação clínica conjunta, pois se 
sequências que causam diferentes tipos da doença são tão semelhantes, infere-se 
que não há como realizar o diagnóstico sorológico espécie-específico a partir dessa 
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proteína. Afinal, os anticorpos que agem sobre uma conformação proteica no teste 
ELISA, com grande probabilidade, agirão em todas as outras, pois as sequências são 
muito similares, e isso permite compreender que possuem conformação estrutural e 
função muito próximas (BARBOSA, 2005; BUSO, 2005).

No geral, todas as HSP83, no gênero Leishmania, podem fornecer uma 
sinalização universal de infecção por leishmaniose, independente da espécie da 
qual for retirada ou recombinada. E mesmo que não possa ser considerada como 
antígeno espécie-específico, apresenta alvos possivelmente muito conservados, 
que, quando associados ao diagnóstico clínico e/ou a outro método, pode garantir 
mais segurança na determinação da doença. Logo, o estudo foi importante para 
demonstrar o alto grau de conservação entre as proteínas no gênero, que já havia 
sido proposto por estudos experimentais e in silico com outros tipos de HSP. 

4 | 	CONCLUSÃO

Conclui-se, portanto, que a proteína HSP83, presente no gênero Leishmania, 
apesar de possibilitar diagnósticos de leishmaniose com reatividade cruzada 
insignificante no teste ELISA quando relacionada a organismos de outros gêneros, 
não pode ser definida como indicada para a utilização em um diagnóstico 
espécie-específico. Sendo assim, nos casos de utilização dela, seria necessário 
um diagnóstico clínico conjunto, bem como a utilização de outro método que 
corroborasse para um diagnóstico laboratorial coerente.
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