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RESUMO 

A leishmaniose é considerada como uma das seis endemias prioritárias no mundo. 
Sua gravidade vai depender da espécie contaminante, podendo variar de uma lesão 
cutânea relativamente branda a uma infecção visceral que pode ser fatal na 
ausência de tratamento. Atualmente, um dos grandes desafios encontrados nos 
estudos acerca da crescente urbanização da leishmaniose visceral (LV), é o 
desenvolvimento de vacinas com elevada eficácia para induzir proteção contra 
infecção por Leishmania. Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo 
avaliar a resposta imune humoral e celular de uma nova formulação vacinal contra a 
leishmaniose visceral (VL) usando hamster (Mesocricetus auratus) como modelo 
experimental. A formulação vacinal foi constituída por dois peptídeos sintéticos da 
protease gp63 na Leishmania major com alta predição de MHC-I e II. A preparação 
dos peptídeos teve início com a sua predição, utilizando o software SYFPEITHI, 
seguida da sintetize química destes, usando a metodologia de fase sólida, segundo 
o protocolo padrão de Merrifield (1963). A purificação e identificação dos peptídeos 
foi realizada por meio de cromatografia liquida sob condições de baixa pressão. 
Nove animais com idade de 4-8 semanas foram selecionados de forma aleatória e 
dividos em três grupos experimentais: o grupo controle, o grupo imunizado com o 
adjuvante montanide (ISA) e o grupo imunizado com a associação dos peptideos + 
ajuvante Montanide (Pep+ISA), cada grupo contendo três animais. Os inóculos dos 
diferentes grupos experimentais foram administrados via subcutânea em três doses 
vacinais em intervalos de 14 dias. O grupo controle recebeu 100 μL de solução 
salina estéril a 0,85%, o grupo ISA recebeu 30 µL do adjuvante oleoso Montanide 
ISA-61VG diluído em 70 µL de solução salina 0,85% e o grupo Pep+ISA recebeu 30 
µL do peptídeo MHC-I + 30 µL do peptídeo MHC-II, emulsionados em 30 µL do 
adjuvante Montanide ISA-61VG e diluídos em 10 µL de solução salina 0,85%. Seis 
dias após a última dose da vacina, os animais foram sedados com Clortamina® (50 
mg/mL) por via intraperitoneal e o sangue coletado para prosseguir com as análises 
hematológicas, bioquímicas e sorológica. Após 205 dias da última dose vacinal, os 
animais foram eutanasiados e seus baços coletados para avaliação da resposta 
linfoproliferativa. Os resultados bioquímicos demostraram que a composição vacinal 
não teve ação tóxica, apresentando níveis séricos de ureia, creatinina e das enzimas 
hepatocelulares dentro das taxas normalidade do funcionamento renal e hepático. A 
formulação vacinal também exibiu níveis significativos de anticorpos e a existência 
de memória imunológica, evidenciada pelo aumento da atividade linfoproliferativa 
nas culturas de esplenócitos, quando comparado o grupo que recebeu a vacina com 
os demais grupos experimentais. 
 
Palavras-chave: ensaio imunoenzimático, epítopo, bioinformática, glicoproteína, 
linfócitos T. 



 

ABSTRACT 

Leishmaniasis is considered one of the six endemics priority in the world. Its severity 
will depend on the contaminating species, and may range from a relatively mild 
cutaneous lesion to a visceral infection that can be fatal in the absence of treatment. 
Now a days, one of the major challenges encountered in studies of the increasing 
urbanization of visceral leishmaniasis (VL) is the development of highly effective 
vaccines to induce protection against Leishmania infection. In this context, the 
present study aimed to evaluate the humoral and cellular immune response of a new 
vaccine formulation against visceral leishmaniasis (VL) using hamster (Mesocricetus 
auratus) as an experimental model. The vaccine formulation consists of two synthetic 
peptides of the gp63 protease in Leishmania major with high prediction of MHC-I and 
II. The preparation of the peptides started with their prediction, using SYFPEITHI 
software, followed by their chemical synthesis, using the solid phase methodology, 
according to the standard protocol of Merrifield (1963). The peptides’ purification and 
identification of th was performed by liquid chromatography under low pressure 
conditions. Nine animals aged 4-8 weeks were randomly selected and divided into 
three experimental groups: the control group, the group immunized with the adjuvant 
montanide (ISA) and the group immunized with peptide + adjuvant montanide 
association (Pep + ISA), each group containing three animals. Inoculations of the 
different experimental groups were administered subcutaneously at three vaccine 
doses at 14 day intervals. The control group received 100 μL of 0.85% sterile saline, 
the ISA group received 30 μL of the Montanide ISA-61VG oily adjuvant diluted in 70 
μL of 0.85% saline and the Pep + ISA group received 30 μL of the MHC-I peptide + 
30 μL of the MHC-II peptide, emulsified in 30 μL of the Montanide ISA-61VG adjuvant 
and diluted in 10 μL of 0.85% saline solution. Six days after the last vaccine dose, the 
animals were sedated with Chlortamine® (50 mg / mL) intraperitoneally and the 
blood collected to proceed with hematological, biochemical and serological analyzes. 
After 205 days of the last vaccine dose, the animals were euthanized and their 
spleens collected for evaluation of the lymphoproliferative response. The biochemical 
results showed that the vaccine composition had no toxic action, presenting serum 
levels of urea, creatinine and hepatocellular enzymes within the normal range for 
renal and hepatic functioning. The vaccine formulation also showed significant levels 
of antibodies and the existence of immunological memory evidenced by the increase 
in lymphoproliferative activity in splenocyte cultures, when compared to the group 
that received the vaccine with the other experimental groups. 
 
Keywords: immunoenzymatic assay, epitope, bioinformatics, glycoprotein, T 
lymphocytes. 
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1 INTRODUÇÃO 

A Leishmaniose Visceral (LV) ou calazar neo-tropical, transmitida no Brasil por 

fêmeas da espécie Lutzomyia longipalpis, é uma doença sistêmica crônica grave 

com ampla distribuição geográfica, podendo ser fatal na ausência de tratamento. 

Causada pelas espécies Leishmania donovani, Leishmania infantum ou Leishmania 

chagasi é considerada endêmica principalmente em regiões de pobreza (Índia, 

Bangladesh, Nepal, Sudão e Brasil) (DESJEUX, 2004; MICHALICK, 2004; 

GRIESVEN e DIRO 2012; MONTALVO et al., 2012). 

O ciclo de vida do parasito inicia-se no momento do repasto sanguíneo do 

flebotomíneo fêmea, onde as formas promastigotas metacíclicas são transmitidas ao 

hospedeiro invadindo os macrófagos. As promastigotas se diferenciam em formas 

amastigotas e se multiplicam por divisão binária até que ocorra o rompimento da 

célula infectada e as amastigotas sejam liberadas. Quando o L. longipalpis pica o 

hospedeiro infectado, ingere formas amastigotas que se diferenciam em 

promastigotas dando continuidade ao ciclo (REY, 2001; SILVA, 2008) 

Os canídeos são considerados como sendo o principal reservatório da doença, 

devido ao contato regular com o homem e por muitas vezes apresentar diferentes 

sintomatologias clínicas que variam de um estado aparentemente sadio até um 

estado terminal (MADEIRA et al., 2004). 

Dados epidemiológicos relatam que a LV apresenta uma incidência mundial de 

500 mil casos/ano, com mais de 55.000 óbitos anualmente (DESJEUX, 2004; 

NUNES et al., 2008; DA SILVA et al., 2010). No Brasil, é consenso na comunidade 

científica a necessidade de uma vacina capaz de quebrar o ciclo de transmissão da 

Leishmania infantum no reservatório canino, visando à redução de incidências de 

casos em humanos. Contudo, o desenvolvimento de vacinas tem sido difícil pela 

complexidade do ciclo de vida e variabilidade antigênica de Leishmania spp. Devido 

a estas e outras variáveis, as tentativas para produzir vacinas seguras e eficazes 

contra Leishmania para cães ainda não alcançou o sucesso desejado (GRADONI et 

al., 2001; MAROLI et al., 2010). 

Uma nova abordagem na produção de vacinas é a utilização de peptídeos 

sintéticos capazes de induzir imunidade por células-T, desencadeada pela 

apresentação do antígeno via MHC I ou MHC II. Baseada em vacinologia reversa, 
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vêm como um forte candidato para se incrementar a imunogenicidade e 

consequentemente os níveis de proteção contra leishmaniose, devido à facilidade de 

produção em larga escala, serem quimicamente estáveis e livre de contaminantes 

(VAN DER BURG et al., 2006; JACKSON et al., 2006). 

Dentre os diversos possíveis candidatos vacinais contra a doença, temos o 

complexo lipofosfoglicano (LPG), expresso na forma flagelada do parasito, e a 

metaloproteinase gp63 (MICHALICK, 2004). A gp63, uma das moléculas mais 

abundantes na superfície da membrana do parasito, com 63kDa e com genes de 

identidade altamente conservada, é identificada como um dos fatores de virulência e 

patogenicidade do parasito, sendo caracterizada na superfície de diferentes 

Leishmania spp., por meio de uma âncora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (CUERVO 

et al., 2008). Conhecida também como PSP (promastigote surface protease), 

metaloproteinase ou leishmanolisina, tem capacidade para degradar diversos 

substratos como caseína, gelatina, albumina, hemoglobina e fibrinogênio (YAO et 

al., 2003). 

Segundo a literatura, um paciente imunizado com epítopos desta molécula pode 

apresentar memória em seu sistema de defesa após o primeiro contato, uma vez 

que após serem processados no interior dos macrófagos, os antígenos associados 

ao MHC de classe I ou MHC de classe II são expressos às células TCD 8+ ou TCD 

4+ respectivamente, estimulando respostas celular e/ou humoral (MACHADO et al., 

2004a; REIS et al., 2006). 

De acordo com os órgãos oficiais de saúde, testes de vacinas devem obedecer a 

várias fases de estudo, começando com a Fase I (comparação entre indivíduos 

vacinados e placebos para avaliar a segurança de candidatos imunobiológicos) até 

Fase IV, com base na monitorização após a comercialização do produto como parte 

de campanhas nacionais de imunização (WHO, 2010). Nesse processo, destacam-

se os estudos de Fase I, que envolve testes de inocuidade e toxicidade, bem como 

os de Fase II, com o objetivo de verificar a segurança e proteção preliminar 

potencialmente induzida pela vacina. 

Neste sentido, o presente estudo teve por finalidade avaliar a resposta imune 

humoral e celular de hamsters (Mesocricetus auratus) por meio de um novo 

candidato vacinal heterólogo contra leishmaniose visceral (LV) constituído de dois 

peptídeos sintéticos da protease gp63 de Leishmania major, com elevada predição 

para MHC-I e II. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Aspectos gerais da leishmaniose 

2.1.1 O agente etiológico e morfologia do parasito 

A leishmaniose é uma doença zoonótica vetorial causada por várias 

espécies de Leishmania, um protozoário pertencente à família Trypanosomatidae, 

ordem Kinetoplastida, que se apresenta basicamente de duas formas principais: 

promastigota e amastigota (MICHALICK e GENARO, 2004). 

As promastigotas, encontradas no trato digestivo do inseto vetor, são 

caracterizadas pela sua forma alongada e presença de um flagelo livre na porção 

anterior da célula, enquanto as formas amastigotas, parasitas de células 

fagocitárias, possui um aspecto arredondado, com flagelo curto não exteriorizado, 

conforme mostra a Figura 1 (GONTIJO e CARVALHO, 2003; MICHALICK e 

GENARO, 2004; CFSPH, 2009; WHO, 2016). 

 

 

Figura 1 – Formas morfológicas da Leishmania spp. (A) amastigota e (B) 
promastigotas. (Fonte: SCIENCE PHOTO LIBRARY; CAMARGO E 
LANGONI, 2006) 

 
De acordo com suas manifestações clínicas e espécie infectante, a 

leishmaniose pode ser dividida em quatro categorias: muco-cutânea, cutânea-difusa, 

cutânea e visceral. Essas por sua vez, são classificadas no Brasil em dois grupos: 
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Leishmaniose Tegumentar Americana e Leishmaniose Visceral Americana 

(DESJEUX, 2004). 

A leishmaniose tegumentar (LT) pode causar feridas crônicas na pele e 

lesões desfigurantes das mucosas. No Brasil, as espécies causadoras da 

leishmaniose tegumentar são Leishmania amazonensis, Leishmania guyanensis e 

Leishmania braziliensis, enquanto que no Oriente Médio, Ásia central e no Norte da 

África, as espécies L. major e L. tropica, destacam-se como principais causadoras 

da doença (SHARMA e SINGH, 2008). 

A leishmaniose visceral (LV), considerada como a forma mais grave da 

doença, pode evoluir para uma infecção sistêmica e ser fatal se não tratada 

(HERWALDT, 1999). É caracterizada por febre irregular, perda de peso, dores 

abdominais, diarreia, tosse, anemia, linfadenopatia, pancitopenia, caquexia, entre 

outros (GUERIN et al., 2002; DESJEUX, 2004; PISCOPO e MALLIA, 2007). 

Causada pelas espécies Leishmania chagasi, Leishmania infantum e Leishmania 

donovani (MAURICIO et al., 2000; KUHLS et al., 2005), a LV foi relatada 

primeiramente na Grécia, em 1835, quando então era conhecida como “ponos” ou 

“hapoplinakon”, passando a ser chamada de calazar por médicos indianos no ano de 

1869 (MARZOCHI et al., 1981). 

No Brasil, o agente responsável pela doença é a L. chagasi, muitas vezes 

encontrada em países do Mediterrâneo e da Ásia como uma espécie semelhante à 

L. infantum, que a partir de técnicas bioquímicas e moleculares passaram a ser 

consideradas uma única espécie (GONTIJO e MELO, 2004; CAMARGO et al., 2007; 

CFSPH, 2009).  

2.1.2 Epidemiologia e Distribuição 

Considerada como umas das seis mais importantes endemias do mundo, a 

leishmaniose tem prevalência em regiões tropicais e subtropicais, tais como sul da 

Europa (bacia do Mediterrâneo), sudeste da Ásia, Oriente Médio, leste da África, 

norte da África-Eurasia, e Américas (MICHALICK, 2004; MS, 2014; SÁNCHEZ-

SALDAÑA et al., 2014; WHO, 2016). 

Atualmente, cerca de 400 milhões de pessoas vivem em regiões endêmicas 

com uma estimativa de 0,9 – 1,3 milhões de novos casos/ano e mais de 12 milhões 

de pessoas infectadas/ano em 88 países, das quais 1-1,5 milhão desenvolvem a 
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forma tegumentar e 0,5 milhão a forma visceral (MURRAY et al., 2005; SÁNCHEZ-

SALDAÑA et al., 2014; WHO, 2016). 

Nos dias de hoje, a LV acomete cerca de 65 países, com aproximadamente 

90% dos casos ocorrendo em Bangladesh, Índia, Nepal, Sudão e Brasil (GONTIJO e 

MELO, 2004). No Brasil, em 2015, a LV foi notificada em 22 dos 27 estados 

brasileiros. O estado do Tocantins apresentou uma taxa de incidência para cada 100 

mil habitantes de 12,2, uma incidência muito superior aos dos estados da região 

Nordeste, onde ocorreu aproximadamente 51% do número total de óbitos por 

leishmaniose do país, conforme mostra a Tabela 1 (BRASIL, 2016). 

Tabela 1 – Situação epidemiológica de Leishmaniose Visceral em 2015, no Brasil. 

Região e UF 
Casos 

confirmados 

Coeficiente 
de 

Incidência 
Letalidade Óbitos 

Norte 469 2,7 6,4 31 
Roraima 11 2,2 6,3 1 

Pará 273 3,3 5,0 14 
Tocantins 185 12,2 8,4 16 
Nordeste 1.806 3,2 7,3 138 
Maranhão 539 7,8 6,9 39 

Piauí 213 6,6 3,9 9 
Ceará 419 4,7 8,4 37 

Rio Grande do Norte 50 1,5 9,6 5 
Paraíba 38 1,0 12,8 5 

Pernambuco 123 1,3 8,9 11 
Alagoas 43 1,3 4,7 2 
Sergipe 61 2,7 16,7 11 
Bahia 320 2,1 5,6 19 

Sudeste 538 0,6 8,8 52 
Minas Gerais 418 2,0 8,9 40 
Espírito Santo 6 0,2 - - 
Rio de Janeiro 5 - - - 

São Paulo 109 0,2 9,3 12 
Sul 1 - - - 

Paraná 4 - - - 
Rio Grande do Sul 1 - - - 

Centro-Oeste 157 1,0 8,7 15 
Mato Grosso do Sul 95 3,6 8,3 9 

Mato Grosso 29 0,9 10,3 3 
Goiás 30 0,5 6,3 2 

Distrito Federal 3 0,1 33,3 1 
Total 3.289 1,6 7,8 272 

Nota:*As regiões estão em negrito seguidas somente dos estados onde foi notificada a leishmaniose. 
**Os dados iguais a 0,0 (zero) foram substituídos por – (traço). (Fonte: ADAPTADO DE BRASIL, 
2016). 
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2.1.3 Vetor e Transmissão  

As diferentes formas da leishmaniose são transmitidas entre animais 

silvestres ou de animais silvestres e domésticos para o homem pela picada da 

fêmea de um vetor infectado, o qual é denominado flebotomíneo (Ordem Díptera, 

Família Psychodidae, Subfamília Phlebotominae). (CAMARGO e BARCINSKI, 2003; 

GONTIJO e MELO, 2004; MICHALICK, 2004; MS, 2014). 

Os flebotomíneos estão divididos em seis gêneros. Destes, apenas dois são 

de importância médica: Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzmoyia (Novo Mundo) 

(Figura 2). São comumente encontrados em áreas silvestres, rurais, suburbanas e 

urbanas. No Brasil, são popularmente conhecidos como mosquito palha, birigui, 

tatuquira, entre outras denominações (ROSYPAL et al., 2003; MICHALICK e 

GENARO, 2004). 

 

 

Figura 2 – Inseto vetor (Lutzomyia longipalpis) exercendo 
hematofagia. (Fonte: SCIENCE PHOTO LIBRARY). 

2.1.4 Ciclo biológico  

O ciclo biológico da leishmaniose visceral é realizado em dois hospedeiros: 

um vertebrado (mamíferos – cães, homem) e um invertebrado (vetor) (LAINSON e 

SHAW, 1987). No homem, a infecção ocorre no momento da picada. Durante a 

ingestão de sangue, o inseto infectado inocula formas promastigotas metacíclicas do 

parasito na pele do hospedeiro, que são reconhecidas por células do sistema imune 

(células dendríticas, fibroblastos, neutrófilos e, principalmente, macrófagos) e 

fagocitadas formando o fagolisossomo.  No interior do vacúolo, as formas 

promastigotas metacíclicas se diferenciam em amastigotas e se replicam por divisão 
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binária no interior das células fagocíticas. Com a replicação, as amastigotas são 

liberadas ao meio extracelular com a lise do macrófago infectado, possibilitando a 

infecção de novas células do sistema imune e de uma nova fêmea do flebotomínio 

no momento do repasto sanguíneo (BAILEY e LOCKWOOD, 2007; SERENO et al., 

2007).  

Para que a doença se desenvolva no hospedeiro, fatores como a quantidade 

de parasitos inoculados durante o repasto sanguíneo, sua infectividade e virulência e 

a presença de componentes vasodilatadores, anti-inflamatórios e imunomoduladores 

encontrados na saliva do vetor devem ser levados em consideração (ROSYPAL et 

al., 2003; ANDRADE et al., 2007; OLIVIER et al., 2012).  

Quando a fêmea pica um hospedeiro infectado, ingere células parasitadas 

com formas amastigotas que no intestino do vetor transformam-se em promastigotas 

procíclicas, sua forma replicativa. As promastigotas procíclicas passam então por um 

processo de metaciclogênese, onde apresentam mudanças bioquímicas como a 

redução de tamanho do corpo celular e aumento do flagelo, além de expressar 

moléculas como o lipofosfoglicano (LPG) e a glicoproteína gp63 em sua superfície 

celular, passando assim a ser denominada promastigotas metacíclica, sua forma 

infectiva (OLIVIER et al., 2012; PIMENTA et al., 2012). As formas metacíclicas se 

direcionam para a prosbóscide do inseto e são introduzidas em um novo hospedeiro 

através do repasto, dando continuidade do ciclo (Figura 3) (MEDINA-ACOSTA et al, 

1989; DESCOTEAUX e TURCO, 1999; HERWALDT, 1999; MS, 2014). 
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Figura 3 - Ciclo biológico da Leishmania sp. no hospedeiro mamífero e no 
vetor. (Fonte: ADAPTADO DE HANDMAN, 2001). 

2.1.5 Reservatórios 

Os canídeos, sejam eles silvestres ou domésticos, são considerados os 

principais reservatórios da LV para o homem.  Nesta família de mamíferos incluem a 

raposa (Cerdocyon thous) encontradas com maior frequência nas Regiões Sudeste, 

Centro-Oeste, Nordeste e Amazônia e os cães (Canis familiaris) encontrados em 

todos os focos de doença humana (Figura 4). Devido à proximidade do cão e do 

homem no ambiente doméstico, os cães são considerados o principal elo na cadeia 

de transmissão da leishmaniose visceral (MICHALICK e GENARO, 2004).  
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Figura 4 – Principais reservatórios da LV. (A) raposa (Cerdocyon thous); 
(B) cão (Canis familiaris). (Fonte: SILVEIRA et al., 2016). 

 
 Na LVC (leishmaniose visceral canina) o cão desenvolve a LV de forma 

análoga à doença humana, apresentando diversos sinais clínicos típicos, como 

intenso parasitismo cutâneo, alterações clínicas na pele, anemia, leucopenia, 

caquexia, entre outros (CIARAMELLA et al., 1997).  

Com a descoberta de que a LV humana e canina são causadas pelo mesmo 

agente, diversos pesquisadores têm voltado seus estudos ao tratamento da LVC, 

uma vez que para controlar o desenvolvimento da leishmaniose, é necessário que 

as medidas de controle da LV atuem no cão. Dessa forma, torna-se fundamental o 

estudo e a descoberta de terapias e/ou vacinas eficazes em cães (WHO, 2010). 

Diante disso, destaca-se a importância da utilização de modelos 

experimentais que apresentem um quadro clinico-patológico semelhante à doença 

ativa observada tanto no homem, quanto no cão, que possa contribuir com estudos 

terapêuticos e de imunoprofilaxia contra a LV (PEARSON e ROBERTS, 1990). 

Dentre os modelos experimentais normalmente utilizados, o hamster 

(Mesocricetus auratus) se destaca por sua capacidade de propiciar informações 

importantes acerca da manutenção de parasitos, seus ciclos biológicos e da relação 

parasito-hospedeiro (PEARSON e ROBERTS, 1990). 
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2.1.6 A interação parasito-hospedeiro  

A relação parasito-hospedeiro é a variável mais importante a ser levada em 

consideração quando se pretende avaliar se uma infecção será bem estabelecida 

pelo patógeno ou debelada pelo hospedeiro (DE MORAIS et al., 2015). Diversos 

mecanismos fisiológicos tanto do agente patogênico quanto do hospedeiro estão 

envolvidos nessa interação. 

No caso dos parasitos do gênero Leishmania que apresentam mecanismos 

evasivos, a interação com o hospedeiro se dá devido, principalmente, à variedade 

de moléculas existentes na sua superfície, as quais são utilizadas para modular a 

resposta celular e assim, ingressar na célula hospedeira (MEDINA-ACOSTA et al., 

1993a; YAO et al., 2003; REIS et al., 2006; DE MORAIS et al., 2015). 

A gp63 é considerada como uma das moléculas mais abundantes 

encontradas na superfície de todas as espécies de Leishmania. Quando a forma 

promastigota metacíclica invade o hospedeiro, a protease gp63 protege o parasito 

da lise mediada pelo sistema do complemento e facilita a fagocitose pelo macrófago 

do hospedeiro. A gp63 atua inativando o componente C3b livre em C3bi e 

interrompe a formação do produto final do complemento, o complexo de ataque à 

membrana (MAC). Os componentes C3bi e C3b, que se aderem à membrana do 

parasito, atuam como opsoninas, pois se ligam aos receptores CR3 e CR1 do 

macrófago, facilitando a fagocitose do promastigoto (BRITTINGHAM, 1995; YAO et 

al., 2003; GENARO, 2004). A glicoproteína gp63 das formas amastigotas, já no 

interior da célula, tem a capacidade de degradar as enzimas lisossomais, pois 

possui atividade ótima nas condições ácidas do fagolisossomo. (CUNNINGHAM et 

al., 2002).  

2.1.7 Resposta imunológica do hospedeiro 

A infecção parasitária pode desencadear uma resposta imunológica específica 

por parte do hospedeiro, caracterizada pelo aumento de linfócitos T e um perfil de 

citocinas Th1 ou Th2 (REIS et al., 2006). É válido ressaltar que a indução das 

subpopulações (Th1 ou Th2) de linfócito Th (T helper) é dependente de diversos 

fatores, tais como: a dosagem infectante, via de inoculação, mecanismos de 

apresentação pelas APCs (células apresentadoras de antígeno) bem como pela 

variabilidade genética do hospedeiro (MICHALICK e GENARO, 2004). 
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De maneira geral, os linfócitos T reconhecem antígenos somente quando 

processados e acoplados a moléculas de MHC (do inglês Major Histocompatibility 

Complex) na superfície de uma célula apresentadora de antígeno (APC). 

Dependendo da localização do antígeno podem atuar duas classes de MHC (MHC-I 

e MHC-II). Se presentes no citosol das células os antígenos serão processados por 

proteassomas e ligados ao MHC-I formando o complexo antígeno-MHC, que ao se 

apresentar na superfície da célula será reconhecido pelos linfócitos T CD8+ 

citotóxico desencadeando uma resposta Th1, caracterizada principalmente pela 

produção de IFN-γ. Por outro lado, quando fagocitados, os antígenos são 

degradados no interior de vesículas e acoplados ao MHC de classe II. Assim, ao se 

expressarem na superfície celular serão reconhecidos pelos linfócitos TCD4+ 

auxiliar, que secretam citocinas de acordo com seu padrão de diferenciação (Th1, 

Th2 e Th17) (Figura 5) (FREITAS e PINHEIRO, 2010; ABBAS et al., 2011).  

 

 

Figura 5 – Vias de processamento e apresentação de antígeno. (a) captação 
do antígeno; (b) processamento do antígeno; (c) biossíntese do MHC; (d) 
formação do complexo peptídeo-MHC; (e) expressão dos complexos de 
peptideo-MHC na superfície. (Fonte: ABBAS et al., 2011). 

 

Segundo ALCOLEA et al., (2016), a imunidade contra Leishmania spp. tem 

sido relatada como sendo dependente da resposta auxiliar T (linfócitos TCD4+) 

desencadeada pela apresentação de antígeno via MHC de classe II, com produção 

de citocinas características de Th1, enquanto que o processo progressivo da doença 

está associado a uma resposta do tipo 2 (Th2), caracterizada pela produção de 
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grandes quantidades de citocinas anti-inflamatórias como a interleucina-4 (IL-4), 

interleucina-5 (IL-5) e interleucina-10 (IL-10), que inibem macrófagos favorecendo a 

infecção intracelular (GHOSH et al., 2006; REIS et al., 2006; FREITAS e PINHEIRO, 

2010; ABBAS et al., 2011;PRAJEETH et al., 2011; ). 

2.2 Desenvolvimento de vacinas a partir da bioinformática 

A identificação de epítopos capazes de gerar uma resposta imune protetora 

representa o entrave mais significativo na produção de vacinas contra qualquer 

agente patogênico devido ao custo financeiro, tempo e diversidade de dados 

proteômicos. Diante disso, uma nova estratégia, denominada vacinologia reversa, 

vêm sendo adotada com o intuito de quebrar este entrave, reduzindo, assim, o custo 

das pesquisas e o tempo de identificação de novos candidatos vacinais por meio da 

busca de epítopos in-sílico (ADU-BOBIE et al., 2003; HEINSON et al., 2015; SINGH 

et al., 2015;).  

A vacinologia reversa tem partida da sequência genômica do patógeno, e por 

ferramentas de bioinformática (SYFPEITHI, TriTrypDB, IEDB, NETMHC, SVMHC, 

entre outros) prediz os antígenos que são mais susceptíveis de serem candidatos 

vacinais, ou seja, aqueles que promovem resposta imunológica ao hospedeiro 

quando reconhecidos por linfócitos T (MORA et al., 2003; FERREIRA e PORCO, 

2008). Uma vez identificados os possíveis epítopos, a sequência de aminoácidos é 

sintetizada por métodos químicos, enzimático ou com a tecnologia do DNA 

recombinante. Cada técnica tem suas vantagens, no entanto, a metodologia química 

de síntese de peptídeos em fase solida (SPFS) é mais utilizada devido à 

combinação entre velocidade e praticidade, principalmente, para obtenção de 

peptídeos curtos. Na SPFS, o peptídeo desejado é alongado sobre um suporte 

polimérico insolúvel aonde vão se ligando sequencialmente os aminoácidos 

(MERRIFIELD, 1963; NILSSON et al., 2005; CHANDRUDU et al., 2013). Após 

finalizados, os peptídeos são analisados, purificados, caracterizados quimicamente e 

então inoculados em animais experimentais para avaliar sua imunogenicidade e 

capacidade de induzir proteção (ADU-BOBIE et al., 2003). 

2.3 Vacinas de peptídeos sintéticos 

Nos últimos anos, uma grande variedade de peptídeos biologicamente ativos 

têm sido sintetizados por métodos químicos ou enzimáticos, com o intuito de serem 
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utilizados como potenciais candidatos vacinais. Geralmente, corresponde a 

fragmentos provenientes de sequência de proteínas antigênicas específicas, 

capazes de induzir à resposta imune protetora. Esta resposta imunitária pode 

envolver células T ou células B (MACHADO et al., 2004b; MOISA e KOLESANOVA, 

2010).  

Ao contrário das vacinas tradicionais, as vacinas constituídas de peptídeos 

sintéticos apresentam como vantagem o fato de possuir uma caracterização química 

definida, ausência de material infeccioso, alto grau de pureza e possibilitar a 

produção em larga escala (PATARROYO et al., 2002; JACKSON et al., 2016). 

Apesar dessas vantagens, os peptídeos sintéticos possuem como limitação o baixo 

poder imunogênico, pois apresentam, em sua maioria, cadeias lineares curtas, sem 

a conformação terciária ou quaternária normal do epítopo, dificultando o 

reconhecimento pelos linfócitos e tornando-os mais susceptíveis a degradação pelas 

peptidases (CANAL e VAZ, 2012). Essas características fazem com que as vacinas 

de peptídeos necessitem, em sua formulação, de substâncias adicionais conhecidas 

como adjuvantes, para auxiliar o antígeno a desencadear uma resposta imune 

semelhante à infecção natural (MOTA et al., 2006; MOISA e KOLESANOVA, 2010; 

KENNETH, 2014).  

Uma abordagem alternativa, envolve a utilização da família MontanideTM ISA. 

Um conjunto de adjuvantes formulados à base de óleo, capazes de estimular a 

imunogenicidade de antígenos proteicos, recombinantes e sintéticos (MOHAN et al., 

2013).  As propriedades imuno-ativadoras destes adjuvantes envolvem a formação de 

um depósito do antígeno, no local da inoculação (início da inflamação), que por sua vez 

atrai as células imunitárias para o local da injeção, onde o antígeno é apreendido na sua 

forma solúvel (SILVA et al., 2015).  

Entre os diferentes tipos de MontanideTM ISA, podemos citar o ISA61VG. Um 

adjuvante desenvolvido pela SEPPIC, com resposta imunitária de alto potencial 

(KHORASANI et al., 2016). Segundo o fabricante, a emulsão de água em óleo (W/O) 

Montanide ISA61VG é especialmente adequada para vacinas com antígenos de baixa 

imunogenicidade, como o caso das vacinas peptídicas, induzindo uma resposta imune 

protetora a longo prazo. Além disso, são consideradas emulsões estáveis de baixa 

viscosidade, o que facilita o processo de injeção (SEPPIC, 2017). 
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2.4 Hamster como modelo de progressão clínica 

Nos dias de hoje, o desenvolvimento de vacinas contra infecções por 

protozoários ainda são um grande desafio. As metas para o desenvolvimento de 

vacinas incluem a descoberta de bons candidatos, avaliação sistemática das vacinas 

em modelo murino tentando estabelecer correlações entre resposta imune e 

proteção, e mais importante, validar os resultados obtidos em modelos não 

isogênicos (RAMIRO et al., 2003; RAFATI et al., 2005; RODRIGUEZ-CORTES et al., 

2007; BORJA-CABRERA et al., 2008; MAROLI et al., 2010). 

Embora ainda não se tenha muitos reagentes e anticorpos específicos para 

os hamsters, a possibilidade de avaliação imunológica por meio de abordagens 

moleculares alternativas tem mantido a preferência por esses animais. Os hamsters 

são modelos experimentais de baixo custo devido a fácil manipulação e manutenção 

(MELBY et al., 2001), além de serem muito susceptíveis para os estudos de 

fármacos, mecanismos de imunossupressão e vacinas (BASU et al., 2005; GARG e 

DUBE et al., 2006). 

No estudo experimental da leishmaniose, o hamster dourado (Mesocricetus 

auratus) têm sido considerado o modelo animal muito adequado, devido à 

capacidade de apresentar uma progressão da infecção no fígado, baço e medula 

óssea que levam a sinais clínico-patológicos semelhantes aos observados na 

doença em cães e humanos. Já os camundongos, comumente, apresentam poucos 

ou nenhum sinal da doença (ROUSSSEAU et al., 2001; ANDRADE et al., 2006; 

CARRÍON et al., 2006; GARG e DUB, 2006; NIETO et al., 2011; LORÍA-CERVERA e 

ANDRADE-NARVÁEZ 2014).    

Os infiltrados inflamatórios e os granulomas são as principais alterações 

histopatológicas observadas no fígado de hamsters dourados infectados com 

Leishmania visceralizantes, sendo que os granulomas estão relacionados com a 

resposta imune eficiente, a resolução da infecção aguda e a resistência a reinfecção 

do fígado pela Leishmania (MANGOUD et al., 1997; MELBY et al., 2001; VIANNA et 

al., 2002) 

O baço também é acometido de alterações patológicas, se tornando um 

local de acúmulo do parasito da Leishmania na sua forma amastigota (DRUMOND e 

COSTA, 2011), no entanto, é o órgão inicial da resposta imune específica, mediada 

por células, contra este parasito (KAYE et al., 2004; PEREZ et al., 2006). Na fase 
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mais avançada da infecção em hamsters, o baço apresenta destruição da estrutura 

esplênica devido ao grande número de macrófagos parasitados e agregados na 

polpa vermelha, na região subcapsular (ENGWERDA et al., 2002; SANTANA et al., 

2008). 

Os hamstes dourados infectados por LV desenvolvem 

hipergamaglobulinemia, hepatoesplenomegalia, anemia, caquexia e 

imunodepressão. Sinais que estão relacionados com o grau de parasitismo da LV, 

titulação elevada de anticorpos e ausência de resposta linfoproliferativa. Estas 

características demostram que os perfis dos biomarcadores de diagnóstico, 

prognóstico e preservação se assemelham aos avaliados na leishmaniose humana e 

canina durante o curso natural da infecção (RIÇA-CAPELA et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



29 

 

3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivos Gerais 

Realizar o estudo preliminar de um novo candidato vacinal contra 

leishmaniose visceral utilizando a associação de dois peptídeos sintéticos da 

protease gp63 da Leishmania major, com predição para MHC-I e MHC-II. 

3.2 Objetivos Específicos 

(i) Desenvolver uma formulação vacinal constituída de peptídeos ligantes a MHC-I 

e MHC-II obtidos por predição de bioinformática; 

(ii) Avaliar a toxicidade e inocuidade da formulação proposta, por meio da análise 

bioquímica e hematológica do sangue de hamsters Mesocricetus auratus; 

(iii) Avaliar a imunogenicidade do candidato vacinal por meio da reatividade sérica 

anti-Leishmania (anti-IgG total) e atividade linfoproliferativa; 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

Os experimentos foram realizados no biotério da Universidade Federal do 

Tocantins e no Laboratório de Biomoléculas e Vacinologia (LabVac) em parceria 

com a UNESP E UFMG. 

4.1 Desenho dos peptídeos 

O desenho dos peptídeos foi feito por meio da predição de epítopos da gp63 

da L. major (Figura 6) restritos ao MHC de classes I e II, utilizando e seguindo os 

procedimentos já pré-estabelecidos pelo software SYFPEITHI, de livre acesso na 

World Wide Web para a predição de qualquer peptídeo-HLA de ligação ou de 

proteassoma. As sequências de aminoácidos dos peptídeos não serão mencionadas 

devido ao depósito de patente já estar previsto.   

 

Figura 6 – Estrutura tridimensional da 
glicoproteína gp63 da Leishmania major. 
(Fonte: PROTEIN DATA BANK, 2016). 

4.2 Síntese química dos peptídeos 

A síntese dos peptídeos foi realizada usando a metodologia da fase sólida, 

conforme o protocolo padrão (MERRIFIELD, 1963), no qual usa o grupo base-lábil 9-

Fluorenil-metiloxicarbonila (Fmoc) como protetor dos grupos α-amino e derivados t-

butílicos (t-Bu) para as cadeias laterais de resíduos de aminoácidos trifuncionais. Foi 

utilizado ainda Diisopropilcarbodiimida (DIC) e 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) como 

agentes de condensação.  
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Para o acoplamento de cada aminoácido utilizou-se para o Fmoc-aminoácido 

e para os agentes de condensação, uma concentração molar 3 vezes maior em 

relação à quantidade de resina de partida. Depois da entrada de cada aminoácido, o 

grupo Fmoc foi retirado dos grupos α-amínicos aplicando-se uma solução de 

piperidina 20% (v/v) em Dimetilformamida (DMF). O monitoramento da eficiência das 

etapas de entrada de cada aminoácido foi realizado usando o teste ninidrina 

(KAISER et al., 1970), sendo que quando positivo o processo foi repetido 

empregando a metade (50%) da concentração inicial dos reagentes. 

A clivagem final dos peptídeos das respectivas resinas e a desproteção dos 

grupos protetores das cadeias laterais, foi realizada utilizando o tratamento das 

peptidil-resinas com uma solução de clivagem contendo TFA (94,0%), água 

deionizada (2,5%), EDT (2,5%) e TIS (1,0%), à temperatura ambiente por um 

período de 2 horas. Os peptídeos brutos foram precipitados e lavados com éter 

etílico gelado, sendo posteriormente retidos em funil de placa porosa para serem 

eluídos em água e em seguida liofilizados. Subsequente, uma fração da massa do 

extrato bruto de cada peptídeo liofilizado foi dissolvida em solvente A (água + TFA 

0,04%), até a completa solubilização do material bruto.  

4.3 Purificação e identificação dos peptídeos 

Para a purificação dos peptídeos utilizou-se a cromatografia líquida sob 

condições de baixa pressão, coluna de fase reversa e gradiente de acetonitrila (5 a 

95%). As frações obtidas foram analisadas por CLAE. Em seguida o conteúdo dos 

tubos contendo o peptídeo foi unido e liofilizado e, para confirmar sua pureza, 

novamente avaliado por CLAE. A identidade química dos peptídeos foi confirmada 

por espectrometria de massas. 

4.4 Animais 

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais Nº 288/2013 

(Apêndice 1). Nove animais de ambos os sexos foram selecionados de forma 

aleatória entre espécies de M. auratus com idade de 4-8 semanas. Os animais foram 

mantidos no Biotério da Universidade Federal do Tocantins em gaiolas de plástico 

revestidas com maravalha, recebendo ração como suprimento alimentar e água 

potável. 
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4.5 Delineamento e protocolo experimental 

Para inoculação das doses vacinais, foram utilizadas distintas seringas de 

insulina (1mL) estéreis. Os animais foram dividos em três grupos experimentais, 

cada grupo contendo três animais (n=3). No primeiro grupo, nomeado como 

controle, cada animal recebeu 100 μL de solução salina estéril a 0,85%. No 

segundo, designado adjuvante, foi administrado 30 µL do adjuvante oleoso 

Montanide ISA-61VG diluído em 70 µL de solução salina 0,85%. No terceiro e último 

grupo, onde foram inoculados os peptídeos e o adjuvante, cada animal foi imunizado 

com 30 µL do peptídeo MHC-I + 30 µL do peptídeo MHC-II, emulsionados em 30 µL 

do adjuvante Montanide ISA-61VG e diluídos em 10 µL de solução salina 0,85%.  Os 

inóculos dos diferentes grupos experimentais foram administrados via subcutânea 

(Figura 7A) em três doses vacinais intervaladas de 14 dias. Todos os animais 

tiveram o sangue coletado após seis dias da terceira dose (Diagrama 1).  

 

 

Diagrama 1- Esquema do delineamento experimental utilizado para a 
administração via cutânea dos inóculos em três doses vacinais com 
intervalos de 14 dias. 
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4.6 Obtenção de amostras de sangue  

Após seis dias da última dose vacinal, os animais foram sedados com 0,2 

mg/kg do anestésico Clortamina® (50mg/mL) por via intraperitoneal para realização 

da coleta de sangue. A coleta foi realizada utilizando seringas de insulina de 1mL, 

por meio de punção intracardíaca de 500 µL de sangue (Figura 7B). Deste total, 50 

µL foram enviados para análises hematológicas, 10 μL foram destinados à 

confecção dos esfregaços sanguíneos em lâminas para contagem diferencial de 

células e 440 µL centrifugados a 2000 rpm por 10 minutos para obtenção do soro, o 

qual foi acondicionado em freezer a -20 °C até que fosse utilizado para a realização 

das dosagens bioquímicas.  
 

 

Figura 7 – (A) Administração dos inóculos por via subcutânea. (B)        
coleta de sangue através da punção intracardíaca. 

4.7 Análise de inocuidade e toxicidade 

4.7.1 Avaliação bioquímica 

As avaliações bioquímicas para prova de função renal (dosagem de ureia e 

creatinina) e para provas de função hepática (dosagem das enzimas alanina 

aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (FA)) 

foram realizadas usando um sistema bioquímico automático (CELM SBA-200, 

Barueri, SP, Brasil) e Kits comerciais do Labtest (Labtest Diagnóstica S.A., Lagoa 

Santa, MG, Brasil), seguindo o método descrito pelo fabricante.  
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4.7.2 Avaliação hematológica 

Para avaliar o perfil hematológico fez-se uma análise global de leucócitos 

utilizando o aparelho Auto Hematology Analyzer (Mindray BC-2800 Vet, Hamburgo, 

Alemanha), o qual fornece o número de leucócitos/mm3. As células foram contadas 

em esfregaços sanguíneos corados com Panótico Rápido InstantProv (Newprov®) e 

analisadas por microscópio óptico com objetiva de imersão, o qual possibilitou 

determinar a quantidade diferencial de leucócitos e obter o número absoluto de 

neutrófilos, linfócitos, eosinófilos e monócitos, por meio da contagem de 100 

leucócitos/lâmina. 

4.8 Sorologia para detecção de anticorpos anti-Leishmania 

A determinação dos níveis de anticorpos igG, anti-Leishmania foi realizada 

por meio de ensaio imunoenzimático (ELISA). Seguindo o protocolo utilizado por 

Moreira (2012), inicialmente, 18 poços de uma placa de 96 poços foram 

sensibilizados com 3 µL de cada antígeno solúvel de L. major (SLA) em 94 µL de 

solução de cobertura. Em seguida, a placa contendo 100 µL/poço da solução total foi 

deixada em over night. A placa sensibilizada foi lavada 4 vezes com solução de 

lavagem PBS-Tween 20 (Figura 8).  

 

 

Figura 8 – Lavagem da placa com solução de PBS-tween 20. (A) 
Processo de lavagem (B) retirada do excesso de solução dos poços. 

 

A seguir, as placas foram bloqueadas com 100µL/poço de uma solução 

contendo PBS e soro fetal bovino (SFB) 5%, durante 45 minutos, em uma estufa a 
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37°C, e lavadas conforme descrito anteriormente. As amostras de soros dos 

hamsters, de cada grupo avaliado, foram testadas na diluição de 1:40 (1 µL de soro 

+ 40 µL PBS/TWEEN) e aplicados em um volume de 100 µL em cada poço da placa 

em triplicata, que foi em seguida coberta e incubada por 45 minutos por 37 °C. Após 

o período de incubação, a placa foi novamente lavada 4 vezes com solução de 

lavagem. A seguir, foi empregado o conjugado (com HRP) na concentração de 

1:3000 (1 µL do Ac + 3000 µL PBS/TWEEN), adicionando em cada poço 100 µl da 

solução (Figura 9).  

 

 

Figura 9 – Anticorpo Anti-Hamster produzido em cabra utilizado como 
marcador para determinar os níveis de anticorpos igG, anti-
Leishmania. 

 

Mais uma vez a placa foi incubada, ao abrigo da luz, durante 45 minutos e a 

uma temperatura de 37 °C. Após a incubação foi novamente lavada 4 vezes. 

Subsequente, foi adicionado o substrato TMB num volume de 100 µL/poço, seguido 

pela incubação da placa a 37 °C por 20 minutos.  A seguir, foi adicionado 32 µL/poço 

da solução de parada (H2S04 2,5 M). A leitura foi realizada em leitor automático de 

microplaca POLARIS, utilizando o comprimento de onda de 490 nm (Figura 10).  

 

 

Figura 10 – (A) Adição da solução de parada (H2SO4). (B) 
placa com todos os poços contendo H2SO4. (C) leitura da 
placa em um leitor automático. 
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4.9 Linfoproliferação de esplenócitos 

Após 211 dias da terceira dose vacinal, todos os animais foram eutanasiados. 

Dentro da capela de fluxo laminar os baços foram rapidamente coletados e 

separadamente colocados em provetas de 5 mL estéreis contendo 500 µL de meio 

RPMI. Em seguida, os baços foram macerados, utilizando um bastão de vidro, e o 

sobrenadante transferido para tubos de ensaio contendo 4 mL de meio RPMI (Figura 

11).  

 

 

Figura 11 – Processo de obtenção de células do baço de hamster. (A) 
baço recém retirado dos hamsters. (B) maceração manual do baço 
utilizando um bastão de vidro. (C) transferência do sobrenadante para o 
tubo de ensaio após maceração. (D) tubo de ensaio com sobrenadante e 
meio RPMI. 

 

A seguir, os tubos foram centrifugados a 1200 rpm durante 10 minutos e o 

sobrenadante descartado. Foi adicionado ao pellet 5 mL da solução de lise 1x, 

homogeinizando em intervalos de 3 minutos, durante 10 minutos, até completa 

dissolução. Os tubos foram novamente centrifugados a 1200 rpm durante 8 minutos 

e o sobrenadante descartado. As células foram ressuspensas com 1 mL de meio 

RPMI e a solução homogeneizada. Posteriormente foi realizado o plaqueamento, 

utilizando duas placas de 96 poços com volume de 200 µL.  O plaqueamento da 

primeira placa (placa controle) foi feito em triplicata, adicionando em cada poço 50 

µL de células de cada animal e 150 µL de meio RPMI. Na segunda placa, foi 

adicionando 50 µL de células de cada animal com 1 µL de cada peptídeo e 50 µL de 

células de cada animal com 1 µL do antígeno solúvel de L. infantum. Todos os poços 
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foram completados com meio RPMI até o volume de 200 µL. Para as amostras 

celulares correspondentes aos animais que receberam a vacina, o procedimento foi 

feito em duplicata. A seguir, a placa foi coberta com plástico filme PVC e incubada 

por 72 horas a uma temperatura de 36°C. Após incubação, foi acrescentado 20 µL 

de MTT (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) à 

concentração de 5 mg/mL e a placa foi incubada novamente durante 4 horas a 36°C. 

Decorrido este tempo, a placa foi retirada da estufa e o sobrenadante de cada poço 

aspirado cuidadosamente. Em seguida, os cristais de formazan foram 

homogeneizados com isopropanol ácido, até que fossem completamente 

dissolvidos. A leitura da absorbância, que é diretamente proporcional à quantidade 

de células viáveis, foi realizada através do leitor de Elisa POLARIS, no comprimento 

de onda de 540 nm (Figura 12). 

 

 

Figura 12 – Preparação da placa para determinar a quantidade de células 
viáveis. (A) Adição de MTT. (B) Aspiração do sobrenadante e visualização dos 
cristais de formazan. (C) homegeinização dos cristais de formazan. (D) leitura 
das absorbâncias a 540nm. 

 

4.10 Análise estatística 

Para as análises estatísticas empregou-se o software GraphPad Prism 5.0 

(Prism Software, Irvine, CA, USA). Realizou-se a análise de variância (ANOVA) com 

posterior teste de Tukey a fim de determinar as diferenças particulares entre os 

grupos. Foram consideradas significativas as diferenças com P ˂ 0,05. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A análise do quadro hematológico e bioquímico, são exames de grande 

importância para monitoramento do diagnóstico e prognóstico de doenças, assim 

como para avaliar se o uso de um medicamento ou vacina está tendo alguma ação 

lesiva e identificar sua gravidade (MOREIRA, 2012). 

5.1 Bioquímica clínica 

Os testes bioquímicos são capazes de oferecer importantes informações a 

respeito do mal funcionamento renal e hepático decorrente de enfermidades, drogas 

e toxinas. Estes testes associados a dados sorológicos, permitem diagnosticar a 

existência de problemas orgânicos e avaliar o prognóstico de determinadas 

condutas terapêuticas em animais. (HAGIWARA, 2004). 

5.1.1 Função renal 

Os principais testes bioquímicos para o diagnóstico de comprometimento renal, 

incluem a dosagem sérica de ureia e creatinina (LOPES et al., 1996). A ureia, uma 

substância nitrogenada não proteica, é metabolizada pelo fígado e levada pela 

corrente sanguínea aos rins, onde é filtrada e tem sua concentração plasmática 

reduzida (TYMOCSKO et al., 2011). A Figura 13 ilustra os níveis séricos de ureia 

nos diferentes grupos experimentais, obtido através do exame sorológico realizado 6 

dias após a inoculação das doses vacinais.  
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Figura 13 - Dosagens dos níveis de 
ureia em mg/dL efetuadas em hamsters 
(Mesocricetus auratus) inoculados com: 
solução salina (C), peptídeo Montanide 
ISA-61-VG (ISA) e imunizados com 
peptídeos vacinais de L.major 
associado ao adjuvante Montanide ISA-
61-VG (Pep+ISA). 

 

Nos grupos de hamsters estudados, a dosagem de ureia encontrada foi de 

46,99±4,70 mg/dL para o grupo controle enquanto os grupos inoculados com ISA e 

com Pep+ISA apresentaram respectivamente concentrações de 52,54±8,40 mg/dL e 

60,00±12,10 mg/dL, mostrando-se todos acima do valor de referência citado por 

outros autores (Tabela 2). 

Embora o nível elevado de ureia no plasma possa servir como indicador para 

prever a insuficiência renal, devido a diferentes tipos de lesões (glomerular, tubular, 

intersticial ou vascular) (STOCKHAM e SCOTT, 2002), os altos resultados 

encontrados nos grupos ISA e Pep+ISA não apresentaram diferença significativa em 

relação ao grupo controle e também foram  semelhantes aos observados nos 

animais do grupo controle do estudo realizado por MOREIRA e colaboradores 

(2016) (variação de 35-55mg/dL). Desta forma, os resultados obtidos não devem 

sugerir a toxicidade dos seus inóculos, ainda mais se considerando que a 

concentração de ureia no plasma de hamsters e de outros animais sofre influência 

de fatores extra-renais como: alimentação, hidratação, tempo de jejum, temperatura, 

entre outros (STOCKHAM e SCOTT 2002; TOMPSON e WARDROP, 1987). Por 

isso há necessidade de avaliação de outras substâncias, como a creatinina, para 

melhor interpretação do funcionamento renal.  
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Tabela 2 - Valores bioquímicos séricos em hamster para ureia, creatinina, 
fosfatase alcalina (FA), aspatato aminotransferase (AST) e alanina 
aminotransferase (ALT). 

Teste bioquímico Valor 

Ureia (mg/dL) 12-26 

Creatinina (mg/dL) 0,4-1,0 

FA (UI/L) 50-186 

AST (UI/L) 20-150 

ALT (UI/L) 20-128 

Fonte: CARPENTER, 2005; SUCKOW et al., 2012. 

 

A creatinina excretada diariamente pelos rins, por sua vez, não sofre influência 

de outros fatores como a dieta alimentar, idade e sexo e é proporcional a massa 

corporal do animal (LOPES et al., 1996). Por ser totalmente excretada pelos 

glomérulos sem que haja reabsorção tubular, seu aumento na circulação sanguínea 

é utilizado como indicativo de deficiência da filtração glomerular renal (EMANUELLI 

et al., 2008).  

Como mostra a Figura 14, as concentrações de creatinina nos hamsters do 

experimento foram de 0.45±0.09 mg/dL para o grupo controle, 0.52±0.04 mg/dL para 

o grupo ISA e de 0.33±0.24 mg/dL para o grupo Pep+ISA.  

 

Figura 14 - Dosagens dos níveis de 
creatinina em mg/dL efetuadas em 
hamsters (Mesocricetus auratus) 
inoculados com: solução salina (C), 
peptídeo Montanide ISA-61-VG (ISA) 
e imunizados com peptídeos 
vacinais de L.major associado ao 
adjuvante Montanide ISA-61-VG 
(Pep+ISA). 
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Os resultados obtidos nos grupos do experimento não tiveram variações 

significativas entre eles e seus valores correspondem a faixa sérica de referência 

citada por CARPENTER (2005) e SUCKOW et al. (2012) (Tabela 2). As baixas 

concentrações se justificam, pois este metabólito é removido quase inteiramente do 

plasma durante a filtração glomerular normal (TOMPSON e WARDROP, 1987; 

EMANUELLI et al., 2008). 

5.1.2 Função hepática 

Os testes bioquímicos para avaliar a integridade hepática podem ser 

classificados em dois grupos (LOPES et al., 1996), ambos relacionados com os 

níveis séricos das enzimas hepatocelulares. No primeiro grupo incluem os testes 

indicativos de extravasamento hepatocelular – caracterizados pela dosagem das 

enzimas alanina aminotransferase (ALT) e a asparato aminotransferase (AST) e no 

segundo grupo, os testes indicativos da integridade do sistema biliar - caracterizados 

pela dosagem de fosfatase alcalina (FA) (THRALL et al., 2007). 

Os resultados obtidos com as enzimas hepáticas AST e ALT, em todos os 

grupos de hamsters, não apresentaram valores que estivessem fora dos limites 

normais de referência apresentados na Tabela 2. Dados estes que corroboram com 

o estudo de MOREIRA et al., (2016), onde o grupo de hamsters não infectados 

apresentaram valores de AST e ALT numa variação de 60-120 UI/L e 70-120 UI/L 

respectivamente.  

Neste trabalho, a concentração média de AST foi de 108,00±28,22 UI/L para o 

grupo controle, 106,40±46,97 UI/L para o grupo ISA e 59,06±28,32 UI/L para o grupo 

Pep+ISA, enquanto a concentração média de ALT foi de: 68,63±27,82 UI/L para o 

grupo controle, 57,67±25,63 UI/L para o grupo ISA e 60,30±8,30 UI/L para o grupo 

Pep+ISA (Figura 15).  
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Figura 15 - As dosagens dos níveis de AST (aspartato 
aminotrasferase) e ALT (alanina aminotransferase) em UI/L 
efetuadas em hamsters (Mesocricetus auratus) inoculados com: 
solução salina (C), peptídeo Montanine ISA-61VG (ISA) e 
imunizados com peptídeos vacinais de L. major associados ao 
adjuvante Montanide ISA-61VG (Pep+ISA). 

 
Estes resultados, demostraram que o adjuvante ou a associação do adjuvante 

com os peptídeos não lesaram as células hepáticas, uma vez que estas enzimas 

são consideradas de extravasamento, somente a lesão dos hepatócitos, local onde 

as enzimas ALT e AST se encontram (ALT - encontrada principalmente no 

citoplasma; AST - 80% está presente na membrana da mitocôndria) aumentaria 

consideravelmente os níveis séricos no plasma (TENNANT, 1997; THRALL et al, 

2007).  

Assim como as enzimas acima citadas, a FA, não apresentou diferença 

significativa nos três grupos experimentais, com uma concentração sérica média 

compatível como o descrito por CARPETER (2005) e SUCKOW et al. (2012) (Tabela 

2). No grupo controle a concentração sanguínea da FA foi de 81,55±18,78 UI/L, no 

grupo ISA foi de 63,43±12,30 UI/L e no grupo Pep+ISA foi de 57,49±11,71 UI/L 

(Figura 16). 
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Figura 16 - As dosagens dos níveis de 
FA (Fosfatase Alcalina) efetuadas em 
hamsters (Mesocricetus auratus) 
inoculados com: solução salina (C), 
peptídeo Montanine ISA-61VG (ISA) e 
imunizados com peptídeos vacinais de 
L. major associados ao adjuvante 
Montanide ISA-61VG (Pep+ISA). 

 
 Os resultados dentro do intervalo de normalidade demonstram que as 

formulações testadas não provocaram estímulo da atividade sérica, que aumentaria 

a produção dessa enzima pelos hepatócitos (KERR, 2003; THRALL et al., 2007), 

nem afecções hepáticas obstrutivas (colestase), que reduziria a excreção biliar da 

FA (TENNANT, 1997; KERR, 2003; MOTTA, 2003). 

5.2 Avaliação hematológica 

5.2.1 Leucograma 

Os dados do leucograma (Tabela 3) apresentou a média do número absoluto 

dos Leucócitos, constituído do somatório dos valores de Neutrófilos, Eosinófilos, 

Monócitos e Linfócitos para os grupos de hamsters do experimento (grupo Controle, 

grupo ISA e grupo Pep+ISA).  
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Tabela 3 - Leucograma dos três grupos experimentais (controle, adjuvante e 
peptídeos + adjuvantes) obtido da coleta sanguínea após seis dias da última dose 
vacinal. 

Leucócitos Controle   ISA Pep + ISA 

Global de 

Leucócitos 

(mm
3
) 

 

 

5131±1701 

 

5289±2547 

 

5593 ±1184 

Neutrófilos 1175 ± 181 

22,90% ± 3,53% 

 

1117 ± 129 

21,12% ± 2,44% 

969 ± 62 

17,32% ± 1,11% 

Eosinófilos 7 ± 6 

0,13% ± 0,12% 

33 ± 22 

0,62% ± 0,41% 

 

44 ± 17a 

0,79% ± 0,30% 

Monócitos 301 ± 67 

5,87% ± 1,30% 

321 ± 61 

6,07% ± 1,15% 

 

133 ± 25a,b 

2,38% ± 0,45% 

Linfócitos 3648 ± 162 

71,10% ± 3,12% 

3818 ± 169 

72,19% ± 3,20% 

4447 ± 58a,b 

79,51% ± 1,04% 

Nota: *a = estatístico em relação ao grupo controle 
          *b = estatístico em relação ao grupo ISA 

 

A variação estatística existente entre o grupo Pep+ISA e o grupo Controle, com 

relação aos eosinófilos – população responsável pela regulação alérgica e infecções 

helmínticas, porém, somente, quando associado com a elevação dos monócitos -  

não foram comentadas devido a não ter significância clínica nem influência com o 

presente trabalho. Todos os resultados encontrados nos três grupos estavam dentro 

dos limites de normalidade (em porcentagem), quando comparados com a Tabela 4. 

Na comparação entre grupos, houve variação estatística nos valores dos monócitos 

e linfócitos do grupo Pep+ISA em relação aos outros dois grupos (Controle e ISA). 

Os monócitos apesentaram uma redução (monocitopenia) e os linfócitos um 

acréscimo dos seus valores (linfocitose). 

Tabela 4 - Valores de referência de análises hematológicas em hamsters. 

Parâmetro Hematológico Valor (%) 

Neutrófilos  17-35 

Eosinófilos  0-5 

Monócitos  0-5 

Linfócitos  50-96 

Fonte: CARPENTER, 2005; SUCKOW et al., 2012.  
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 De maneira geral, esperava-se encontrar uma quantidade de monócitos 

semelhante em todos os grupos, devido ao tempo decorrido para a coleta de sangue 

(6 dias) e a presença da população na infecção (primeiras 72 horas), isto é, já havia 

passado tempo suficiente para a reposição dessa população de células no plasma 

sanguíneo, cujo o recrutamento para a área de infecção ocorre, em maior escala, 

nos 3 primeiros dias. Diante disso, de acordo com o resultado do leucograma, 

sugere-se que no grupo vacinal tenha ocorrido uma modulação da resposta imune, 

havendo um maior recrutamento celular dos monócitos, com consequente 

degradação do antígeno e seguida da migração desta população (já como 

macrófagos) para os linfonodos (GUIMARAES e GAMA FILHO, 2009). Quanto ao 

aumento da população de linfócitos, as variações encontradas no leucograma 

indicam, de maneira preliminar, a existência de memória imunológica, estimulada 

pela consecutiva exposição dos hamsters imunizados com a formulação vacinal em 

questão.  

5.3 Detecção de anticorpos IgG anti-Leishmania em soros de hamsters pelo 

método de ELISA 
 

 As respostas do sistema imune, tanto celular quanto humoral, possuem 

especificidades e as suas ações podem ser coordenadas ou antagônicas. A 

modulação da resposta vai depender das citocinas envolvidas na defesa do 

hospedeiro, dessa forma, a presença de células ou fatores específicos que elevem 

uma determinada citocina podem intensificar ou debelar uma certa infecção. (MILLS 

e McGUIRK, 2004). 

Títulos de anticorpos podem ter ação de aglutinação do parasito, além de 

sinalizar a entrada deste na célula, estimulando a formação do complexo de ataque 

a membrana (MAC) e a fagocitose deste pelos macrófagos para elimina-lo (DWYER, 

1976). Contudo, na leishmaniose, a imunidade celular - vital para o desenvolvimento 

de resistência e cura da doença – deve ser mais abrangente que a produção de 

anticorpos pelos linfócitos B, determinando assim, uma fraca resposta humoral e 

baixos níveis de anticorpos séricos (LARANGEIRA, 2008).  

Com o objetivo de avaliar a imunogenicidade do peptídeo sintético da gp63, os 

animais de todos os grupos experimentais tiveram o sangue coletado 6 dias após a 

terceira dose vacinal. A Figura 17 ilustra a média da densidade óptica (D.O) obtida 

para cada grupo experimental. 
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Figura 17 - Nível de anticorpo igG anti-
Leishmania, nos diferentes grupos 
experimentais: controle (C), adjuvante 
(ISA) e vacina (Pep+ISA). Os resultados 
estão sendo expressos como densidade 
óptica (D.O). Cada barra representa 
dados agrupados (média ± desvio 
padrão) de três hamsters (Mesocricetus 
auratus). 

 

Foi observada similaridade entre as médias dos títulos de anticorpos IgG anti- 

Leishmania no grupo controle (C) e no grupo apenas com o adjuvante (ISA), com 

valores de 0,028 e 0,035 respectivamente (Figura 17). Dados semelhantes ao 

observado neste estudo, têm sido também demonstrando por MOREIRA, (2012), 

utilizando hamsters não infectados (0,04-0,07). Os baixos níveis de anticorpos 

podem ser justificados pela falta de estímulo nos grupos de ambos experimentos. 

Muito embora o grupo imunizado com o peptídeo + adjuvante (Pep+ISA) tenha 

mostrado uma absorbância significativamente maior de anticorpos IgG anti-

Leishmania (0,289) quando comparado aos demais grupos, que receberam apenas 

a solução salina e a solução salina com adjuvante, ainda assim, esse resultado pode 

ser classificado como uma titulação baixa de IgG total. Em concordância, valores de 

D.O inferiores a 0,4 também foram considerados baixos por TEIXEIRA et al. (2011), 

após avaliar o estimulo da produção igG total em grupo de cães imunizados com 

duas injeções de lisado de promastigotas de L. infantum. Formulação vacinal, que 

teve característica de resposta humoral fraca, e à qual, segundo o autor, se poderia 

atribuir o porquê da manutenção da saúde prolongada dos cães estudados, após 
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terem sido contaminados com leihmania por via subcutânea. CAMPOS et al., (2011) 

utilizando uma diluição de 1:40, para avaliar a técnica de ELISA na detecção de 

cães contaminados e assintomáticos, considerou positivo, apenas os cães que 

apresentaram D.O elevada para IgG total, isto é, maior que o ponto de corte 

estabelecido (0,571). Da mesma forma, COSTA et al. (2010) ao conduzirem seus 

estudos com felinos, utilizando uma diluição do soro de1:400, consideraram 

titulações de anticorpos elevadas as que apresentavam resultados de D.O maior que 

0,365, ficando estes classificados com animais infectados, fossem eles sintomáticos 

ou assintomáticos.  

PEREIRA (2015), avaliou a capacidade protetora de histonas 

nucleossômicas de L. infantum (HIS) e a proteína ácida ribossômica P0 (LiP0) contra 

infecção por L. infantum, utilizando duas formas de imunização: homóloga e 

heteróloga no modelo hamster. Corroborando com o presente estudo, ao comparar 

os valores de IgG dos grupos vacinais com o grupo controle, os resultados da 

titulação foram considerados significativamente altos nos grupos imunizados com 

estratégia heterogênea. No entanto foi verificado que apenas a vacina homologa 

baseada em Lip0, cujos níveis de IgG foram baixos, seria capaz de induzir uma 

resposta leishmanicida. 

De forma semelhante, estudos conduzidos por KUSHAWAHA et al, (2012) e 

BAHARIA et al., (2015) ao utilizarem antígeno diferentes também exibiram baixa 

titulação de IgG total, e concluíram no final de seus estudos, conduzidos de forma 

mais aprofundada, que suas formulações apresentaram potencial como candidata 

vacinal contra LV. O mesmo resultado foi observado também em cães nos estudos 

conduzidos por AGUIAR-SOARES et al., (2014) utilizando uma vacina composta de 

antígenos brutos de L. braziliensis, saponina e extrato de glândula salivar de mosca 

da areia (LBSapSal). Interessantemente, em todos os trabalhos citados, onde se 

testaram vacinas contra Leishmania, as formulações que apresentavam estímulos 

de anticorpos, porém, em concentrações baixas, demonstraram uma tendência de 

resposta do sistema imune com perfil de citocinas Th1 (IL-12, IFN-γ). Resposta que 

desempenha um importante papel na cura e prevenção da LV e que foi verificada 

por meio de analises mais específicas e detalhadas nestes trabalhos.  
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5.4 Avaliação da resposta linfoproliferativa 

A capacidade linfoproliferativa é uma característica desejada da vacina, 

refletindo a estimulação das respostas das células T (DAS e ALI, 2014). A fim de 

analisar a resposta linfoproliferativa de memória ao antígeno presente na 

composição vacinal foram utilizados dois estímulos antigênicos: ASLi (antígeno 

solúvel de Leishmania infantum) e peptídeo sintético de Leishmania major.  De 

acordo com LARANGEIRA (2008), a prática de ensaios de linfoproliferação pode 

ajudar na avaliação da resposta imunológica celular, tanto na leishmaniose humana 

quanto canina, frente a diferentes antígenos apresentados. A Figura 18 mostra o 

resultado da atividade linfoproliferativa nos diferentes grupos experimentais 

(controle, ISA e pep+ISA). 

 

 

Figura 18 - Resposta linfoproliferativa de 
células do baço de hamsters nos 
diferentes grupos experimentais (controle, 
ISA e Pep+ISA) obtido através do ensaio 
ELISA após estimulação com antígeno 
solúvel de Leishmania infantum (CE-ASLi) 
e peptídeo sintético de Leishmania major 
(CE-Pep). A proliferação é representada 
como a densidade óptica (D.O). Cada 
barra representa dados agrupados (média 
± desvio padrão) de três hamsters 
(Mesocricetus auratus). 

 

Conforme nossos dados demonstram, os animais do grupo controle, 

apresentaram uma D.O de 0,989 na cultura controle (CC), 1,04 na cultura 

estimulada com antígeno solúvel de Leishmania infantum (CE-ASLi) e 0,699 na 
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cultura estimulada com o peptídeo (CE-Pep). Quanto ao grupo ISA, os animais 

apresentaram uma resposta proliferativa de 1,033, 0,972 e 0,701 para CC, CE-ASLi 

e CE-Pep respectivamente. 

De acordo com os resultados, todos os animais apresentaram uma pequena 

proliferação celular, contudo não foi observada diferença significativa entre as 

culturas estimuladas com AsLi e Pep nos grupos controle e ISA, quando comparado 

com o controle positivo (CC). De forma geral, esperava-se que em ambos os grupos 

a resposta proliferativa realmente não fosse elevada, uma vez que durante todo o 

protocolo vacinal, estes grupos não foram sujeitos a nenhum tipo de estímulo 

antigênico.  

Por outro lado, os grupos vacinados com o peptídeo associado ao adjuvante 

ISA apresentaram um perfil diferente quanto aos níveis de resposta proliferativa, que 

revelou um aumento significativo na cultura estimulada com o peptídeo (Figura 18), 

corroborando com os estudos de LAKSHMI et al., 2014 que também observaram 

aumento da atividade linfoproliferativa nas culturas estimuladas com o antígeno 

solúvel em animais previamente imunizados e desafiados. Fato que demonstra a 

existência de memória imunológica. 

De forma similar DAS e ALI, (2014), ao conduzirem seus estudos com 

proteínas recombinantes CPs (rCPA, rCPB e rCPC) de L. donovani, observaram 

proliferação em todos os grupos vacinados, exibindo níveis significativamente 

maiores na cultura estimulada com coquetel lisossômico (rCPA+rCPB+rCPC). 

Resultados semelhantes foram obtidos por GUPTA et al., (2012) e KUMARI et al., 

(2012). 

AGUIAR-SOARES et al., (2014) ao utilizarem antígeno solúvel da vacina 

(VSA) e antígeno solúvel de L. infantum (SLiA) exibiram um índice proliferativo 

significativamente mais alto nos cães imunizados com a vacina LBSapSal e 

infectados com L. infantum em comparação aos demais grupos. Maiores valores de 

D.O foram observados nas culturas dos cães após estímulos com SLiA, contudo 

uma resposta significativa também foi observada no grupo estimulado com VSA. 

Tais resultados dão suporte à metodologia adotada no nosso estudo, onde se 

utilizou o antígeno de uma espécie causadora da LT para conseguir resposta 

imunológica contra LV.   

Segundo RUITENBERG e colaboradores (2001), a linfoproliferação obtida 

após o estímulo com antígeno de L. infantum, in vitro, representa uma ativação 
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antígeno-específica de linfócitos T que levam à produção de IFN-γ com consequente 

atividade citotóxica dos linfócitos TCD8+ e a lise dos macrófagos infectados, 

enquanto que a redução da resposta linfoproliferativa, in vitro, frente a um antígeno-

específico caracteriza uma resposta imune com maior susceptibilidade da doença, 

sem produção significativa de IFN-γ, uma das citocinas chaves para a proteção 

frente à infecção pelo parasito. 
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6 CONCLUSÃO 

Embora este estudo não tenha avaliado de forma aprofundada as 

imunoglobulinas e citocinas específicas envolvidas na resposta estimulada pela 

formulação vacinal, por se tratar de uma avaliação preliminar.  Foi possível concluir 

com os resultados obtidos, que:  

• A formulação testada se mostrou inócua e não tóxico, uma vez que não foi 

observado alterações clínicas (febre), comportamentais (neurológicas), 

gastrointestinais (vômito/diaréia), no local do inóculo (nodular/ulcerativa) e 

sistêmicas (alteração nos níveis séricos dos resultados bioquímicos), dando 

suporte para a segurança vacinal; 

• A formulação proposta foi capaz de promover níveis significativos de 

anticorpos IgG anti-Leishmania no grupo vacinado em relação aos demais 

grupos, mantendo a titulação destes em concentrações desejáveis; 

• A vacina foi capaz de gerar memória imunológica, evidenciada pelo aumento 

da atividade linfoproliferativa no grupo vacinado; 

Os resultados obtidos, usando o modelo hamster, demonstraram que a 

formulação vacinal proposta apresentou caracteristicas que tendem à 

desencadear a resposta imunologico desejada para uma vacina contra a 

leishmaniose visceral, baixa resposta humoral e possivelmente alta resposta 

celular. Desta forma, se eleva a espectativa de bons resultados na utilização da 

associação desses peptideos e o adjuvante Montanide ISA-61VG em um estudo 

mais dispendioso, utilisando cães como modelo experimental e com analises 

mais complexas e especificas. 
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