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ao mundo, é responsável por tudo o que 
faz.” 

Jean-Paul Sartre 
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fazer.” 
Jane Goodall 



 

 

RESUMO 
 

A leishmaniose visceral é a forma mais grave da leishmaniose, endêmica em diversas 
regiões e potencialmente fatal. Cães domésticos são os principais reservatórios 
urbanos da doença devido à sua proximidade com o homem, facilitando a 
transmissão. Neste estudo, avaliamos a eficácia de protocolos imunizantes homólogos 
e heterólogos compostos com Adenovírus expressando a proteína recombinante rA2 
em um modelo experimental murino Foram utilizados 120 camundongos BALB/C 
fêmeas, de 6 a 8 semanas, divididos em dois grupos: Carga Parasitária (CP) e 
Resposta Imunológica (RI), cada um composto por seis protocolos de imunização 
distintos: Ad (adenovírus expressando galactosidase), AdA2 (adenovírus expressando 
a proteína A2), LT (LeishTec, CEVA Saúde Animal), AdA2 
+ LT (adenovírus expressando a proteína A2 + LeishTec), LT + AdA2 (LeishTec + 
adenovírus expressando a proteína A2) e PBS (tampão fosfato salino 1X). Para isso, 
sangue foi coletado em tempos pré-determinados para hemograma, contagem 
diferencial de leucócitos e ELISA indireto para detecção de anticorpos específicos anti 
A2. Para avaliar a redução da carga parasitária, camundongos do grupo CP foram 
desafiados com Leishmania infantum (MHOM/67/ITMAP-263) 30 dias após a 
imunização. Trinta dias após o desafio, os animais foram eutanasiados; o baço e a 
medula óssea foram removidos para extração de DNA, seguido da análise da carga 
parasitária por PCR quantitativa. No grupo RI, 30 dias após a última dose de 
imunização, foi realizada a eutanásia dos camundongos seguida da citometria de fluxo 
a partir de células do baço dos animais para avaliação do perfil imunológico celular. 
Não foram observadas alterações hematológicas significativas entre os protocolos, e 
o protocolo homólogo LT apresentou os maiores títulos de anticorpos. O protocolo 
heterólogo AdA2 + LT demonstrou proteção de 90% no baço e 97,6% na medula 
óssea, em relação ao protocolo PBS. Além disso, o protocolo AdA2 + LT induziu uma 
resposta celular robusta, com ativação de células T CD4+ expressando TNF-α e IFN- γ 
e ativação das subpopulações de células T CD4+ de memória central e de memória 
efetora. Também foi observado um aumento na expressão de TNF-α em linfócitos T 
CD8+ e na produção de IFN-γ em células nos linfócitos citotóxicos após estimulação 
com antígeno solúvel de Leishmania. Conclusivamente, o protocolo heterólogo AdA2 
+ LT demonstrou ser superior aos demais no controle da leishmaniose visceral, e o 
desenvolvimento de uma vacina baseada nesse protocolo pode representar uma 
importante estratégia para o controle da infecção. 
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ABSTRACT 
 

Visceral leishmaniasis is the most severe form of leishmaniasis, endemic in various 
regions, and potentially fatal. Domestic dogs are the primary urban reservoirs of the 
disease due to their proximity to humans, which facilitates transmission. In this study, 
we evaluated the efficacy of homologous and heterologous immunization protocols 
composed of adenoviruses expressing the recombinant rA2 protein in a murine 
experimental model. A total of 120 female BALB/C mice, aged 6 to 8 weeks, were 
divided into two groups: Parasitic Burden (PB) and Immune Response (IR), each 
consisting of six distinct immunization protocols: Ad (adenovirus expressing 
galactosidase), AdA2 (adenovirus expressing the A2 protein), LT (LeishTec, CEVA 
Animal Health), AdA2 + LT (adenovirus expressing the A2 protein + LeishTec), LT + 
AdA2 (LeishTec + adenovirus expressing the A2 protein), and PBS (1X phosphate- 
buffered saline). Blood was collected at predetermined times for complete blood count, 
differential leukocyte count, and indirect ELISA for the detection of specific anti-A2 
antibodies. To assess parasitic burden reduction, mice from the PB group were 
challenged with Leishmania infantum (MHOM/67/ITMAP-263) 30 days after 
immunization. Thirty days post-challenge, the animals were euthanized, and the spleen 
and bone marrow were removed for DNA extraction, followed by quantitative PCR 
analysis of parasitic burden. In the IR group, 30 days after the final immunization dose, 
the mice were euthanized, and flow cytometry was performed on spleen cells to 
evaluate the cellular immune profile. No significant hematological changes were 
observed among the protocols, and the homologous LT protocol yielded the highest 
antibody titers. The heterologous AdA2 + LT protocol demonstrated 90% protection in 
the spleen and 97.6% in the bone marrow compared to the PBS protocol. Additionally, 
the AdA2 + LT protocol induced a robust cellular response, with activation of CD4+ T 
cells expressing TNF-α and IFN-γ, and activation of central memory and effector 
memory CD4+ T cell subsets. An increase in TNF-α expression in CD8+ T lymphocytes and 
IFN-γ production in cytotoxic lymphocytes was also observed following stimulation with 
soluble Leishmania antigen. In conclusion, the heterologous AdA2 + LT protocol 
proved superior to others in controlling visceral leishmaniasis, and the development of 
a vaccine based on this protocol may represent an important strategy for controlling the 
infection. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Aspectos gerais 

A leishmaniose é uma antropozoonose, considerada como uma doença tropical 

negligenciada e um grave problema de saúde pública, que afeta principalmente 

populações que possuem baixo índice socioeconômico. Condições habitacionais 

precárias, falta de saneamento básico, desnutrição, mobilidade populacional, 

mudanças ambientais e climáticas são os principais fatores que aumentam o risco da 

leishmaniose (WHO, 2022). Cosmopolita, tem ampla distribuição geográfica e é 

considerada endêmica nas Américas, África Oriental, Norte da África e Oeste e 

Sudeste Asiático (Akhoundi et al., 2016). 

A Leishmania é um protozoário unicelular que possui organelas internas e 

núcleo bem definido, de domínio Eukarya, está agrupada no filo Euglenozoa por 

apresentar flagelo e na classe Kinetoplastea por apresentar cinetoplasto, estrutura 

especializada que contém DNA. Devido a seu ciclo de vida complexo que envolve 

formas procíclicas no interior do vetor e metacíclicas que são transmitidas ao 

hospedeiro vertebrado, está agrupado na ordem Kinetoplastida. A família 

Trypanosomatidae é caracterizada por protozoários que possuem único flagelo 

emergindo de um corpúsculo basal. Pertencente a esta família, o gênero Leishmania 

(Ross, 1903) destaca-se por possuir formas intracelulares obrigatórias no hospedeiro 

mamífero e formas de vida livre no hospedeiro invertebrado. Os subgêneros 

Leishmania e Viannia são determinados para classificar as espécies, sendo o 

subgênero principalmente definido por análises morfológicas e molecul ares, além do 

local de desenvolvimento do parasito no inseto vetor. Atualmente, existem cerca de 20 

espécies de Leishmania (L); L. donovani e L. infantum, responsáveis por causar a 

leishmaniose visceral, L. major, L. tropica, L. mexicana, L. peruviana, L. panamensis, 

L. venezuelensis, L. aethiopica e L. amazonensis, associadas a leishmaniose cutânea 

e L. braziliensis,frequentemente associadas a leishmaniose mucocutânea, que ocorre 

predominantemente em países do novo mundo (Akhoundi et al., 2016). 

A transmissão da leishmaniose ocorre durante o repasto sanguíneo da fêmea 

do flebotomíneo; um inseto da ordem Diptera, da família Psychodidae e da subfamília 

Phlebotominae, no hospedeiro mamífero (Dutra Rego, 2013). Atualmente, existem 

cerca de 90 espécies de flebotomíneos dos gêneros Phlebotomus e Lutzomyia que 

possuem a capacidade de transmitir Leishmania no Velho mundo e no Novo Mundo, 

respectivamente. No entanto, muito se discute sobre outras formas de transmissão 
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em áreas não endêmicas e/ou onde não há relatos da existência do flebotomíneo. 

Estudos anteriores utilizando modelos animais sugeriram que existem outras formas 

de transmissão associadas à leishmaniose, como transmissão transplacentária 

(Rosypal et al., 2006), por carrapatos (Zanatta Coutinho et al., 2005), por transfusão 

sanguínea (De Freitas et al., 2006), por transmissão venérea (Silva et al., 2009) e a 

partir de pulgas (Paz et al., 2010). 

 
1.2 Ciclo de vida 

A infecção no hospedeiro vertebrado ocorre quando, durante o repasto 

sanguíneo, formas promastigotas metacíclicas são inseridas pela fêmea do 

flebotomíneo no hospedeiro vertebrado. Após a inserção, as formas promastigotas 

metacíclicas são fagocitadas por células do sistema fagocítico mononuclear 

(macrófagos, células dendríticas e neutrófilos). Dentro das células hospedeiras, as 

formas amastigotas sofrem divisão binária simples, preenchendo todo o interior da 

célula que se rompe, permitindo que novamente amastigotas sejam fagocitadas. 

Quando o inseto vetor realiza o repasto sanguíneo em um hospedeiro vertebrado 

infectado, ele ingere acidentalmente formas intracelulares. Já dentro do vetor formas 

amastigotas sofrem nova diferenciação para formas promastigotas, que irão se 

multiplicar na parte anterior do tubo digestivo do flebotomíneo e migrar para a 

probóscide do inseto. A forma promastigota posteriormente sofre, ainda no interior do 

inseto, diferenciação para forma promastigota metacíclica, forma infectante e a partir 

de um novo repasto sanguíneo o ciclo é reiniciado (Harhay et al., 2011; 

Montaner‑Angoiti e Llobat 2023) (Figura 1). 
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Figura 1 – Ciclo de vida de Leishmania no vetor e hospedeiro vertebrado 
 

(A) Flebotomíneo fêmea infectado inocula formas promastigotas, durante repasto sanguíneo. (B) 

Promastigotas são fagocitadas por células do sistema mononuclear fagocitário, principalmente macrófagos 

residentes na pele. (C) Promastigotas transformam-se em amastigotas dentro de macrófagos. (D) 

Amastigotas multiplicam-se em células infectadas e afetam diferentes tecidos. (E) Flebotomíneo fêmea 

ingere macrófagos infectados com amastigotas, durante repasto sanguíneo. (F) Ao atingir o intestino 

médio do f lebotomíneo, o parasito diferencia-se em formas promastigotas novamente. (G) As formas 

promastigotas multiplicam-se e migram para a probóscide. Fonte: Montaner‑Angoiti e Llobat 2023. 

1.3 Aspectos clínicos 

A leishmaniose apresenta diferentes formas clínicas, classificadas de acordo 

com a espécie de Leishmania responsável pela infecção. As principais formas são a 

leishmaniose visceral e a leishmaniose tegumentar. A leishmaniose visceral é 

caracterizada pelo grave comprometimento de órgãos internos como baço, fígado e 

medula óssea, devido ao tropismo da espécie de Leishmania envolvida (Desjeux, 

2004). Se não diagnosticada e tratada adequadamente, pode resultar em morte. Por 

outro lado, a leishmaniose tegumentar é considerada a forma mais branda da doença 

que inicialmente afeta a pele, manifestando-se com o desenvolvimento de pápulas que 

evoluem para úlceras, inicialmente indolores e posteriormente dolorosas (WHO, 

2020). As úlceras cutâneas, com fundo granulomatoso e bordas bem delimitadas, são 

frequentemente encontradas em áreas expostas como rosto, braços e pernas, onde o 

A 
B 

G 

C 

D 

E 
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parasito é inoculado pelo flebotomíneo. Apesar de frequentemente autolimitante 

devido à imunidade do hospedeiro, as cicatrizes resultantes podem causar estigma 

social (Arenas et al., 2017). A leishmaniose difusa é uma forma mais grave que pode 

surgir após a cura da forma cutânea, caracterizando-se por lesões cutâneas 

disseminadas sem a úlcera central típica, requerendo tratamento intensivo. A 

leishmaniose mucocutânea ocorre quando o parasito se dissemina para tecidos 

mucosos através do sangue ou linfa. Inicialmente manifesta-se com eritema e úlceras 

nas narinas, acompanhadas de febre, linfonodos aumentados e hepatomegalia. Com 

a progressão da doença, podem ocorrer complicações graves como perfuração do 

septo nasal, úlceras no palato, inchaço das gengivas e destruição da mucosa da boca 

e nariz, levando a desfiguração e dificuldades respiratórias. Infecções bacterianas 

secundárias são comuns, sendo a pneumonia uma causa significativa de mortalidade 

(Machado et al., 2024). 

Devido a sua proximidade com humanos, em países onde a leishmaniose 

visceral é considerada zoonótica, o cão doméstico é considerado o principal 

reservatório da doença (Rocha et al., 2018). Cães positivos sorologicamente, porém 

sem sinais clínicos aparentes, podem apresentar a infecção. Lesões na pele, 

onicogrifose, poliartrite, lesões oculares, diarreia, epistaxe, anemia, atrofia muscular, 

letargia, perda de peso são os principais sinais clínicos aparentes. Na fase avançada 

pode ocorrer hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, alopecia, ceratoconjuntivite, 

apatia, vômito, coriza, edema nos membros, hemorragia intestinal e hiperqueratose. 

Já na fase terminal ocorre insuficiência renal, paralisia dos membros posteriores, 

inanição, caquexia e morte (Dantas-Torres & Otranto, 2014; Solano-Gallego et al ., 

2011). Ao contrário da leishmaniose visceral, a leishmaniose tegumentar sobretudo 

em sua forma cutânea em cães, ainda é pouco explorada. Estudos anteriores 

demostraram a partir de análise molecular, infecções mistas (L. infantum, L. 

braziliensis e L. amazonensis), em animais que apresentavam ou não sinais clínicos 

aparente (Alves Souza et al., 2019; Lago et al., 2019). Assim sendo, a gama de sinais 

clínicos associados unicamente a infecção por L. infantum pode estar relacionada a 

infecção por outras espécies de Leishmania. Além disso, a carga parasitária em 

animais infectados, saudáveis ou doentes não apresenta diferença significativa, mas 

animais doentes e com sinais clínicos apresentam mais parasitos na pele (Laurenti et 

al., 2013). 
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1.4 Diagnóstico 

O diagnóstico da leishmaniose para o cão doméstico engloba técnicas 

sorológicas, parasitológicas e moleculares. O método parasitológico consiste na 

visualização de formas amastigotas em esfregaços, já métodos moleculares como a 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) quantitativa ou qualitativa realizam a 

amplificação de DNA do parasito (de Mendonça et al., 2017; Figueiredo et al., 2018). 

Ambas técnicas utilizam amostras do hospedeiro que podem ser de aspirados de 

linfonodo, pele, sangue, baço, fígado e medula óssea. As duas técnicas citadas 

anteriormente possuem alta especificidade e sensibilidade, mas sua execução 

depende de profissionais qualificados, estrutura laboratorial, realização correta de 

coleta. 

Quando se trata de métodos sorológicos, o Teste de Aglutinação Direta (DAT), 

a Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI), o Ensaio Imunoenzimático Ligado a 

Enzima (ELISA) e Testes Imunocromatográficos (TR) podem apresentar resultados 

falso positivos e negativos. Alguns fatores podem influenciar os resultados 

sorológicos, como a fase da doença no animal. A conversão de IgM para IgG pode 

não ter ocorrido, ou o efeito prozona (fenômeno de Hook) pode estar presente. Esse 

efeito ocorre quando uma quantidade excessiva de anticorpos na amostra impede a 

formação adequada de complexos antígeno-anticorpo, devido à saturação dos sítios 

de ligação, resultando em uma reação menos eficaz (Troncarelli et al., 2009; 

Farahmand & Nahrevanian, 2016; Lopes et al., 2017; Pessoa-e-Silva et al., 2019). 

Além disso, a reatividade cruzada deve ser considerada, especialmente quando se 

utiliza antígenos brutos. A reatividade cruzada ocorre quando anticorpos produzidos 

contra um patógeno reagem com antígenos de outros patógenos, levando a resultados 

sorológicos imprecisos. Esse fenômeno já foi descrito em infecções por Trypanosoma 

cruzi (Troncarelli et al., 2009), Ehrlichia canis, Babesia canis (Krawczak et al., 2015), 

Toxoplasma gondii e Neospora caninum (Zanette et al., 2014). Assim sendo, para o 

diagnóstico da leishmaniose em cães ainda é necessária a utilização de múltiplas 

técnicas de diagnóstico somadas a exames para determinar o perfil bioquímico e 

hematológico, buscando determinar a fase da doença no cão, para que através de 

todas as informações coletadas seja iniciado o tratamento adequado. Sendo assim, 

existe a necessidade de aperfeiçoamento nas técnicas atualmente utilizadas para que 

se tenha um diagnóstico com maior eficácia (Faria et al., 2017). 
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1.5 Tratamento 

Em 2016, o fármaco denominado Milteforan® (Virbac, Brasil) teve seu registro 

aprovado pelo Ministério da Saúde e pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento do Brasil (MAPA, 2016). A miltefosina, princípio ativo, age inibindo a 

síntese de fosfatidilcolina, influenciando na formação e função da membrana celular 

de maneira adequada impedindo assim, que o parasito consiga realizar funções vitais, 

como homeostase iônica e osmorregulação. Outro fármaco usado no Brasil para o 

tratamento da leishmaniose visceral canina off label é o Alopurinol. Análogo das 

purinas é considerado parasitostático, in vitro mostrou que ao ser incorporado ao RNA 

do parasito, possui um mecanismo de ação que inibe sua multiplicação a partir da 

alteração de síntese proteica, causando sua morte (Dias et al., 2020). Quando utilizado 

em conjunto com o Milteforan, gera melhora nos sinais clínicos e redução da carga 

parasitária por longos períodos. No entanto, não promove eliminação parasitológica 

completa, o que pode resultar em resistência da Leishmania sp. e apesar da melhora 

nos sinais clínicos podem causar efeitos adversos como náusea, vômito, diarreia, 

insuficiência renal e xantiúria (Ribeiro, Suzan, et al., 2018). Além do tratamento 

medicamentoso existem cuidados adicionais que devem ser realizados: a utilização da 

coleira Scalibor™ (MSD Saúde Animal), composta por 4% de deltametrina, que possui 

ação repelente com duração de quatro meses, a utilização de repelentes ambientais, 

telas de malha fina em canis, portas e janelas e mosquiteiros, evitar a exposição do 

animal durante o período crepuscular, periódica reavaliação clínica, laboratorial e 

parasitológica determinada pelo médico veterinário e manejo ambiental para evitar a 

propagação de criadouros do flebotomíneo (CFMV, 2021). O tratamento e o 

acompanhamento clinico preconizado possui custo elevado para o tutor e como a 

doença é encontrada principalmente em populações que possuem baixo nível 

socioeconômico, a adesão ao tratamento se torna um desafio. (Shmueli & Ben-Shimol, 

2024). 

 
1.6 Controle da Leishmaniose 

Mudanças climáticas, eventos antropogênicos, migração populacional, falta de 

planos de zoneamento ambiental e inviabilidade no controle dos vetores são fatores 

que afetam diretamente o controle da leishmaniose visceral, tornando-o um desafio 

ambiental (WHO, 2023). A quantidade dos vetores aumenta substancialmente devido 

a elevação da temperatura e diminuição da precipitação; mudanças climáticas são 
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geralmente acompanhadas de desastres como terremotos, tsunamis e/ou inundações 

que geram motilidade populacional, com isso podemos observar a migração de 

indivíduos e animais saudáveis e doentes para áreas endêmicas podendo gerar 

epidemias. O deslocamento populacional pode gerar eventos antropogênicos, como 

o desmatamento que transforma áreas de grande mata em ambientes urbanizados, 

impactando diretamente o controle do vetor, que possui características como tamanho 

pequeno, altas taxas de reprodução, preferências alimentares, atividade crepuscular, 

adaptação a diferentes ambientes e resistência a inseticidas que tornam o controle 

deste inseto uma tarefa que necessita de abordagens multidisciplinares em níveis 

individuais e comunitários (Bamorovat et al., 2024). Assim, um candidato vacinal que 

evitasse a transmissão da leishmaniose representa uma excelente estratégia de 

controle da doença (Dorlo et al., 2012; Miró et al., 2008; Rocha et al., 2018; Valladares 

et al., 1998). 

 
1.7 Vacinas disponíveis no Brasil 

Atualmente no Brasil não existe vacina imunoprofilática comercializada indicada 

para prevenção da leishmaniose canina. Entre 2003 e 2014 a Leishmune® (Fort Dodge 

Wyeth, atual Zoetis, São Paulo, Brasil) foi licenciada para profilaxia contra a 

leishmaniose canina, formulada com base no antígeno Nucleosídeo hidrolase (NH36), 

enzima associada à síntese do DNA do parasito e à replicação. A resposta imunológica 

induzida era caracterizada por neutrófilos e monócitos com aumento na expressão de 

Complexo Principal de Histocompatibilidade classe II (MHC II), além de altos níveis de 

óxido nítrico (NO), interferon-gama (IFN-γ), linfócitos T citotóxicos CD8+ (TCD8+) 

(resposta seletiva pró inflamatória) e IgG (Velez & Gállego, 2020). A alta produção de 

resposta humoral causada inviabilizava a discriminação entre cães positivos e 

imunizados, e problemas com a fase 3 da vacina fizeram com que ela fosse 

descontinuada em 2014 (MAPA, 2014; Morales-Yuste et al., 2022). A Leish-Tec ® 

(Hertape Calier Saúde Animal, atual Ceva, Brasil) é constituída do adjuvante saponina 

juntamente com o antígeno recombinante da proteína A2 de amastigota de L. 

donovani. Sua resposta induz altos níveis de IFN-γ e baixos níveis de IL-10, baixa 

produção de anticorpos anti-promastigota de leishmania e níveis de anticorpos anti- 

A2 aumentados após a administração da primeira dose da vacina (Testasicca et al., 

2014). Após a descontinuação da Leishmune®, a Leish-Tec foi a única vacina 

registrada e aprovada para comercialização pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e 
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Abastecimento do Brasil (MAPA). Em maio de 2023, inicialmente, sua comercialização 

foi suspensa e lotes anteriormente distribuídos foram recolhidos. Posteriormente sua 

fabricação foi completamente suspensa, devido a quantidade da proteína A2 estar 

inferior ao limite pré estabelecido na licença do produto (CEVA, 2023; MAPA, 2023). 

 
1.8 Proteína A2 de amastigota de Leishmania 

O gene A2 tem um papel fundamental na leishmaniose, expressando uma 

proteína específica nas formas amastigotas do parasito. A proteína A2, é formada por 

repetições de 10 blocos de aminoácidos, consideradas como fator de virulência 

importante para a sobrevivência do parasito no corpo do hospedeiro mamífero. 

Anteriormente (Zhang & Matlashewski, 1997) demonstraram que as amastigotas de 

L. donovani deficientes na proteína A2 não sobrevivem em camundongos. Nesse 

estudo, a expressão do mRNA da A2 foi suprimida utilizando RNA antisense, 

resultando em amastigotas com virulência significativamente reduzida, o que sugere 

a sua relevância na capacidade de causar doença. Ademais, a imunização com a 

proteína A2 ofereceu proteção substancial contra a infecção por L. donovani em 

modelo experimental, ressaltando o seu potencial como uma opção promissora para 

vacinas contra a leishmaniose (Ghosh et al., 2001). 

 
1.9 Adenovírus 

O adenovírus é um grupo de vírus que pode infectar mamíferos, incluindo 

humanos. Sua ação pode provocar infecções respiratórias leves até doenças mais 

graves, como conjuntivite, gastroenterite e infecções do trato urinário (Sakurai et al., 

2020). Amplamente empregado, o adenovírus possui um papel importante em 

diversas aplicações biotecnológicas e terapêuticas, desempenhando uma entrega 

eficaz e segura de material genético que estimula resposta imunológica contra o 

patógeno (Resende et al., 2008). Seu genoma, composto por DNA de fita dupla, 

permanece predominantemente na forma epissomal, minimizando o risco de efeitos 

deletérios e mutações no hospedeiro. Além disso, tem grande capacidade de 

acomodar material genético, permitindo a inserção de genes maiores ou múltiplos. 

Outras características que tornam o adenovírus um vetor viral versátil e uma 

ferramenta útil na produção de vacinas incluem sua capacidade de infectar diferentes 

células; a indução de uma expressão eficiente e temporária do transgene no interior 

de células hospedeiras, promovendo bons níveis de produtos do gene-alvo; a geração 
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de uma resposta imunológica robusta, ativando a cascata do complemento e 

desencadeando a liberação de citocinas pró-inflamatórias, além de induzir respostas 

de linfócitos T CD4+ (auxiliares) e CD8+ (citotóxicos); a estimulação da resposta de 

linfócitos B, levando à produção de anticorpos específicos; e a provocação da 

expressão de várias outras moléculas que desempenham papéis cruciais na 

coordenação da resposta imune (Fernandes et al., 2012). O adenovírus também pode 

ser fagocitado por células dendríticas, desempenhando um papel na apresentação de 

antígenos e na ativação de respostas imunes adaptativas, incluindo as células Natural 

Killer (NK), que, após ativadas, contribuem para a eliminação de células infectadas 

(Bruna-Romero et al., 2001; Caetano et al., 2006; Coelho et al., 2003; A. P. Fernandes 

et al., 2012; Resende et al., 2008). 

Durante a pandemia de COVID-19 em 2020, o uso de adenovírus em vacinas 

representou um dos maiores experimentos em vacinação em larga escala já 

realizados. Os adenovírus foram utilizados como vetores virais para transportar o gene 

da proteína spike do SARS-CoV-2 (Gote et al., 2023). Essa tecnologia foi aplicada nas 

vacinas Oxford/AstraZeneca e Johnson & Johnson, que promoveram imunizações 

eficazes e seguras em um curto período de tempo (Mendonça et al., 2021). Desde a 

década de 1990, os adenovírus têm sido amplamente utilizados como vetores virais 

em modelos experimentais caninos para o desenvolvimento de terapias gênicas e 

vacinas (Carroll et al., 1997; Weiner & Nabel, 2012). Estes vetores têm sido explorados 

para tratar uma variedade de doenças, incluindo doenças genéticas, como a 

deficiência de proteína de coagulação; doenças infecciosas, como a parvovirose 

canina e a malária; e doenças oncológicas. Estes estudos demonstraram que os 

adenovírus são seguros e eficazes em cães, tornando-os uma ferramenta valiosa para 

a pesquisa veterinária e o desenvolvimento de vacinas. 



29 
 

 

2 JUSTIFICATIVA 

Uma vacina eficaz contra o parasito responsável pela leishmaniose visceral 

canina, possui papel crucial na prevenção da infecção, uma vez que é essencial 

controlar a disseminação da doença que pode ser fatal. Uma vacina eficaz que reduza 

a carga parasitária, pode ajudar a diminuir a transmissão da doença para outros cães 

e para seres humanos, tendo em vista que animais infectados são uma fonte 

significativa de parasitos para os flebotomíneos, imunizar os cães tem implicações 

benéficas para a saúde pública. Ao protegê-los contra os sintomas graves da doença, 

a vacina não apenas melhora sua qualidade de vida, mas também reduz a 

necessidade de tratamentos médicos intensivos. Além de todos os pontos importantes 

citados anteriormente, a vacinação apresenta uma abordagem sustentável, 

considerando os métodos tradicionais que incluem o uso de tratamentos químicos e 

uso de inseticidas. Dessa forma, a vacinação emerge como uma estratégia 

abrangente e eficaz para combater a leishmaniose visceral canina, oferecendo 

benefícios significativos para a saúde animal e pública (L. Solano-Gallego et al., 2009; 

Werneck, 2014; Shimozako et al., 2017). 

As vacinas LeishTec® (LT) comercializada pela CEVA, Brasil e o Adenovírus 

expressando a proteína A2 (AdA2) anteriormente foram utilizados em esquemas 

homólogos, com três doses consecutivas para a LT (Mendonça et al., 2016) e duas 

doses consecutivas para o AdA2 (Resende et al., 2008). A hipótese deste estudo é 

que a administração de uma dose de LeishTec® seguida por uma dose de Adenovírus 

expressando a proteína A2, ou vice-versa, em esquema prime-boost, poderá induzir 

uma melhor resposta de proteção, com a eficácia variando de acordo com a ordem de 

aplicação. Especificamente, espera-se que a combinação heteróloga resulte em 

maiores níveis de anticorpos, uma resposta celular mais robusta e menor carga 

parasitária. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

Determinar eficácia de protocolos imunizantes homólogos e heterólogos 

compostos com Adenovírus expressando a proteína recombinante rA2 em um modelo 

experimental murino. 

 
3.2 Objetivos Específicos 

▪ Determinar a eficácia dos protocolos imunizantes na redução da carga 

parasitária após infecção com Leishmania infantum. 

 
▪ Analisar a produção de resposta humoral mediante imunização com diferentes 

protocolos 

 
▪ Avaliar a indução da resposta imune celular, incluindo a expressão de TNF-α e 

interferon-γ em subpopulações de linfócitos TCD4+ e TCD8+ nos camundongos 

BALB/c imunizados. 

 
▪ Comparar a resposta imune entre protocolos homólogos e heterólogos para 

verificar se combinações diferentes resultam em uma resposta mais robusta. 

 
▪ Verificar possíveis alterações hematológicas decorrentes dos diferentes 

protocolos de vacinação. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Animais e Considerações Éticas 

Camundongos BALB/c fêmeas, com idades entre 6 e 8 semanas, foram 

adquiridos junto ao Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais – UFMG 

e mantidos em ambiente higiênico conforme as normas convencionais, com medidas 

de proteção contra a entrada de agentes patogênicos, em uma faixa de temperatura 

entre 20 e 24°C, durante todo o período experimental no biotério do Laboratório de 

Imunobiologia e Controle de Parasitos. Foram distribuídos em grupos formados por 10 

animais por gaiola (37cm x 25cm x 16cm), receberam água e ração ad libitum e 

luminosidade controlada em fotoperíodo de 12h claro e 12h escuro. 

Este estudo foi aprovado e conduzido de acordo com as diretrizes de bem estar 

animal da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UFMG, conforme 

protocolo nº 338/2022. (ANEXO I). 

 
4.2 Cálculo Amostral 

O número de animais por grupo foi determinado com base nos cálculos obtidos 

em Sampaio (2010). Para realizar o cálculo, foram utilizados os valores da média (8,5) 

e do desvio padrão (1,2) da variável eritrócitos (10^6/mm³) do grupo C, no tempo 6, 

conforme publicados anteriormente por Dores Moreira et al., (2016). Para calcular o 

tamanho da amostra, consideramos uma variação (Δ) de 10% em torno da média. Isso 

significa que: Δ = 0,1 × média = 0,1 × 8,5 = 0,85. 

Com essa oscilação (Δ) de 0,85, foi utilizada a fórmula: 

S 

 
onde: 

∆ = tα, gl ×  

 

√𝑟 

• tα,gl é o valor crítico de t tabelado (Tabela A-2; Sampaio, 2010; página 226), 

considerando um nível de significância α = 0,05, o valor específico utilizado foi tα,gl = 

2,2281, 

• S é o desvio padrão dos dados, calculado como S = 1,2, 

• r é o número amostral, indicando o número de observações consideradas no estudo. 
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0,85 = 2,2281 × 
1,2 

 

 

√𝑟 

 
0,85 = 

2,67372 
 

 

√𝑟 

 
 

√𝑟 = 
2,67372 

 
 

0,85 

 
 

√𝑟 = 3,1455 
 

√𝑟 = (3,1455)2 

𝑟 = 9,894 
 

Com base nos cálculos realizados acima obtemos um N = 9,894 (arredondado 

para 10) animais, para a realização dos grupos experimentais. Considerando doze 

grupos experimentais foram necessários 120 animais no total. 

 
4.3 Parasitos e preparação dos antígenos 

A espécie Leishmania infantum (MHOM/MA/67/ITMAP-263) foi gentilmente 

cedida pelo Dr. Herbert Leonel de Matos Guedes (Departamento de Microbiologia, 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ, Brasil). A mesma foi utilizada para 

produção de antígeno solúvel e para infecção desafio. As promastigotas foram 

mantidas em incubadora BOD a 26 °C em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS), 100 μg/mL de 

estreptomicina, 100 U/mL de penicilina, 5 mg/mL de hemina, 0,5 mg/mL de ácido 

fólico, 0,2 mg/mL de D-biotina e 4 mg/mL de adenina. Para manter a virulência, os 

parasitos foram obtidos rotineiramente de camundongos BALB/c infectados, e todos 

os testes foram realizados com parasitos que foram cultivados em no máximo três 

passagens in vitro. 

A proteína A2 purificada (rA2) foi gentilmente cedida pelo Dr. Eduardo Antonio 

Ferraz Coelho, do Departamento de Patologia Clínica da COLTEC, Belo Horizonte, 

MG, Brasil. A proteína, clonada no plasmídeo pET21 e expressa em Escherichia coli 

com cauda de histidina, foi purificada em coluna de níquel, de acordo com protocolo 

descrito anteriormente (Carvalho et al., 2002). O adenovírus (AdCMVlacZ), que 

expressa a proteína beta-galactosidase e a proteína A2, foi generosamente cedido 
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pelo Dr. Oscar Bruna Romero, do Departamento de Microbiologia, Imunologia e 

Parasitologia da Universidade Federal de Santa Catarina, Florianópolis, SC, Brasil. 

 
4.4 Delineamento experimental e protocolo de imunização 

Trata-se de um estudo experimental randomizado controlado, com coletas que 

ocorreram em tempos pré determinados. Para este estudo foram utilizados 120 

camundongos, BALB/c fêmeas isogênicas, de 6 a 8 semanas de idade. Os 

camundongos foram divididos em dois grupos; Resposta Imunológica e Carga 

Parasitária (n= 60 camundongos cada). Cada grupo foi dividido em 6 sub grupos: Ad, 

AdA2, AdA2 + LT, LT, LT + AdA2 e PBS (n= 10 camundongos cada). Todos os animais 

foram imunizados de acordo com o protocolo a seguir (Figura 2). 

 
Figura 2 – Protocolo de Geral de Imunização 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Foram testadas diferentes formulações para cada grupo. Grupo Ad: recebeu 

primer/boost homólogo de adenovírus expressando a proteína beta-galactosidase, 

com primer/boost: 1x108 PFU/mL; Grupo AdA2: recebeu primer/boost homólogo de 

adenovírus expressando a proteína A2 de amastigota de Leishmania donovani, com 

primer: 1x104 PFU/mL e boost: 1x108 PFU/mL; Grupo AdA2 + LT recebeu primer/boost 

heterólogo, com primer: 1x108 PFU/mL de adenovírus expressando a proteína A2 de 

amastigota de Leishmania donovani e boost: Leish-Tec® (LT) comercializada pela 

CEVA, Brasil, composta por 100 µg/mL de proteína recombinante A2 (rA2) e acrescida 

de 500 µg/mL de adjuvante saponina; Grupo LT: recebeu primer/boost/boost 

homólogo de Leish-Tec® (LT) comercializada pela CEVA, Brasil, composta por 100 

µg/mL de proteína recombinante A2 (rA2) e acrescida de 500 µg/mL de adjuvante 
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saponina; Grupo: LT + AdA2 recebeu primer/boost heterólogo, sendo o primer: Leish- 

Tec® (LT) comercializada pela CEVA, Brasil, composta por 100 µg/mL de proteína 

recombinante A2 (rA2) e acrescida de 500 µg/mL de adjuvante saponina e boost: 

adenovírus recombinante expressando a proteína A2 de amastigota de Leishmania sp. 

1x108 PFU/mL; Grupo PBS recebeu primer/boost/boost homólogo de Tampão fosfato 

salino 1X estéril. 

Foram coletados cerca de 200 uL de sangue dos camundongos para realização 

de hemograma, diferencial leucocitário e obtenção de plasma para ensaio 

imunoenzimático indireto (ELISA). Para os animais agrupados em Resposta 

Imunológica foram realizadas coletas nos seguintes tempos: Para protocolos com 

duas doses – T0 (pré imunização), T1 (14 dias após primer) e T2 (30 dias após boost 

– eutanásia). Para protocolos com três doses – T (pré imunização), T1 (14 dias após 

primer), T2 (14 dias após boost) e T3 (30 dias após boost – eutanásia). Os animais 

agrupados em Carga Parasitária realizaram coletas nos seguintes tempos: Para 

protocolos com duas doses – T0 (pré imunização), T1 (14 dias após primer) e T2 (60 

dias após boost – eutanásia). Para protocolos com três doses – T (pré imunização), 

T1 (14 dias após primer), T2 (14 dias após boost) e T3 (60 dias após boost – 

eutanásia). Os valores de referência utilizados para as análises foram os seguintes: 

eritrócitos (RBC) de 6,36 a 9,42, hemoglobina (HGB) de 11,0 a 14,3, hematócrito 

(HCT) de 34,6 a 44,6, plaquetas (PLT) de 100 a 600, leucócitos totais (WBC) de 0,8 a 

6,8, eosinófilos (EOS) de 0, linfócitos (LYM) de 0,8 a 7,9, monócitos (MONO) de 0 a 

0,5 e neutrófilos (NEUT) de 0 a 1,4. Para as variáveis eosinófilos, linfócitos, monócitos 

e neutrófilos, que foram obtidos por esfregaço sanguíneo, esses valores foram 

determinados de acordo com o grupo controle (PBS) apenas imunizado. 

Após 30 dias da última dose de cada protocolo de imunização, os camundongos 

incluídos no grupo Resposta Imunológica (n=60), foram eutanasiados. Foi realizada a 

coleta do baço de cada animal para posterior análise (Figura 3). 
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Figura 3 – Protocolo de imunização para avaliação da Resposta Imunológica 

 

(A)Grupos que receberam duas doses; Ad, AdA2, AdA2 + LT e LT + AdA2. (0) primeira dose, (42) 

segunda dose, (72) eutanásia com retirada do baço. (B) Grupos que receberam três doses; LT e PBS. 

(0) primeira dose, (21) segunda dose, (42) terceira dose, (72) eutanásia com retirada do baço. Fonte: 

Elaborado pela autora. 

 

 

Para o grupo denominado Carga Parasitária (n=60), após 30 dias da última 

dose de cada protocolo de imunização, os camundongos foram desafiados 

intraperitonealmente com 2,5 x 107 promastigotas de L. infantum 

(MHOM/MA/67/ITMAP-263) na fase estacionária de crescimento. Como controle da 

carga parasitária foi realizado um esfregaço sanguíneo utilizando 5 uL de sangue 

retirado da cauda dos animais após 25 dias de infecção. Após 30 dias da infeção, os 

animais foram eutanasiados. Foi realizada a coleta do baço e medula óssea para 

posterior análise (FIGURA 4). 
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Figura 4 – Protocolo de imunização para avaliação da Carga Parasitária 

 

(A) Grupos que receberam duas doses; Ad, AdA2, AdA2 + LT e LT + AdA2. (0) primeira dose, ( 42) 

segunda dose, (72) infecção desafio com 2,5 x 10^7 promastigotas de Leishmania infantum (102) eutanásia 

com retirada do baço e medula óssea. (B) Grupos que receberam três doses; LT e PBS. (0) primeira dose, 

(21) segunda dose, (42) terceira dose, (72) infecção desafio com 2,5 x 10^7 promastigotas de Leishmania 

infantum (102) eutanásia com retirada do baço e medula óssea. Fonte: Elaborado pela autora. 

 

4.5 Coleta e processamento do sangue, análise hematológica e contagem 

diferencial de leucócitos no sangue periférico 

Com a finalidade de avaliar respostas inflamatórias, imunológicas e monitorar 

possíveis alterações hematológicas, foram coletados 200 μL de sangue do plexo retro- 

orbital de cada camundongo utilizando uma pipeta Pasteur capilar, após administração 

de uma gota de colírio anestésico AnestalconMR (Cloridrato de proximetacaína 0,5%). 

O sangue coletado foi transferido para tubos contendo o anticoagulante EDTA para 

análise hematológica. A contagem global de leucócitos foi realizada em contador 

hematológico automático Bio-2900 Vet (Bioeasy, EUA). Para a determinação do 

número relativo e absoluto de leucócitos, foram confeccionadas lâminas de esfregaço 

sanguíneo, coradas por Panótico Rápido (Laborclin, Brasil) e, posteriormente, 

contadas em microscopia óptica. A determinação do número relativo de cada 

população celular (linfócitos, monócitos, neutrófilos e eosinófilos) foi realizada pela 

contagem diferencial de 100 células por esfregaço sanguíneo. O número absoluto de 

cada população celular foi calculado utilizando o número global de leucócitos. 
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Posteriormente, foi realizada a centrifugação dos tubos para a coleta do plasma que 

foi armazenado a -80°C para análises posteriores. 

 
4.6 Análise da resposta imune induzida pela vacinação 

A resposta imunológica dos camundongos que participaram do ensaio de 

imunização foi avaliada de acordo com a produção de anticorpos e o perfil celular 

induzidos pela vacinação. 

 
4.6.1 ELISA para verificação de níveis de anticorpos após ciclo de imunização 

Para avaliar se houve aumento da reatividade de anticorpos específicos após 

cada imunização foi realizado um ensaio de ELISA. Placas de Elisa Costar 3590 foram 

sensibilizadas com 250 ng/mL de rA2 diluídos em tampão carbonato (15 mM de 

carbonato de sódio e 34 Mm de bicarbonato de sódio, pH= 9,6) e aplicados 100 uL 

por poço para sensibilização overnight. Em seguida as placas foram bloqueadas com 

200 uL de PBS com 3% de BSA (Fitzgerald, EUA), durante 1 hora e meia a 37°C. As 

Placas foram lavadas 3x com PBS com 0,05% Tween 20. Os soros dos camundongos 

imunizados foram diluídos (1:100) em 3% de BSA com 0,5% de Tween 20, durante 1 

hora e meia a 37°C. Após três lavagens, as placas foram in cubadas com 100 uL por 

poço de IgG de cabra anti-IgG total de camundongo conjugado com peroxidase 

(A4416 – Sigma) diluído em 1:2500, durante 60 minutos a 37°C. Após cinco lavagens 

a reação foi revelada com 100 uL por poço de uma solução comercial de TMB (3,3’, 5, 

5’ – tetrametilbenzidina, Sigma) e paradas com 50 uL por poço com H2SO4 (Neon, 

Brasil) diluído em água MilliQ (1:20). A leitura da absorbância das reações de cada 

placa foi realizada a 450 nm. 

 
4.7 Perfil Celular 

4.7.1 Preparo das células 

A fim de elucidar as possíveis diferenças geradas no perfil imune celular dos 

camundongos imunizados, o baço destes animais (n=10 por grupo) foi coletado e seus 

esplenócitos isolados, estimulados e analisados por citometria de fluxo. Para tal, em 

fluxo laminar, os baços coletados foram macerados em PBS 1x estéril e filtrados com 

auxílio de uma membrana de nylon (Cell Strainer 70 μm, BD Biosciences, EUA) em 

tubo falcon de 50 mL (Olen, China). Os tubos foram centrifugados a 200 g por 6 

minutos, a 4ºC e o sobrenadante foi descartado. Em seguida, o pellet foi incubado 
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com 5 mL de solução de lise (NH4Cl 0,15M, KHCO3 10mM, EDTA 0,1mM) por 5 

minutos, à temperatura ambiente, a fim de lisar as hemácias presentes. Após lavagem 

com 10 mL de PBS 1x estéril, as células foram centrifugadas novamente a 200 g por 

6 minutos, a 4ºC e ressuspendidas em 3 mL de meio RPMI (Sigma, EUA) 

suplementado com 1% de solução de penicilina/estreptomicina (PE 10.000 IU, ES 

10.000μg/mL) (Invitrogen, EUA). As células foram contadas em câmara de Neubauer. 

Assim, para a análise de citometria, 1,5x105 células foram transferidas para um 

tubo de citometria e incubadas com brefeldina-A (1:1000) (BD GolgiPlug, BD 

Biosciences, EUA) por 12h, à temperatura ambiente. Em seguida, os tubos foram 

centrifugados a 200 g por 5 minutos, a 4ºC, o sobrenadante descartado e o pellet 

incubado com corante de viabilidade (1:1000) (FVS700, BD Biosciences, EUA) por 10 

minutos, a 4ºC. Então, as células foram lavadas duas vezes com solução de lavagem 

(0,5% BSA, 0,1% azida sódica em PBS 1x), incubadas com um mix de anticorpos a 

fim de marcar as moléculas de superfície CD3, CD4, CD8, CD44 e CD62L (BD 

Biosciences, EUA), por 15 minutos, a 4ºC. Em seguida, após lavagem com PBS 1x 

estéril, as células foram fixadas com 200 μL de paraformaldeído 4% e incubadas por 

10 minutos, a temperatura ambiente. Foram adicionados 200 μL de PBS 1x aos tubos, 

que foram então armazenados overnight a 4ºC. No dia seguinte, as células foram 

lavadas e incubadas com tampão de permeabilização (0,5% saponina em tampão de 

lavagem) por 10 minutos, a temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram 

incubadas com anticorpos que marcam as citocinas IFN-γ, TNF-α (BD Biosciences, 

EUA) por 30 minutos, ao abrigo da luz. Em seguida, as células foram lavadas duas 

vezes com tampão de permeabilização, centrifugadas e ressuspendidas A leitura foi 

feita no citômetro LSRFortessa (BD Biosciences, EUA). Os anticorpos utilizados estão 

descritos na tabela 1. 
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Tabela 1 – Marcadores de superfície e citocinas utilizadas para caracterizar o perfil 

imune induzido após ensaio de imunização. 

 Anticorpo Fluorocromo Clones Titulação Fabricante 

 CD4 PERCP RW4-5 1:800 BD 

Painel 

Superfície 

CD8 APC 53-6.7 1:800 BD 

CD44 BV510 IM7 1:400 BD 

 CD62L PECF MEL-14 1:800 BD 

 CD3 FITC 17A2 1:200 BD 
Painel 

Intracelular 
TNF-α BV421 MP6-XT22 1:200 BD 

 IFN-γ PE XMG1.2 1:100 BD 
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4.7.2 Citometria de fluxo 

Para a análise dos resultados foi utilizado o software FlowJo. Como estratégia 

de análise inicialmente selecionamos as células de acordo com o tamanho (FSC-A) e 

a granulosidade (SSC-A), seguidas pela seleção de singlets (FSC-A x FSC-H). A partir 

da seleção de células vivas (LIVE/DEAD), as células CD3+ foram identificadas. Em 

seguida, as células CD3+ foram separadas em CD4+ e CD8+. Dentro dessas 

populações, foi identificada a expressão das citocinas TNF-α e IFN-γ. Dentro da 

população CD4+, foram selecionadas as subpopulações de memória central (CD44+ e 

CD62L+), memória efetora (CD44+ e CD62L-), e naive (CD44- e CD62L+). Dentro 

dessas subpopulações, foi analisada a expressão das citocinas TNF-α e IFN-γ 

(FIGURA 5). 

 
Figura 5 – Estratégia de análise da citometria 

EF 
CM 

N 
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4.8 Quantificação de citocinas por Citometria beads array (CBA) 

O sobrenadante resultante do macerado de baço, usado para a citometria, foi 

utilizado aqui para determinação dos níveis totais de citocinas nos esplenócitos de 

camundongos imunizados. 

Os níveis das citocinas IFN-γ, TNF-α, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17 foram 

determinados através do Cytometric beads array (CBA). Esse ensaio utiliza beads de 

captura para detecção das citocinas presen tes no sobrenadante do tecido estudado. 

Os procedimentos para a realização desse ensaio seguiram de acordo com as 

instruções do fabricante (BD Bioscience, USA). A aquisição das amostras foi realizada 

no citômetro LSRFortessa (BD Biosciences, EUA), e o processamento dos dados 

realizados no software FlowJo (Tree Star, Ashlan, OR). 

 
4.9 Análise molecular para avaliação de carga parasitária 

4.9.1 Extração de DNA 

A extração de DNA das amostras de baço e medula dos camundongos foi 

realizada utilizando o protocolo de extração pela guanidina, segundo Pitcher e 

colaboradores (1989), com pequenas modificações. Os baços dos camundongos 

foram removidos previamente, incubados com 120 uL de RNAprotect (QIAGEN), em 

eppendorfs de 2 mL estéreis e armazenados a 80°C. A coleta da medula óssea 

ocorreu por meio de uma seringa, sendo injetado 1 mL de PBS 1X estéril em cada 

extremidade do fêmur de camundongos em que a pressão aplicada permitiu a saída 

da medula pela extremidade oposta. Foi realizada uma centrifugação de 2000xg por 

10 minutos, em seguida o sobrenadante foi descartado e o pellet armazenado a 80°C 

para análises futuras. 

Após o descongelamento, cada amostra de baço foi macerada utilizando um 

micro triturador/dispersor/homogeneizador de tecidos (P.H.D – MTDHH4). Para 

extração de DNA 30 ug de tecido do baço de cada camundongo foi separado, já para 

extração de DNA da medula óssea, toda a massa do pellet anteriormente separada foi 

utilizada. Todas as amostras (baço e medula óssea) foram ressuspendida em 100 uL 

T.E. buffer (Tris HCL 1M e EDTA 0,5M). Foram adicionados 500 uL de GES (Ticionato 

de Guanidina, EDTA 0,5M e Sarcosyl 10%) aos tubos eppendofs, que em seguida 

foram invertidos para homogeneizar as amostras e incubadas em gelo por 10 minutos. 

Foram adicionados 250 uL de Acetato de amônio (7,5M) gelado a cada amostra, em 

seguida foram passadas no vórtex e incubadas em gelo por 10 minutos. 
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Foram adicionados 500 uL de uma solução de clorofórmio (48:2) gelado e todo o 

conteúdo dos eppendorf foi invertido de maneira vigorosa, com a finalidade de garantir 

uma boa homogeneização. As amostras foram centrifugadas a 14.000 x g por 10 

minutos a 4°C. Após a etapa anterior foi formado um anel (interface) separando a fase 

aquosa da fase orgânica. Foram transferidos 750 uL da fase aquosa para um novo 

eppendorf, 405 uL de isopropanol (2-propanol) gelado foram adicionados, em seguida 

as amostras foram passadas no vórtex e incubadas em gelo por 10 minutos. Os tubos 

foram invertidos 10x lentamente e centrifugados a 14.000 x g por 10 minutos a 4°C. O 

sobrenadante foi descartado, o pellet foi lavado 1X com 500 uL de Etanol (70%) e 

centrifugado a 13.000 x g por 7 minutos. Os eppendorfs foram invertidos na bancada 

para secagem. Logo após, cada pellet foi hidratado com 40 uL de H 2O ultrapura. A 

concentração final foi medida por espectrofotometria, utilizando o NanoDrop® 2000 

(Thermo Scientific, EUA), posteriormente foi armazenada a 80°C para posterior 

análise. 

 
4.9.2 Reação em Cadeia da Polimerase em tempo real (qPCR) 

Para quantificar a carga parasitária dos animais desafiados foi preparado um 

mix contendo 5 μL de Sybr (PowerUpTM SYBRTM Green Master Mix), 1 μL de Primer 

L. infantum DNA polimerase (Forward: 5’ TGT CGC TTG CAG ACC AGA TG 3’, 

Reverse: 5’ GCA TCG CAG GTG TGA GCA C 3’, 2 μM) e 4 μL de água ultrapura 

estéril. As reações foram distribuídas em placas (Applied Biosystems N8010560 

Microamp Optical 96 well). Cada poço recebeu o volume final de 10 μL, sendo 9 μL do 

mix acrescido de 1 μL de DNA (100 ng/μL), a placa foi então selada utilizando 

MicroAmpTM Optical Adhesive Film e centrifugada a 300 giros por cinco minutos na 

temperatura ambiente. Posteriormente, as placas foram colocadas no equipamento 

7500 Real Time PCR System (Applied Systems, EUA). As condições da qPCR 

consistiram de uma desnaturação inicial de 95°C por 10 minutos, 42 ciclos de 

desnaturação de 95°C por 15 segundos, anelamento e extensão de 60°C por 1 minuto. 

A análise da qPCR foi realizada pelo 7500 software versão 2.0.1 (Thermo Fisher, EUA) 

e os resultados foram determinados segundo o método de curva padrão que foram 

constituídos a partir da diluição seriada de DNA extraído de 107 promastigotas de 

Leishmania sp. 
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4.10 Análises estatísticas 

Os protocolos de imunização, formados pelos subgrupos Ad, AdA2, AdA2 + LT, 

LT, LT + AdA2 e PBS, foram comparados em dois grupos principais: carga parasitária 

e resposta imunológica. No grupo de carga parasitária, foram realizadas análises de 

hemograma, ELISA e qPCR do baço e da medula óssea. No grupo de resposta 

imunológica, foram realizadas análises de hemograma, ELISA, CBA e citometria de 

fluxo, com e sem estímulo. A citometria de fluxo analisou a população celular. Os 

subgrupos foram comparados em função de todas essas análises mencionadas 

acima. Para tais comparações foram removidos outliers (método do boxplot), avaliada 

a aderência à distribuição Normal (teste de Shapiro-Wilk, 1965) e a homogeneidade 

das variâncias (teste de Levene, 1960). Quando os dados apresentaram normalidade 

e variâncias iguais, as comparações foram feitas através da ANOVA (Fisher, 1925) e 

post-hoc de Tukey (1949). Para dados normalmente distribuídos e com variâncias 

diferentes foi utilizado Welch -ANOVA (1951) com post-hoc de Tukey (1949). E quando 

os dados não apresentaram distribuição Normal, foi utilizado o teste não paramétrico 

de Kruskal-Wallis (1952), com post-hoc de Games-Howell (1976). A evolução dos 

resultados do ELISA (para carga parasitária e resposta imunológica) e do hemograma 

nos diferentes momentos de coleta foi comparada através do teste de Friedman 

(1937), com post-hoc de Nemenyi (1963). Os resultados dessa classificação foram 

exibidos em gráficos de barras, e os valores da razão foram representados através de 

boxplot. Para a Citometria, em cada subgrupo, foram comparados os resultados com 

e sem estímulo, utilizando o teste t-Student (1908) ou Wilcoxon (1945), 

respectivamente para os casos paramétrico e não paramétrico. A razão entre a 

resposta ao estímulo e a resposta sem estímulo foi calculada para os resultados da 

citometria e CBA, em que foram descartados os casos em que houve registro para um 

grupo e não para outro, e não foram descartados os outliers. Valores acima de 1 

indicaram aumento na resposta ao estímulo, enquanto valores menores que 1 

indicaram diminuição. Valores iguais a 1 foram classificados como de efeito neutro. 

Para tal classificação foi adotado um arredondamento a partir da segunda casa 

decimal. O coeficiente de correlação de Spearman (1904) foi utilizado para 

correlacionar os resultados das cargas parasitárias do baço e medula óssea com os 

resultados da citometria e do CBA. Os resultados foram exibidos através de um 

heatmap, em que foram exibidos apenas os valores das correlações significativas. Os 

dados foram armazenados no software Microsoft Excel. As figuras e análises 
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estatísticas foram feitas no software R, versão 4.4.1 (The R Core Team, 2024). O nível 

de significância adotado em todas as análises estatísticas foi de 5%. 
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5 RESULTADO 

5.1 Análise dos dados hematológicos e contagem diferencial dos leucócitos 

Os dados foram analisados utilizando o teste de Wilcoxon. Para avaliar as 

diferenças entre o momento T0 (pré-imunização) e T2 ou T3 (momento de eutanásia), 

de acordo com quantidade específica de doses administradas em cada protocolo de 

imunização. Os resultados são apresentados como mediana ± intervalo interquartil 

(IQR) e as diferenças estatisticamente significativas, p < 0,05 foram interpretadas 

como alterações dentro dos valores de referência estabelecidos pela literatura. 

Foi observado nos grupos Carga Parasitária e Resposta Imunológica 

diminuição dos valores nos parâmetros do eritrograma: eritrócitos, hemoglobina e 

hematócrito (RBC, HGB e HCT). Já para os leucócitos circulantes, houve diminuição 

principalmente dos linfócitos, tanto para os protocolos realizados nos grupos Carga 

Parasitária (TABELA 2), quanto para Resposta Imunológica (TABELA 3). 



 

 

 
Tabela 2 – Hemogramas e diferencial leucocitário grupo Carga Parasitária. 

Carga Parasitária 
  Ad   AdA2   AdA2+LT  Valores de 
 T0 T2 P-valor T0 T2 P-valor T0 T2 P-valor referência 

RBC 10.5±0.4 8.2±0.9 0,007 10.1±0.6 8.9±1 0,002 9.3±0.8 6.6±0.6 0,002 6.36 - 9.42 

HGB 19.7±0.5 11.8±1.5 0,026 19.4±0.7 12.9±2.1 0,000 17±1.1 13.6±1.2 0,017 11.0 - 14.3 

HCT 57.4±2.3 43.6±6.1 0,056 57.8±2.6 47±10.1 0,000 50.8±4.8 36±3.7 0,003 34.6 - 44.6 

PLT 308.5±268.8 126±65 0,093 281±225.8 310±270.5 0,689 413.5±38 179.5±257.2 0,005 100 - 600 

WBC 5.6±1.5 2.9±1.5 0,003 4.7±0.8 2.8±1.1 0,000 3.1±0.7 1.3±0.4 0,001 0.8 - 6.8 

EOS 0±0 0±0 0,101 0±0 0±0 0,866 0.1±0.1 0±0 0,000 0 

LYM 5±1.3 1.7±1.4 0,002 4.3±0.5 2.3±0.9 0,000 3±0.6 1.1±0.3 0,000 0.8 - 7.9 
MONO 0±0.1 0±0 0,135 0.1±0.1 0.1±0.1 0,505 0.1±0.1 0.2±0.1 0,390 0 - 0.5 
NEUT 0.5±0.2 0.4±0.2 0,026 0.3±0.2 0.3±0.3 0,894 0±0 0.1±0.1 0,000 0 - 1.4 

  LT  LT+AdA2   PBS  Valores de 
 T0 T3 P-valor T0 T2 P-valor T0 T3 P-valor referência 

RBC 10.3±0.4 6.8±1.5 0,000 9.1±1.3 6.7±0.6 0,005 10.2±1.6 7.2±0.8 0,005 6.36 - 9.42 

HGB 19.6±0.8 13.5±2 0,000 16.5±1.5 12.7±1.3 0,008 19.4±1.9 14.5±2.4 0,002 11.0 - 14.3 

HCT 56.4±2.6 37.1±5.1 0,000 50.1±7.3 35.5±2.3 0,005 57±8 39.5±4.2 0,002 34.6 - 44.6 

PLT 275±103 450.5±63 0,000 372±71 327±104 0,161 358±311.5 106.5±51.5 0,000 100 - 600 

WBC 3.6±1.4 1.1±0.4 0,004 2.5±1.3 2±0.9 0,024 4.8±1.1 2.1±1.8 0,005 0.8 - 6.8 

EOS 0.1±0.1 0±0 0,062 0±0 0±0 0,332 0.1±0.1 0±0 0,001 0 

LYM 3.1±1.3 0.7±0.2 0,001 2.2±1.2 0.9±0.5 0,002 3.5±1.1 1.9±1.7 0,037 0.8 - 7.9 

MONO 0.1±0.1 0.1±0.1 0,220 0.1±0.1 0±0.1 0,143 0.4±0.2 0.1±0.1 0,006 0 - 0.5 
NEUT 0.4±0.2 0.2±0.1 0,025 0.1±0.2 0.1±0.1 0,791 0.3±0.1 0.1±0.1 0,000 0 - 1.4 

Tabela: Carga Parasitária: camundongos imunizados e posteriormente desafiados com 2 x 107 cepas MHOM/MA/67/ITMAP263 de Leishmania infantum.. Os resultados 

são apresentados como mediana ± intervalo interquartil (IQR). Diferenças estatisticamente significativas são indic adas por p < 0,05. Em destaque vermelho, resultados 

fora dos valores de referência. **Eritrócitos (RBC), Hemoglobina (HGB), Hematócrito (HCT), Plaquetas (PLT), Leucócitos (WBC), Eosinófilos (EOS), Linfócitos 

(LYM), Monócitos (MONO) e Neutrófilos (NEUT). 



 

 

 
Tabela 3 – Hemogramas e diferencial leucocitário grupo Resposta Imunológica 

 

Resposta Imunológica 
  Ad   AdA2  AdA2+LT  Valores de 
 T0 T2 P-valor T0 T2 P-valor T0 T2 P-valor referência 

RBC 10.2±2.3 9.2±0.5 0,060 10.9±5 9.3±0.3 0,0 8.9±0.5 7.7±0.8 0,015 6.36 - 9.42 
HGB 18.5±1.9 14.3±6.9 0,000 19.9±2.4 15.2±0.6 0,0 16.6±1.6 15.4±1.7 0,096 11.0 - 14.3 
HCT 55.2±11.5 52±3.5 0,079 60.1±22.2 51.5±1.7 0,0 48.8±3.7 41.8±4.2 0,017 34.6 - 44.6 
PLT 236±126.2 425±321 0,348 265.5±247 456±186 0,4 375±60.5 269.5±77.5 0,000 100 - 600 
WBC 6.3±3.3 3.8±0.9 0,001 5.2±1.5 3.3±0.8 0,0 3.2±0.6 2±1.4 0,021 0.8 - 6.8 
EOS 0.1±0.1 0±0.1 0,049 0±0 0±0 0,1 0±0 0±0 0,005 0 
LYM 5.7±2.8 3.1±0.9 0,002 4.9±1.4 3.1±1.3 0,0 2.7±0.6 1.8±1.4 0,043 0.8 - 7.9 

MONO 0.2±0.1 0.1±0.1 0,072 0.1±0.1 0±0.1 0,1 0.1±0 0.1±0.1 0,173 0 - 0.5 
NEUT 0.7±0.6 0.3±0.2 0,002 0.3±0.2 0.2±0.2 0,5 0.2±0.2 0.1±0.1 0,007 0 - 1.4 

  LT  LT+AdA2   PBS  Valores de 
 T0 T3 P-valor T0 T2 P-valor T0 T3 P-valor referência 

RBC 10.4±1.2 9±0.7 0,000 9.3±0.7 7.8±0.8 0,000 10.3±1.4 9.2±0.6 0,034 6.36 - 9.42 
HGB 19.7±1.5 14.1±1.1 0,000 16.9±0.6 15.7±1.7 0,009 19±2.3 14.3±1.4 0,000 11.0 - 14.3 
HCT 56.5±7 49.6±4 0,001 51.8±3.3 41.9±4.2 0,000 55.6±8.4 50.4±3.6 0,017 34.6 - 44.6 
PLT 212.5±100.5 441±469.5 0,190 42.0±20.2 490±67.2 0,000 293.5±260.8 344±280.5 0,853 100 - 600 
WBC 5.4±2.4 4.3±2.5 0,043 2.8±0.7 1.8±1.3 0,019 6.7±2.7 4.1±1.6 0,007 0.8 - 6.8 
EOS 0±0.1 0±0 0,030 0±0 0±0 0,049 0±0.1 0±0 0,135 0 
LYM 5.1±2.2 4.2±2.5 0,105 2.4±0.6 1.4±0.7 0,003 5.5±2.4 2.6±1.8 0,001 0.8 - 7.9 

MONO 0.1±0.1 0.1±0.1 0,971 0.1±0 0.2±0.3 0,000 0.3±0.2 0.1±0.1 0,007 0 - 0.5 
NEUT 0.3±0.1 0±0.1 0,000 0.3±0.2 0.1±0.1 0,013 1±0.4 0.5±0.5 0,004 0 - 1.4 

Tabela: Resposta Imunológica: Camundongos apenas imunizados com diferentes protocolos. Os resultados são apresentados como mediana ± intervalo 

interquartil (IQR). Diferenças estatisticamente significativas são indicadas por  p < 0,05. Em destaque vermelho, resultados fora dos valores de referência. 

**Eritrócitos (RBC), Hemoglobina (HGB), Hematócrito (HCT), Plaquetas (PLT), Leucócitos (WBC), Eosinófilos (EOS), Linfócitos (LYM), Monócitos (MONO) e 

Neutrófilos (NEUT). 
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5.2 Reatividade de IgG anti proteína A2 

Todas os dados dos grupos Carga Parasitária (A – F) e Resposta Imunológica 

(G – L) foram analisadas. A análise comparativa entre os protocolos de vacin ação 

dentro de cada subgrupo foi realizada utilizando o teste de Friedman. Todos os 

protocolos de imunização nos grupos Carga Parasitária e Resposta Imunológica 

mostraram aumento significativo na concentração de IgG anti-A2 no último momento 

de coleta em comparação com o primeiro, com exceção do protocolo AdA2 (B e H). 

Todos os animais do grupo Carga Parasitária foram desafiados 30 dias antes da última 

coleta, o que é consistente com a diferença estatística observada no grupo PBS (F), 

onde houve aumento na concentração de IgG anti-A2 no último momento de coleta 

(FIGURA 6). 

Figura 6 – Avaliação da concentração de IgG anti proteína A2 

 

 
Os grupos foram divididos em Carga Parasitária (gráficos A – F) e Resposta Imunológica (gráficos G – 

L). A análise comparativa entre os protocolos de vacinação dentro de cada subgrupo foi realizada 

considerando os momentos de coleta: T0, T1, T2, T3 para os protocolos que incluíram três doses de 

imunizante (LT e PBS) e T0, T1 e T2 para os protocolos que incluíram duas doses de imunizantes (Ad, 

AdA2, AdA2 + LT e LT + AdA2). Os resultados são apresentados como mediana ± intervalo interquartil (IQR). 

Diferenças estatisticamente significativas são indicadas por letras diferentes (p < 0,05), enquanto letras 

iguais indicam diferenças não significativas. Fonte: Elaborado pela autora. 

Também foi realizada uma análise comparativa entre os protocolos de 

vacinação dentro de cada subgrupo considerando a concentração de IgG anti-A2 no 
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momento da eutanásia de cada protocolo. Para isso, foi realizada no grupo Carga 

Parasitária (A) uma análise de variância (ANOVA), seguida de post-hoc de Tukey- 

HSD que mostrou que havia diferença estatisticamente significativa entre os 

protocolos, p < 0,001. O protocolo LT se destacou apresentando maior concentração 

de IgG anti-A2. Já para o grupo Resposta Imunológica (B) foi realizado o teste de 

Kruskal-Wallis seguido do teste post-hoc de Games-Howell que mostrou que havia 

diferença estatisticamente significativa entre os protocolos, p < 0,001 e que destacou 

a maior produção de IgG anti-A2 em dois protocolos LT e LT + AdA2. É importante 

ressaltar que apesar de possuir maior mediana, o protocolo LT + AdA2 mostrou maior 

variabilidade entre os valores observados, já o protocolo LT mostrou uma distribuição 

de dados menos dispersos, sugerindo uma menor variabilidade nas concentrações 

dentro deste protocolo de imunização (FIGURA 7). 
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Figura 7 – Concentrações de IgG anti-A2 em diferentes protocolos 
 

 

 
Carga Parasitária (A) e Resposta Imunológica (B) foram mensuradas por ELISA indireto, com leitura a 

450 nm. Os resultados são apresentados como mediana ± intervalo interquartil (IQR). Letras diferentes 

indicam diferença estatisticamente significativa pelo teste post-hoc (p < 0,05), enquanto letras iguais indicam 

que não há diferença significativa entre os protocolos de imunização. Fonte: Elaborado pela autora. 
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5.3 Extração de DNA 

Foram extraídas o total de 120 amostras de DNA, sendo 60 de baço e 60 de 

medula óssea de camundongo. Considerando os valores de dosagem calculados 

pelo Nanodrop (ng/uL) as amostras de medula obtiveram média de DNA total inferior 

quando comparadas as amostras de baço (Tabela 4). 

 

 
Tabela 4 – Concentração de DNA total extraído das amostras de baço e medula óssea 
por grupo. 

 

Medula óssea (ng/uL) 

Grupos Ad AdA2 AdA2 + LT LT LT + AdA2 PBS 

Média 91,08 70,73 138,70 254,84 58,05 108,65 

Mínimo 15,90 15,20 3,40 26,30 6,40 26,00 

Máximo 214,70 161,60 431,10 1317,00 147,70 474,40 

Baço (ng/uL) 

Grupos Ad AdA2 AdA2 + LT LT LT + AdA2 PBS 

Média 1942,74 429,08 799,30 2645,28 974,27 712,49 

Mínimo 322,20 25,60 100,00 22,70 159,40 9,50 

Máximo 9750,80 786,30 2477,70 6525,20 5104,10 2015,30 

 

 
5.4 Curva para qPCR 

A partir de amostras de cultura celular de Leishmania infantum, uma curva 

padrão foi realizada, com titulações de 100 até 107, para posteriormente dosar a carga 

das amostras de baço e medula óssea (Figura 8) 
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Figura 8 – Curva padrão de qPCR para diluições seriadas 
 
 

 
Cada ponto na curva representa uma diluição específica, permitindo uma análise detalhada d a eficiência 

da reação de PCR. A fórmula utilizada para construir a curva padrão relaciona a concentração do material 

genético com os ciclos de amplificação, facilitand o a quantificação precisa do alvo genético ao longo da 

gama dinâmica das diluições. Fonte: Elaborado pela autora. 

5.5 Redução na carga parasitária da infecção causada por Leishmania infantum 

Para analisar os dados obtidos, foi realizado o teste de Kruskal -Wallis seguido 

do teste post-hoc de Games-Howell. Para o baço (A), o teste de Kruskal-Wallis indicou 

que não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos quando 

comparado o valor da carga parasitária neste órgão, p = 0,281. Por outro lado, para a 

medula óssea (B), o teste de Kruskal-Wallis revelou uma diferença estatisticamente 

significativa entre os grupos, p < 0,001. A análise post-hoc de Games-Howell indicou 

que o grupo tratado com AdA2 + LT foi significativamente diferente de todos os outros 

grupos analisados. Esses resultados sugerem que o protocolo vacinal não teve 

impacto mensurável na redução da carga parasitária no baço, mas promoveu uma 

maior redução de carga parasitária na medula óssea (FIGURA 9). 
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Figura 9 – Quantificação de Carga Parasitária em Camundongos Imunizados: 

Comparação entre Protocolos de Imunização 
 

A carga parasitária do baço (A) e medula óssea (B) dos camundongos foi quantificada por qPCR. Os 

resultados são apresentados como mediana ± intervalo interquartil (IQR). Letras diferentes indicam diferença 

estatisticamente significativa pelo teste post-hoc (p < 0,05), enquanto letras iguais indicam que não há 

diferença significativa entre os protocolos de imunização. Fonte: Elaborado pela autora. 
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5.6  Indução de resposta imune celular frente aos diferentes protocolos de 

imunização 

A expressão das citocinas TNF-α e IFN-γ em linfócitos T CD4+ e CD8+ foi 

avaliada em diferentes protocolos de imunização, comparando condições estimuladas 

com antígeno solúvel de Leishmania infantum e não estimuladas. Para isso foi 

realizado uma análise de variância (ANOVA), seguida de post-hoc de Tukey-HSD para 

todos os dados, exceto para as citocinas IFN-γ em T CD4+ não estimulada, TNF-α e 

IFN-γ em T CD4+ estimuladas, onde foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido de 

post-hoc de Games-Howell. 

Nos linfócitos T CD4+, observou-se uma diferença significativa na contagem de 

células produtoras de TNF-α e IFN-γ entre os protocolos de imunização, p < 0,001. O 

protocolo AdA2 + LT foi responsável pelo maior número de células expressando TNF- 

α e IFN-γ. No entanto, não houve diferença estatisticamente significativa entre os 

grupos estimulados e não estimulados (ver Figura S1 no Material Suplementar). Com 

a estimulação, observou-se um aumento na produção de células expressando TNF-α e 

IFN-γ no protocolo de imunização LT + AdA2. Contudo, devido à variabilidade dos 

dados, os resultados desse protocolo foram semelhantes ao controle PBS (FIGURA 

10). 

Nos linfócitos T CD4+, observou-se uma diferença significativa na contagem de 

células produtoras de TNF-α e IFN-γ entre os protocolos de imunização, apresentando p 

< 0,001 (ver figura 10). Quando comparado aos demais, o protocolo AdA2 + LT 

apresentou maior número de células expressando TNF-α e IFN-γ (p=xxxx). No entanto, 

quando comparados entre si, não identificada diferença estatisticamente significativa 

entre os grupos estimulados e não estimulados (ver Figura S1 no Material 

Suplementar). 
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Figura 10 – Expressão das citocinas TNF-α e IFN-γ em linfócitos T CD4+ em 

diferentes protocolos de imunização 

 

A comparação foi realizada entre as condições: células estimuladas com antígeno solúvel de Leishmania 

infantum e não estimuladas. Os gráficos A e C representam os grupos não estimulados, enquanto os gráficos 

B e D representam os grupos estimulados. Os resultados são apresentados como mediana ± intervalo 

interquartil (IQR). Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significativa pelo teste post-hoc (p < 

0,05), enquanto letras iguais indicam que não há diferença significativa entre os protocolos de 

imunização. Fonte: Elaborado pela autora. 

A razão entre a resposta ao estímulo e a resposta sem estímulo foi calculada 

para as citocinas TNF-α e IFN-γ em T CD4+ em diferentes grupos imunizados. Valores 

acima de 1 indicam aumento na resposta ao estímulo, enquanto valores menores que 

1 indicam diminuição (FIGURA 11). A resposta ao estímulo foi considerada quando 

observada na maioria dos animais por grupo. 

Em células T CD4+, considerando TNF-α os protocolos AdA2 + LT (7/9) e LT + 

AdA2 (6/10), e para IFN-γ os protocolos AdA2 + LT (6/9), LT (6/10) e LT + AdA2 (6/10) 

foram responsáveis por aumentar a resposta ao estímulo de antígeno solúvel. O 
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protocolo AdA2 (8/10) foi responsável pela maior diminuição ao estímulo para IFN-γ 

(ver Figura S2 no Material Suplementar). 

 
Figura 11 – Razão da resposta ao estímulo em relação à resposta sem estímulo 

para citocinas TNF-α (A) e IFN-γ (B) em células T CD4+ em diferentes grupos 

imunizados 

 

 
Os valores são apresentados em razões, onde o cut-off, determinado em 1 e destacado em vermelho 

na escala, indica aumento (valores acima de 1), diminuição (valores abaixo de 1), ou efeito neutro 

(valores iguais a 1) na resposta ao estímulo. Fonte: Elaborado pela autora. 

Da mesma forma, nos linfócitos T CD8+, a expressão de TNF-α e IFN-γ variou 

significativamente entre os diferentes protocolos de imunização, p < 0,001. Não houve 
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diferença significativa estatística entre os grupos estimulados e não estimulados (ver 

Figura S3 no Material Suplementar). 

Os resultados indicaram que os protocolos de imunização influenciaram 

significativamente a quantidade de células T CD8+ expressando as citocinas TNF-α e 

IFN-γ. Para TNF-α, o protocolo LT destacou -se na expressão dessa citocina na 

ausência de estímulo. Com a presença do estímulo, os valores do protocolo AdA2 + 

LT superaram os valores do protocolo LT, que demonstrou um efeito oposto, 

possivelmente devido à variabilidade dos dados. No caso do IFN-γ, os protocolos 

AdA2 e Ad foram os que geraram a maior quantidade de expressão dessa citocina 

(FIGURA 12). 

 
Figura 12 – Expressão das citocinas TNF-α e IFN-γ em linfócitos T CD8+ em 

diferentes protocolos de imunização 

 

A comparação foi realizada entre condições: células estimuladas com antígeno solúvel de Leishmania 

e não estimuladas. Os gráficos A e C representam os grupos não estimulados, enquanto os gráficos B 

e D representam os grupos estimulados. Os resultados são apresentados como mediana ± intervalo 

interquartil (IQR). Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significativa pelo teste post-hoc 

(p < 0,05), enquanto letras iguais indicam que não há diferença significativa entre os protocolos de 

imunização. Fonte: Elaborado pela autora. 
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A razão entre a resposta ao estímulo e a resposta sem estímulo foi calculada 

para as citocinas TNF-α e IFN-γ em T CD8+ em diferentes grupos imunizados. Valores 

acima de 1 indicam aumento na resposta ao estímulo, enquanto valores menores que 

1 indicam diminuição (FIGURA 13). A resposta ao estímulo foi considerada quando 

observada na maioria dos animais por grupo. 

Para células T CD8+ protocolos LT + AdA2 (6/10) e AdA2 + LT (5/9) 

promoveram aumento de resposta de TNF-α ao estímulo e o protocolo Ad conferiu 

diminuição de resposta ao estímulo. Por outro lado, o protocolo AdA2 + LT (6/9) gerou 

aumento de resposta de IFN-γ ao estímulo e o protocolo LT + AdA2 (7/10) conferiu 

diminuição de resposta ao estímulo (ver Figura S4 no Material Suplementar). 
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Figura 13 – Razão da resposta ao estímulo em relação à resposta sem estímulo 

para citocinas TNF-α (A) e IFN-γ (B) em células T CD8+ em diferentes grupos 

imunizados 

 

 
Os valores são apresentados em razões, onde o cut-off, determinado em 1 e destacado em vermelho 

na escala, indica aumento (valores acima de 1), diminuição (valores abaixo de 1), ou efeito neutro 

(valores iguais a 1) na resposta ao estímulo. Fonte: Elaborado pela autora. 

 
 
 

5.7 Análise da Contagem Absoluta de Subpopulações de T CD4+ para diferentes 

protocolos de imunização 

A contagem absoluta de células de diferentes subpopulações de T CD4+, 

incluindo células de Memória Central (CD44+ e CD62L+), Memória Efetora (CD44+ e 

CD62L-) e Naive (CD44- e CD62L+), foi analisada em protocolos com e sem 

estimulação utilizando antígeno solúvel de Leishmania infantum. Realizou-se análise 
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de variância (ANOVA), seguida de post-hoc de Tukey-HSD para todos os dados, 

exceto para a subpopulação de células de memória efetora estimulada, onde foi 

utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido de post-hoc de Games-Howell. Não houve 

diferença significativa entre os protocolos estimulados e não estimulados com 

antígeno solúvel de Leishmania (ver Figura S5 no Material Suplementar). 

As subpopulações de linfócitos T CD4+ foram identificadas com base na 

expressão de marcadores de superfície específicos. Para a subpopulação de células 

de memória efetora, o protocolo LT + AdA2 apresentou um pequeno aumento na 

mediana de células com a estimulação, aproximando seus valores aos do protocolo 

AdA2 + LT. Este último protocolo destacou -se, apresentando valores superiores tanto 

para as células de memória central quanto para as células de memória efetora, com 

uma diferença estatisticamente significativa (p < 0,001) em comparação com os 

demais protocolos. Em relação às células naive, observou -se uma diferença 

significativa entre os protocolos (p < 0,001), embora a variabilidade tenha resul tado 

em uma similaridade notável entre eles (ver FIGURA 14). A maior frequência de 

células de memória central e células de memória efetora foi observada no grupo AdA2 

+ LT, atingindo 7,36% e 15,65% nos grupos estimulados, e 9,70% e 14,24% nos 

grupos não estimulados, respectivamente. A frequência mais alta de células naive foi 

encontrada no grupo AdA2, totalizando 90,17% nos grupos estimulados e 89,93% nos 

grupos não estimulados (FIGURA 15 e 16). 



61 
 

 

Figura 14 – Comparação entre contagens absolutas de células T nas subpopulações 

de Memória Central (CD44+ e CD62L+), Memória Efetora (CD44+ e CD62L-) e Naive 

(CD44- e CD62L+) em CD4+ entre os grupos imunizados com diferentes protocolos 
 

 
Os gráficos A, C e E representam os grupos que não receberam estímulo. Os gráficos B, D e F representam 

os grupos que receberam estímulo. Os resultados são apresentados como mediana ± intervalo interquartil 

(IQR). Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significativa pelo teste post-hoc (p < 0,05), 

enquanto letras iguais indicam que não há diferença significativa entre os protocolos de imunização. Fonte: 

Elaborado pela autora. 
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Figura 15 – Gráfico de donut mostrando a distribuição percentual das 

subpopulações de células T em CD4+ entre os grupos imunizados com diferentes 

protocolos 

 

 
Os dados representam a proporção de cada subpopulação de células T: memória central (CD44+ e CD62L+), 

células de memória efetora (CD44+ e CD62L-), e naive (CD44- e CD62L+), em relação ao total de células 

CD4+ analisadas. Esses dados correspondem a amostras não estimuladas com antígeno solúvel de 

Leishmania infantum. Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura 16 – Gráfico de donut mostrando a distribuição percentual das 

subpopulações de células T em CD4+ entre os grupos imunizados com diferentes 

protocolos estimulados com SLA. 

 

 
Os dados representam a proporção de cada subpopulação de células T: memória central (CD44+ e 

CD62L+), células de memória efetora (CD44+ e CD62L-), e naive (CD44- e CD62L+), em relação ao 

total de células T CD4+ analisadas. Esses dados correspondem a amostras que foram estimuladas com 

antígeno solúvel de Leishmania infantum. Fonte: Elaborado pela autora. 

 

A razão entre a resposta ao estímulo e a resposta sem estímulo foi calculada 

para cada subpopulação de células T CD4+ (memória central, memória efetora e 

naive) em diferentes protocolos de imunização. Valores acima de 1 indicam aumento 

na resposta ao estímulo, enquanto valores menores que 1 indicam diminuição 

(FIGURA 17). A resposta ao estímulo foi considerada quando observada na maioria 

dos animais por grupo. 

Para células de memória central T CD4+, os grupos AdA2 (6/10) e AdA2 + LT 

(5/9) apresentaram aumento da resposta ao estímulo, enquanto o grupo LT (6/10) 

apresentou diminuição da resposta ao estímulo. O grupo LT + AdA2 apresentou 

aumento da resposta ao estímulo, já os grupos AdA2 (6/10), AdA2 + LT (6/9) e LT 

(7/10) apresentaram diminuição da resposta ao estímulo para células de memória 

efetora T CD4+. O grupo LT (6/10) apresentou aumento da resposta ao estímulo para 
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células naive T CD4+, enquanto os grupos Ad (8/10), AdA2 (8/10) e AdA2 + LT (6/9) 

apresentaram efeito neutro ao estímulo. O panorama geral considerando essas 

variáveis mostra que as vacinas que continham adenovírus em sua formulação 

induziram aumento da resposta ao estímulo para células de memória central e efetora 

T CD4+, mas para células naive T CD4+ a resposta ao estímulo foi neutra. O oposto 

foi observado no protocolo homólogo, no qual a imunização com LT gerou diminuição 

da resposta ao estímulo para células de memória central e efetora T CD4+ e aumento 

da resposta ao estímulo para células naive T CD4+ (ver Figura S6 no Material 

Suplementar). 
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Figura 17 – Razão da resposta ao estímulo em relação à resposta sem estímulo 

subpopulação de células T CD4+ de memória central (CM), memória efetora (EFM) e 

naive (N) em diferentes grupos imunizados 
 

 

 
Os valores são apresentados em razões, onde o cut-off, determinado em 1 e destacado em vermelho 

na escala, indica aumento (valores acima de 1), diminuição (valores abaixo de 1), ou efeito neutro 

(valores iguais a 1) na resposta ao estímulo. O gráfico A mostra a razão observada entre as células de 

memória, o gráfico B mostra a razão observada entre as células de memória efetora e o gráfico C 

mostra a razão observada entre as células naive. Fonte: Elaborado pela autora. 
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5.8 Efeito  dos Protocolos de Imunização na expressão de citocinas em 

subpopulações de Células T CD4+ 

 
5.8.1 Expressão de TNF-α e IFN-γ em Células T CD4+ de Memória Central 

Nesta análise, foi avaliada expressão das citocinas TNF-α e IFN-γ na 

subpopulação de memória central de linfócitos T CD4+. Para investigar as diferenças 

entre os protocolos de imunização, os dados foram submetidos a um teste de Kruskal- 

Wallis, seguido pelo teste post-hoc de Games-Howell, para as variáveis TNF-α em 

memória central sem estímulo, com estímulo de antígeno solúvel de Leishmania 

infantum, e para IFN-γ sem estímulo. Para a análise de IFN-γ com estímulo, realizou- se 

uma análise de variância (ANOVA), seguida do teste post-hoc de Tukey. Não foram 

encontradas diferenças estatisticamente significativas entre receber ou n ão estímulo 

antigênico para expressão de ambas citocinas (ver Figura S7 no Material 

Suplementar). Observou-se uma diferença estatisticamente significativa entre os 

protocolos de imunização (p < 0,05), para a variável TNF-α. 

A expressão de TNF-α mostrou-se similar nos protocolos AdA2 + LT, LT e LT 

+ AdA2, devido à variabilidade dos dados. O grupo LT apresentou a maior mediana 

considerando a expressão dessa citocina. Para IFN-γ, foi observada uma diferença 

estatisticamente significativa entre os protocolos (p < 0,05). A maior expressão de IFN- 

γ ocorreu nos protocolos de imunização AdA2 + LT e LT + AdA2 (FIGURA 18). 
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Figura 18 – Expressão das citocinas TNF-α e IFN-γ na subpopulação de Memória Central 

(CM) em linfócitos T CD4+ em diferentes protocolos de imunização 

 

Os gráficos A e C representam os grupos não estimulados, enquanto os gráficos B e D representam os 

grupos estimulados. Os resultados são apresentados como mediana ± intervalo interquartil (IQR). Letras 

diferentes indicam diferença estatisticamente significativa pelo teste post -hoc (p < 0,05), enquanto letras 

iguais indicam que não há diferença significativa entre os protocolos de imunização. Fonte: Elaborado 

pela autora. 

 

 

A razão entre a resposta ao estímulo e a resposta sem estímulo foi calculada 

para as citocinas TNF-α e IFN-γ em Células de Memória Central de T CD4+ em 

diferentes grupos imunizados. Valores acima de 1 indicam aumento na resposta ao 

estímulo, enquanto valores menores que 1 indicam diminuição (FIGURA 19). A 

resposta ao estímulo foi considerada quando observada na maioria dos animais por 

grupo. 

Para a citocina TNF-α, os protocolos AdA2 (6/10) e LT + AdA2 (7/10) 

demonstraram aumento na resposta ao estímulo, enquanto os protocolos Ad (6/10) e 

LT (6/10) apresentaram diminuição na resposta ao estímulo. Já para a citocina IFN-γ, 
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apenas o protocolo LT + AdA2 (6/10) se destacou ao promover aumento da resposta 

ao estímulo (ver Figura S8 no Material Suplementar). 

 
Figura 19 – Razão da resposta ao estímulo em relação à resposta sem estímulo 

para citocinas TNF-α (A) e IFN-γ (B) em células T CD4+ de Memória Central (CM) 

em diferentes grupos imunizados 

 

 
Os valores são apresentados em razões, onde o cut-off, determinado em 1 e destacado em vermelho 

na escala, indica aumento (valores acima de 1), diminuição (valores abaixo de 1), ou efeito neutro 

(valores iguais a 1) na resposta ao estímulo. Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

5.8.2 Expressão de TNF-α e IFN-γ em Células T CD4+ de Memória Efetora 

Nesta análise, foi avaliada expressão das citocinas TNF-α e IFN-γ na 

subpopulação de Memória Efetora de linfócitos T CD4+. Para TNF-α em memória 
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efetora sem estímulo, foi realizada uma análise de variância (ANOVA), seguida do 

teste post-hoc de Tukey. Já para TNF-α em memória efetora com estímulo de antígeno 

solúvel de Leishmania, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis com post-hoc de Games-

Howell. No caso de IFN-γ em memória efetora sem estímulo, foi conduzido um Test-T, 

enquanto para IFN-γ com estímulo de antígeno solúvel de Leishmania, foi empregado 

o teste de Mann-Whitney. Para ambas as citocinas, não houve diferença 

estatisticamente significativa entre receber ou não estímulo antigênico (ver Figura S9 

no Material Suplementar). No entanto, observou -se diferença estatisticamente 

significativa entre os protocolos de imunização, p < 0,05. 

Os protocolos AdA2 + LT, LT e LT + AdA2 demonstraram maior expressão de 

TNF-α, especialmente após o estímulo, onde o protocolo AdA2 + LT mostrou um 

aumento no número de células expressando TNF-α. Em contrapartida, para IFN-γ, 

apenas os grupos Ad e AdA2 apresentaram resultados detectáveis. Apesar da 

variabilidade dos dados, não houve diferença estatisticamente significativa entre os 

protocolos escolhidos quando os linfócitos não foram estimulados. Entretanto, após o 

estímulo, o protocolo Ad mostrou maior expressão de IFN-γ em comparação ao 

protocolo AdA2. É importante destacar que, ao contrário do que foi observado para 

TNF-α, não foi detectada produção significativa de IFN-γ nesta subpopulação. As taxas 

de produção de células de TNF-α atingiram até 5 milhões, enquanto para IFN-γ o máximo 

observado foi de 180 mil células (FIGURA 20). 
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Figura 20 – Expressão das citocinas TNF-α e IFN-γ na subpopulação de Memória Efetora 

(EFM) em linfócitos T CD4+ em diferentes protocolos de imunização 

 

Os gráficos A e C representam os grupos não estimulados, enquanto os gráficos B e D representam os 

grupos estimulados. Os resultados são apresentados como mediana ± intervalo interquartil (IQR). Letras 

diferentes indicam diferença estatisticamente significativa pelo teste post -hoc (p < 0,05), enquanto letras 

iguais indicam que não há diferença significativa entre os protocolos de imunização. Fonte: Elaborado 

pela autora. 

 

A razão entre a resposta ao estímulo e a resposta sem estímulo foi calculada 

para as citocinas TNF-α e IFN-γ em Células de Memória Central de T CD4+ em 

diferentes grupos imunizados. Valores acima de 1 indicam aumento na resposta ao 

estímulo, enquanto valores menores que 1 indicam diminuição (FIGURA 21). A 

resposta ao estímulo foi considerada quando observada na maioria dos animais por 

grupo. 

Para a citocina TNF-α os protocolos AdA2 (6/10) e LT (6/10) apresentaram 

diminuição de resposta ao estímulo, já o protocolo AdA2 + LT (5/9) demonstrou 

aumento de resposta ao estímulo antigênico. Para IFN-γ o protocolo Ad (6/10) 

promoveu diminuição da resposta ao estímulo (ver Figura S10 no Material 

Suplementar). 
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Figura 21 – Razão da resposta ao estímulo em relação à resposta sem estímulo 

para citocinas TNF-α (A) e IFN-γ (B) em células T CD4+ de Memória Efetora (EFM) 

em diferentes grupos imunizados 

 

 
Os valores são apresentados em razões, onde o cut-off, determinado em 1 e destacado em vermelho 

na escala, indica aumento (valores acima de 1), diminuição (valores abaixo de 1), ou efeito neutro 

(valores iguais a 1) na resposta ao estímulo. Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

5.8.3 Expressão de TNF-α e IFN-γ em Células T CD4+ Naive 

Nesta análise, foi avaliada expressão das citocinas TNF-α e IFN-γ na 

subpopulação Naive de linfócitos T CD4+. Para ambas as variáveis foi realizado o teste 

de Kruskal-Wallis seguido do post-hoc de Games-Howell. Observou-se diferença 

estatisticamente significativa entre os protocolos de imunização (p < 0,05). O protocolo 
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de imunização LT demonstrou a maior expressão de TNF-α, porém os dados 

apresentaram muita variabilidade, dessa forma todos os protocolos se mostraram 

semelhantes entre si, incluindo o controle pbs. O protocolo AdA2 + LT apresentou um 

aumento estatisticamente significativo sob estímulo (p = 0,02), enquanto não houve 

diferença para o grupo sem estímulo. Para IFN-γ, não foram encontradas diferenças 

estatisticamente significativas entre receber ou não o estímulo an tigênico (ver Figura 

S11 no Material Suplementar). 

Entre os protocolos de imunização, houve diferença estatística (p < 0,05), 

porém todos os protocolos mostraram-se visualmente semelhantes devido à 

variabilidade dos dados. O protocolo AdA2 + LT se destacou por apresentar valores 

individuais elevados. O protocolo LT e PBS apresentaram valores não detectáveis 

(FIGURA 22). 

 
Figura 22 – Expressão das citocinas TNF-α e IFN-γ na subpopulação Naive (N) em 

linfócitos T CD4+ em diferentes protocolos de imunização 

 

Os gráficos A e C representam os grupos não estimulados, enquanto os gráficos B e D representam os 

grupos estimulados. Os resultados são apresentados como mediana ± intervalo interquartil (IQR). Letras 

diferentes indicam diferença estatisticamente signific ativa pelo teste post-hoc (p < 0,05), 
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enquanto letras iguais indicam que não há diferença significativa entre os protocolos de im unização. 

Fonte: Elaborado pela autora. 

A razão entre a resposta ao estímulo e a resposta sem estímulo foi calculada 

para as citocinas TNF-α e IFN-γ em Células Naive de T CD4+ em diferentes grupos 

imunizados. Valores acima de 1 indicam aumento na resposta ao estímulo, enquanto 

valores menores que 1 indicam diminuição. (FIGURA 23). A resposta ao estímulo foi 

considerada quando observada na maioria dos animais por grupo. 

Para a citocina TNF-α todos os protocolos de imunização, Ad (6/10), AdA2 + LT 

(7/9), LT (10/10), LT + PBS (7/10) e PBS (8/10). apresentaram aumento de resposta 

ao estímulo exceto AdA2, este último apresentou diminuição de resposta ao estímulo 

(6/10). Já para IFN-γ AdA2 + LT (7/9) e LT + AdA2 (6/10) apresentaram aumento da 

resposta ao estímulo e o protocolo AdA2 apresentou diminuição de resposta mediante 

ao estímulo (ver Figura S12 no Material Suplementar). 
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Figura 23 – Razão da resposta ao estímulo em relação à resposta sem estímulo 

para citocinas TNF-α (A) e IFN-γ (B) em células T CD4+ Naive (N) em diferentes 

grupos imunizados 

 

 
Os valores são apresentados em razões, onde o cut-off, determinado em 1 e destacado em vermelho 

na escala, indica aumento (valores acima de 1), diminuição (valores abaixo de 1), ou efeito neutro 

(valores iguais a 1) na resposta ao estímulo. Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

5.9 Determinação dos Níveis de Citocinas em Esplenócitos por Análise de Bead 

Array (CBA) 

Para determinar os níveis de produção de citocinas entre os diferentes 

protocolos de imunização, foi realizada uma análise de variância (ANOVA), seguida 

do teste post-hoc de Tukey-HSD para todos os dados, exceto para IFN-γ, IL-4, IL-17 

em células não estimuladas e TNF-α em células estimuladas por estímulo antigênico. 
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Para esses casos específicos, utilizou -se o teste de Kruskal-Wallis seguido do post- 

hoc de Games-Howell. Foi observada uma diferença na produção de citocinas ao 

receber estímulo antigênico, p < 0,05. 

O protocolo Ad, quando estimulado, teve aumentos em TNF-α e IFN-γ, e uma 

diminuição em IL-2. O protocolo AdA2 aumentou a produção de TNF-α com o estímulo, 

enquanto o controle (PBS) apresentou uma diminuição de IL-17 mediante o estímulo. 

Os resultados não mostraram grandes variações na produção de citocinas. Embora 

tenha sido observado um aumento na produção de TNF-α em resposta ao estímulo, 

esse aumento não foi suficientemente significativo para diferenciar-se estatisticamente 

do grupo controle (PBS). Esses achados indicam que, de maneira geral, os protocolos 

de imunização não induziram alterações marcantes nos níveis de citocinas analisados 

(FIGURA 24). 

Figura 24 – Níveis de Citocinas em Esplenócitos por CBA 
 

Boxplots representam as respostas de citocinas em diferentes protocolos de imunização. IFN-γ (Gráficos 

A e B), IL-4 (Gráficos E e F), IL-10 (Gráficos I e J), TNF-α (Gráficos M e N), IL-2 (Gráficos C e D), IL-6 

(Gráficos G e H), e IL-17 (Gráficos K e L) foram analisados em amostras de acordo com protocolos 

específicos, sob condições sem estímulo (Gráficos A, C, E, G, I, K, M) e com estímulo (Gráficos B, D, F, 

H, J, L, N). Os resultados são apresentados como mediana ± intervalo interquartil (IQR). Letras diferentes 

indicam diferença estatisticamente significativa pelo teste post -hoc (p < 0,05), 
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enquanto letras iguais indicam que não há diferença significativa entre os protocolos de imunização. Fonte: 

Elaborado pela autora. 

 

 

5.10 Correlação entre carga parasitária, imunofenotipagem e produção de 

citocinas 

Com a finalidade de analisar a existência de relação entre a carga parasitária 

no baço (SPB) e medula óssea (BMPB) dos camundongos, com a expressão de 

marcadores de superfície celular e a produção de citocinas após os protocolos de 

imunização, foi realizado o teste de correlação de Spearman. Os resultados da análise 

mostraram correlações significativas entre a carga parasitária e diferentes citocinas ou 

marcadores de superfície nos tecidos estudados. No baço, o protocolo Ad revelou 

correlações positivas altas para IFN-γ em CD4 𝑟𝑠 = 0,79 e TNF-α em naive de CD4 𝑟𝑠 

= 0,79, além de uma correlação moderada positiva para IFN-γ em naive de CD4 𝑟𝑠 = 

0,65. O grupo controle, PBS, apresentou uma correlação positiva alta com interleucina 

IL-2 𝑟𝑠 = 0,72. Na medula óssea, o grupo AdA2 mostrou uma correlação positiva alta 

para IFN-γ em CD8 𝑟𝑠 = 0,72). Já no grupo ADA2+LT, foram encontradas correlações 

significativas, incluindo uma correlação positiva alta com TNF-α 𝑟𝑠 = 0,73 e correlações 

negativas altas para IFN-γ e TNF-α em naive de CD4 𝑟𝑠 = −0,73, IFN-γ em CD4 𝑟𝑠 = 

−0,73, e TNF-α em memória central de CD4 𝑟𝑠 = −0,71. No grupo LT, observou-se uma 

correlação positiva moderada entre a carga parasitária e interleucina IL-17 𝑟𝑠 = 0,67. 

Por fim, no grupo PBS, foram identificadas correlações negativas altas entre a carga 

parasitária e linfócito T de memória central em CD4 𝑟𝑠 = −0,86 e IFN-γ 

de memória central em CD4 𝑟𝑠 = −0,81. Esses resultados fornecem insights 

importantes sobre as respostas imunológicas específicas induzidas pelos diferentes 

protocolos de tratamento e controle frente à infecção por Leishmania (FIGURA 25). 
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Figura 25 – Correlação entre carga parasitária e expressão de marcadores de 

superfície celular e produção de citocinas 
 

A f igura mostra a correlação de Spearman entre a carga parasitária no baço (SPB) e medula óssea 

(BMPB) com a expressão de marcadores de superfície celular (*) e a produção de citocinas (#) em 

camundongos após os protocolos de imunização. Na correlação de Spearman, valores próximos de 0 

indicam pouca ou nenhuma correlação, enquanto valores próximos de 1 ou -1 indicam correlações positivas 

ou negativas fortes, respectivamente. Os valores apresentados na imagem exibem diferenças 

estatisticamente significativas (p < 0,05). Fonte: Elaborado pela autora. 
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6 DISCUSSÃO 

A falta de uma vacina disponível no Brasil para a Leishmaniose Visceral Canina 

intensifica a gravidade da doença, que pode levar a complicações sérias e até mesmo 

à morte dos cães afetados (Ribeiro, Michalick, et al., 2018). A infecção por leishmania 

pode causar alterações como anemia, leucopenia ou leucocitose, trombocitopenia, 

monocitose, eosinofilia, disfunção da medula óssea e alterações no perfil de citocinas. 

Essas mesmas alterações são observadas durante a imunização contra a 

leishmaniose, porém são geralmente temporárias (Almeida et al., 2021). As alterações 

hematológicas em todos os protocolos de imunização no momento pré imunização, 

podem ser justificadas devido ao estresse da transição entre biotérios, que ocorreu na 

5ª semana de idade dos camundongos. O estresse pode promover um aumento na 

produção de glóbulos vermelhos, levando ao aumento de HCT e HGB, com isso é 

esperado também o aumento de RBC, como uma medida compensatória. A mudança 

de ambiente pode afetar a alimentação e hidratação, o que elevam também os níveis 

de HCT e HGB (Araújo et al., 2012). 

Como partimos de valores iniciais elevados, fora do valor de referência, esse 

fato pode ter contribuído para que, mesmo com a diminuição observada, esses valores 

tenham permanecido um pouco acima do esperado. A produção de citocinas, como 

IFN-γ e TNF-α, pode estar associada as alterações observadas, devido ao 

recrutamento celular induzido por essas citocinas, que mobilizam células inflamatórias 

para os tecidos (Lissoni et al., 2020). Portanto, a leve diminuição nos valores celulares 

pode ser atribuída ao efeito temporário da resposta imunológica sem indicar 

problemas nos protocolos de imunização. Além disso, os parâmetros utilizados se 

detêm a camundongos de maneira geral, porém estudos anteriores já observaram que 

a depender da linhagem, sexo, horário da coleta e idade, os valores de referência 

podem apresentar alterações (Araújo et al., 2012). 

Altos níveis de IgG específico para A2 sugerem que a vacina está gerando uma 

resposta humoral robusta, indicando que a vacina conseguiu estimular a produção de 

anticorpos direcionados contra o antígeno A2. No entanto, para entender 

completamente a eficácia dessa resposta, seria importante avaliar diferentes 

subclasses de IgG. O protocolo AdA2 não apresentou aumento significativo na 

produção de anticorpos específicos tanto para animais vacinados, quanto desafiados. 

O vetor viral induz predominantemente resposta celular, possivelmente não sendo 

capaz de produzir uma resposta humoral robusta o suficiente para estimular a 
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produção de anticorpos específicos. Estudos anteriores corroboram com este 

resultado indicando que o Adenovírus não promove elevada resposta humoral (Coelho 

et al., 2003; Resende et al., 2008). 

Os protocolos que incluíram o adjuvante saponina mostraram resultados 

superiores. A resposta humoral mais elevada foi observada sucessivamente nos 

protocolos LT, LT + AdA2 e AdA2 + LT. A sinergia entre o vetor viral e a proteína 

associada a saponina, pode justificar o aumento dessa resposta, tendo em vista que 

a saponina é conhecida por sua excelente capacidade em aumentar a apresentação 

de antígenos e estimular diretamente as células B (Sun et al., 2009; Regina-Silva et 

al., 2016). O aumento significativo da resposta humoral, promovido pelo protocolo LT 

+ AdA2, evidencia a importância do adjuvante na primeira dose. Outro ponto 

importante é a via de administração atribuída a cada protocolo. Em camundongos a 

eficiência da administração intramuscular pode ser limitada devido ao tamanho do 

modelo experimental. Sendo a via muscular, a melhor escolha para a utilização do 

Adenovírus (Coughlan, 2020), está é uma limitação do presente estudo. 

A redução na carga parasitária foi um dos principais indicadores de eficácia 

entre diferentes protocolos vacinais testados. No protocolo AdA2 + LT, as cargas na 

medula óssea dos camundongos não foram detectadas em 8 de 10 animais, 

resultando em uma proteção de 97,6%, um resultado não observado em nenhum dos 

demais protocolos vacinais. O mesmo protocolo vacinal em amostras do baço também 

mostrou menor carga parasitológica nesse tecido quando comparado aos outros 

protocolos. Assim como anteriormente descrito, não foi detectada carga parasitológica 

em 8 de 10 animais (diferentes animais), proporcionando uma proteção de 90,8%. Os 

demais protocolos, para ambos os órgãos, não ofereceram proteção maior que 30%. 

A diferença na porcentagem de proteção entre o baço e a medula deve-se 

principalmente às diferenças na carga parasitária basal (PBS) entre os dois órgãos. 

A infecção por Leishmania infantum segue um curso específico de 

disseminação pelos órgãos, além disso, as fases da infecção influenciam a carga 

parasitária encontrada. Cunha-Júnior e colaboradores (2016) determinaram que a 

cepa utilizada neste estudo (MHOM/MA67ITMAP-263) se mostrou bem estabelecida 

7 dias após a infecção (dpi), apresentando parasitos no baço. De acordo com Nieto e 

colaboradores (2011), após o desafio via intraperitoneal, os parasitos são capturados 

por macrófagos e células dendríticas (DC) já na artéria esplênica, devido ao seu 

tropismo, e passam a se multiplicar no fagolisossomo dessas células. Durante a fase 
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aguda (< 30 dias dpi), cerca de 95% dos parasitos inoculados durante o desafio são 

capturados por macrófagos da zona marginal (MZ) e 50% são eliminados. Além disso, 

o baço é o local onde inicialmente ocorre a resposta imune celular; porém, na fase 

crônica da doença, torna-se o local de persistência do parasito, devido a falhas da 

resposta efetora específica e ao rompimento da arquitetura esplênica (Carrión et al., 

2006; Samant et al., 2021). Assim, além do possível tropismo da cepa, a fase da 

infecção pode justificar a menor quantidade de parasitos encontrada nas amostras do 

baço, quando comparada à medula óssea, principal local onde se estabelece e 

persiste; desempenhando um importante papel na manutenção do parasito no 

hospedeiro. 

A proteção de 90% a 97,6% proporcionada pelo protocolo heterólogo AdA2 + 

LT se destaca, assim como o resultado observado no protocolo que utiliza a mesma 

formulação, porém em ordem inversa, no qual a carga parasitária se mostrou maior 

que no grupo controle (PBS), indicando que a ordem em que se acerta o alvo faz 

diferença. O intervalo de 42 dias entre as doses pode ter favorecido o protocolo que 

teve o adenovírus como primer. A entrega da proteína A2 através do vetor viral ocorre 

de forma mais eficaz, e o posterior boost contendo a proteína já entregue 

anteriormente, juntamente com o adjuvante saponina, induz a inflamação local, recruta 

células imunológicas, facilita a captação de antígenos por células apresentadoras de 

antígeno e favorece a modulação celular e humoral. Utilizar a proteína A2 + saponina 

como primer e, após 42 dias, utilizar o adenovírus expressando A2 pode gerar um 

intervalo grande demais, já que é padronizado pela indústria, o intervalo para a 

LeishTec de 21 dias entre as doses. Quando esse intervalo é ultrapassado, deve-se 

acrescentar uma dose a mais no tratamento, somando quatro doses no total. Além 

disso, estudos anteriores mostram que a imunidade humoral e celular a partir da 

LeishTec é melhor observada entre a segunda e terceira doses (Regina-Silva et al., 

2016), sendo assim o boost com adenovírus expressando A2 pode não ter sido 

suficiente para gerar uma resposta imune capaz de diminuir a carga parasitária nos 

animais. Assim, o protocolo vacinal pode ter interferido negativamente no sistema 

imunológico, possivelmente suprimindo a resposta imune natural ou provocando uma 

resposta imune desregulada, favorecendo a replicação do patógeno e gerando 

aumento da susceptibilidade. 

Anteriormente Resende e colaboradores (2008) encontraram resultados que 

vão de encontro a esses quando utilizou AdA2 como protocolo de imunização. É 
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importante destacar que para o atual estudo foi utilizada para o primer metade da dose 

utilizada anteriormente, o que resultou em eficácia reduzida do protocolo, já para o 

protocolo homólogo utilizando a LeishTec, que é recomendado somente para cães 

comprovadamente negativos, nossos achados divergem com a literatura evidenciando 

uma baixa diminuição de carga em animais infectados (Fernandes et al., 2014; 

Mendonça et al., 2016; Regina-Silva et al., 2016). 

A resolução da leishmaniose visceral e o controle do parasito dependem 

principalmente da produção de citocinas pró-inflamatórias, como IL-12, TNF-α e IFN- 

γ, juntamente com a modulação equilibrada de citocinas imunossupressoras, como IL- 

10 e TGF-β. Além disso, a diferenciação de células T naive em linfócitos T CD4+ (Th1) e 

CD8+ citotóxicos desempenha papéis cruciais na eliminação do parasito. Esta é a 

resposta imunológica esperada de um protocolo de imunização eficaz contra a 

Leishmaniose Visceral, capaz de promover uma resposta celular forte, fundamental 

para o controle da infecção causada pelo parasito (Fernandes et al., 2012). 

Com base nos resultados deste trabalho, o protocolo imunizante heterólogo 

AdA2 + LT se destacou ao induzir uma resposta celular robusta. Além de ativar células 

T CD4+, houve maior expressão das citocinas TNF-α e IFN-γ e ativação das 

subpopulações de células T CD4+ de memória central e de memória efetora. 

Observou-se o dobro de células de memória efetora quando comparada às células de 

memória central e células de memória efetora são importantes na resposta rápida à 

reinfecção. O aumento de resposta ao estímulo é um indicador que o sistema imune 

está respondendo ao antígeno e que foi devidamente ativado, especialmente se 

tratando das citocinas TNF-α e IFN-γ. Os protocolos heterólogos AdA2 + LT e LT + 

AdA2, destacaram-se por aumentar a resposta ao estímulo de TNF-α e IFN-γ nas 

células T CD4+, assim como induziram um aumento na resposta ao estímulo para as 

células de memória central T CD4+. Esses achados corroboram com o fato de que a 

porcentagem de células T CD4+ naive foi a menor no protocolo AdA2 + LT entre todos 

os protocolos, indicando uma maior diferenciação para a subpopulação de células 

efetoras (Mirzaei et al., 2021). Ademais, a produção elevada de TNF-α e IFN-γ nessas 

subpopulações indica que o protocolo AdA2 + LT ativa e prepara uma resposta 

funcional, o que é ideal para uma vacina eficaz (Alves et al., 2009; Roatt et al., 2017; 

Samant et al., 2021). 

A maior expressão de TNF-α e IFN-γ em linfócitos T CD8+ foi observada no 

protocolo AdA2 + LT para TNF-α e nos protocolos Ad e AdA2 para IFN-γ. Esse 
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protocolo heterólogo também promoveu aumentos significativos na produção de TNF- 

α nas células T CD8+ mediante o estímulo de SLA. Além disso, individualizando os 

valores através do cálculo da razão, o protocolo AdA2 + LT foi o único que gerou 

aumento de resposta para IFN-γ nestas células. O adenovírus é conhecido por ativar 

vias dependentes de IFN tipo I e II (Castro et al., 2018). Quando expressando 

galactosidase (Ad) ou a proteína A2 de Leishmania (AdA2), observou-se uma ativação 

robusta de células apresentadoras de antígeno, resultando em uma forte ativação de 

linfócitos T CD8+ e maior expressão de IFN-γ. No entanto, esses resultados não foram 

observados nos protocolos heterólogos que utilizaram LeishTec, sugerindo que o uso 

dessa vacina pode ter alterado a dinâmica da resposta imune, promovendo uma 

resposta mais forte de células T CD4+. A maior expressão de IFN-γ é frequentemente 

utilizada como um marcador de uma resposta imune específica, devido ao seu papel 

crucial na modulação e amplificação da resposta imunológica adaptativa. Por outro 

lado, o TNF-α é uma citocina chave na modulação da inflamação e na ativação de 

macrófagos para o combate a patógenos intracelulares, como a Leishmania 

(Giunchetti et al., 2019; Jafarzadeh et al., 2021; Mirzaei et al., 2021). Neste estudo, foi 

observado que, para ambas as citocinas, as expressões foram superiores no protocolo 

heterólogo AdA2 + LT quando comparado aos protocolos homólogos. Esse achado 

sugere que o protocolo heterólogo pode ser particularmente eficaz em gerar uma 

resposta imune ampla e duradoura, que pode proporcionar uma proteção mais robu sta 

contra a leishmaniose visceral. 

As concentrações de citocinas medidas nos sobrenadantes de esplenócitos 

foram consideradas basais em todos os protocolos de imunização deste estudo, uma 

vez que apresentaram níveis equivalentes aos observados no protocolo controle PBS, 

porém foram observadas correlações entre produção de citocinas, carga parasitária e 

expressão de marcadores de superfície celular. O protocolo de imunização que 

ofereceu proteção apresentando menor carga parasitária entre os demais protocol os 

foi o AdA2 + LT. Este, além de uma correlação positiva alta com TNF-α, como citocina 

no sobrenadante, também apresentou correlações negativas para IFN-γ e TNF-α em 

células T naive CD4+ e IFN-γ em linfócitos T CD4+. Considerando que 8 dos 10 animais 

não apresentaram carga parasitária detectável na medula óssea, a correlação com 

TNF-α pode indicar que até mesmo a mínima presença de parasitos é suficiente para 

desencadear uma resposta imune com alta secreção desta citocina (Alves et al., 2009), 

atuando como parte da imunidade protetora. Essa maior liberação de TNF-α 
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no meio reforça a ideia de que as células estavam ativamente reagindo à presença do 

parasito, secretando a citocina para ajudar a controlar a infecção. 

De maneira geral as correlações negativas sugerem que, à medida que a 

produção de citocinas aumenta no interior das células, a carga parasitária na medula 

óssea do grupo imunizado com AdA2 + LT diminui. A correlação negativa entre células 

T CD4+ naive expressando IFN-γ e TNF-α e a carga parasitária na medula óssea 

sugere que a produção destas citocinas mantém controlada (baixa) a carga 

parasitária. O aumento dessas citocinas pode indicar que essas células T naive estão 

sofrendo diferenciação, para que possam responder no caso de infecção (Samant et 

al., 2021). Assim como a produção de IFN-γ em células CD4+ também aumenta 

conforme a carga parasitária diminui, sugerindo que, à medida que o protocolo 

ADA2+LT controla a infecção, mais IFN-γ está sendo produzido por células CD4+, 

impedindo o crescimento dos parasitos no órgão. Considerando que essa citocina atua 

na ativação de macrófagos, que destroem os parasitos em seu interior através de 

moléculas tóxicas, como radicais de oxigênio e de nitrogênio (Handman & Bullen, 

2002). A análise das células T CD4+ de memória central mostrou uma correlação 

positiva com a carga parasitária na medula óssea de camundongos vacinados e 

infectados com Leishmania infantum. Essa relação sugere que a presença dessas 

células pode estar associada à memória imunológica de longo prazo, uma vez que as 

células de memória central são fundamentais para a manutenção da resposta imune 

ao longo do tempo (Rodrigues et al., 2016). 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Em vista dos achados do presente estudo, os resultados evidenciam a 

superioridade do protocolo AdA2 + LT em comparação aos demais protocolos 

testados. Este protocolo demonstrou uma resposta imunológica robusta, com 

destaque para a produção celular eficiente e a manutenção de baixa carga parasitária 

em camundongos desafiados. Especificamente, o AdA2 + LT não apenas induziu uma 

resposta imune significativa, mas também garantiu uma proteção elevada, sugerindo 

a eficácia deste protocolo na mitigação da infecção por Leishmania. 

Os dados obtidos indicam que os protocolos heterólogos, como o AdA2 + LT, 

oferecem uma nova e promissora abordagem para o combate à leishmaniose visceral 

canina. Entretanto, são necessários estudos adicionais em diferentes modelos 

animais. Estes estudos complementares ajudarão a abordar e minimizar as limitações 

identificadas neste trabalho, fornecendo uma visão mais abrangente da eficácia e da 

aplicabilidade dos protocolos vacinais testados. 
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MATERIAL SUPLEMENTAR 

 
Figura Suplementar S 1 – Comparação entre receber e não receber estímulo 

antigênico na expressão de TNF-α e IFN-γ em linfócitos T CD4+ em diferentes 

protocolos de imunização 
 

Gráficos A, C, E, G, I, K representam dados de TNF-α, enquanto os Gráficos B, D, F, H, J, L mostram dados 

de IFN-γ. Cada gráfico compara as condições "NO" (sem estímulo) e "YES" (com estímulo). As diferenças 

entre as condições de estímulo foram analisadas usando o Teste de P ou o Teste de Mann Whitney, com 

valores de p < 0,05 indicando diferenças significativas entre receber ou não estímulo. Gráficos A e B 

correspondem ao grupo AD, gráficos C e D ao grupo ADA2, gráficos F e G ao grupo ADA2 + LT, 

gráficos I e J ao grupo LT, gráficos L e M ao grupo LT + ADA2, e gráficos O e P ao grupo PBS. Os 

resultados são apresentados como mediana ± intervalo interquartil (IQR). Diferenças estatisticamente 

significativas são indicadas por letras diferentes (p < 0,05), enquanto letras iguais indicam diferenças 

não significativas. Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura Suplementar S 2 – Razão entre a resposta ao estímulo e a resposta sem 

estímulo para TNF-α e IFN-γ em T CD4+ em diferentes grupos imunizados. 

 

 

 
Em A está representado os dados de TNF-α, enquanto em B os dados de IFN-γ. O número acima das barras 

indica o n de animais por grupo de acordo com a resposta ao estímulo. A resposta ao estímulo foi 

considerada quando observada na maioria dos animais por grupo. Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura Suplementar S 3 – Comparação entre receber e não receber estímulo 

antigênico na expressão de TNF-α e IFN-γ em linfócitos T CD8+ em diferentes protocolos 

de imunização 
 
 

 

Gráficos A, C, E, G, I, K representam dados de TNF-α, enquanto os Gráficos B, D, F, H, J, L mostram dados 

de IFN-γ. Cada gráfico compara as condições "NO" (sem estímulo) e "YES" (com estímulo). As diferenças 

entre as condições de estímulo foram analisadas usando o Teste de P ou o Teste de Mann Whitney, com 

valores de p < 0,05 indicando diferenças significativas entre receber ou não estímulo. Gráf icos A e B 

correspondem ao grupo AD, gráficos C e D ao grupo ADA2, gráficos F e G ao grupo ADA2 + LT, gráficos 

I e J ao grupo LT, gráficos L e M ao grupo LT + ADA2, e gráficos O e P ao grupo PBS. Os resultados são 

apresentados como mediana ± intervalo interquartil (IQR). Diferenças estatisticamente significativas são 

indicadas por letras diferentes (p < 0,05), enquanto letras iguais indicam diferenças não significativas. 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura Suplementar S 4 – Razão entre a resposta ao estímulo e a resposta sem 

estímulo para TNF-α e IFN-γ em T CD8+ em diferentes grupos imunizados 

 

 

 
Em A está representado os dados de TNF-α, enquanto em B os dados de IFN-γ. O número acima das barras 

indica o n de animais por grupo de acordo com a resposta ao estímulo. A resposta ao estímulo foi 

considerada quando observada na maioria dos animais por grupo. Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura Suplementar S 5 – Comparação entre receber e não receber estímulo 

antigênico nas subpopulações T CD4+ em diferentes protocolos de imunização 
 

 
Gráficos A, D, G, J, M, P representam dados de memória central (CM), enquanto os Gráficos B, E, H, 

K, N, Q mostram dados de memória efetora (EFM) e os gráficos C, F, I, L, O, R representam os dados 

de naive (N). Cada gráfico compara as condições "NO" (sem estímulo) e "YES" (com estímulo). As diferenças 

entre as condições de estímulo foram analisadas usando o Teste de P ou o Teste de Mann Whitney, com 

valores de p < 0,05 indicando diferenças significativas entre receber ou não estímulo. Gráficos A, B, C 

correspondem ao grupo AD, gráficos D, E, F ao grupo ADA2, gráficos G, H, I ao grupo ADA2 + LT, gráficos 

J, K, L ao grupo LT, gráficos M, N, O ao grupo LT + ADA2, e gráficos P, Q, R ao grupo PBS. Os resultados 

são apresentados como mediana ± intervalo interquartil (IQR). Diferenças estatisticamente significativas são 

indicadas por letras diferentes (p < 0,05), enquanto letras iguais 

indicam diferenças não significativas. Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura Suplementar S 6 – Razão da resposta ao estímulo em relação à resposta 

sem estímulo subpopulação de células T CD4+ de memória central, memória efetora 

e naive em diferentes grupos imunizados 

 

 

 
O gráfico A mostra a razão observada entre as células de memória, o gráfico B mos tra a razão 

observada entre as células de memória efetora e o gráfico C mostra a razão observada entre as células 

naive. O número acima das barras indica o n de animais por grupo de acordo com a resposta ao 

estímulo. A resposta ao estímulo foi considerada quando observada na maioria dos animais por grupo. 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura Suplementar S 7 – Comparação entre receber e não receber estímulo 

antigênico na expressão de TNF-α e IFN-γ em linfócitos T CD4+ de Memória Central 

em diferentes grupos imunizados 

 

Gráficos A, C, E, G, I, K representam dados de TNF-α, enquanto os Gráficos B, D, F, H, J, L mostram dados 

de IFN-γ em linfócitos T CD4+ de Memória Central (CM). Cada gráfico compara as condições "NO" (sem 

estímulo) e "YES" (com estímulo). As diferenças entre as condições de estímulo foram analisadas usando o 

Teste de P ou o Teste de Mann Whitney, com valores de p < 0,05 indicando diferenças significativas entre 

receber ou não estímulo. Gráficos A e B correspondem ao grupo AD, gráficos C e D ao grupo ADA2, 

gráficos F e G ao grupo ADA2 + LT, gráficos I e J ao grupo LT, gráficos L e M ao grupo LT + ADA2, e 

gráficos O e P ao grupo PBS. Os resultados são apresentados como mediana ± intervalo interquartil (IQR). 

Diferenças estatisticamente significativas são indicadas por letras diferentes (p < 0,05), enquanto letras 

iguais indicam diferenças não significativas . Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura Suplementar S 8 – Razão da resposta ao estímulo em relação à resposta 

sem estímulo para TNF-α e IFN-γ em células T CD4+ de Memória Central em 

diferentes grupos imunizados 

 

 

 
Em A está representado os dados de TNF-α, enquanto em B os dados de IFN-γ. O número acima das barras 

indica o n de animais por grupo de acordo com a resposta ao estímulo. A resposta ao estímulo foi 

considerada quando observada na maioria dos animais por grupo. Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura Suplementar S 9 – Comparação entre receber e não receber estímulo 

antigênico na expressão de TNF-α e IFN-γ em linfócitos T CD4+ de Memória efetora 

em diferentes grupos imunizados 

 

Gráficos A, C, E, G, I, K representam dados de TNF-α, enquanto os Gráficos B, D mostram dados de 

IFN-γ em linfócitos T CD4+ de Memória Efetora (EFM), para os gráficos F, H, J, L não houve detecção das 

citocinas. Cada gráfico compara as condições "NO" (sem estímulo) e "YES" (com estímulo). As diferenças 

entre as condições de estímulo foram analisadas usando o Teste de P ou o Teste de Mann Whitney, com 

valores de p < 0,05 indicando diferenças significativas entre receber ou não estímulo. Gráficos A e B 

correspondem ao grupo AD, gráficos C e D ao grupo ADA2, gráficos F e G ao grupo ADA2 + LT, 

gráficos I e J ao grupo LT, gráficos L e M ao grupo LT + ADA2, e gráficos O e P ao grupo PBS. Os 

resultados são apresentados como mediana ± intervalo interquartil (IQR). Diferenças estatisticamente 

significativas são indicadas por letras diferentes (p < 0,05), enquanto letras iguais indicam diferenças 

não significativas. Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura Suplementar S 10 – Razão da resposta ao estímulo em relação à resposta 

sem estímulo para TNF-α e IFN-γ em células T CD4+ de Memória Efetora em 

diferentes grupos imunizados 

 

 

 
Em A está representado os dados de TNF-α, enquanto em B os dados de IFN-γ. O número acima das barras 

indica o n de animais por grupo de acordo com a resposta ao estímulo. A resposta ao estímulo foi 

considerada quando observada na maioria dos animais por grupo. Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura Suplementar S 11 – Comparação entre receber e não receber estímulo 

antigênico na expressão de TNF-α e IFN-γ em linfócitos T CD4+ Naive em diferentes 

grupos imunizados 

 

Gráficos A, C, E, G, I, K representam dados de TNF-α, enquanto os Gráficos B, D, F, J mostram dados de 

IFN-γ em linfócitos T CD4+ Naive (N), para os gráficos H, L não houve detecção das citocinas. Cada gráfico 

compara as condições "NO" (sem estímulo) e "YES" (com estímulo). As dif erenças entre as condições de 

estímulo foram analisadas usando o Teste de P ou o Teste de Mann Whitney, com valores de p < 0,05 

indicando diferenças significativas entre receber ou não estímulo. Gráficos A e B correspondem ao grupo 

AD, gráficos C e D ao grupo ADA2, gráficos F e G ao grupo ADA2 + LT, gráficos I e J ao grupo LT, 

gráficos L e M ao grupo LT + ADA2, e gráficos O e P ao grupo PBS. Os resultados são apresentados 

como mediana ± intervalo interquartil (IQR). Diferenças estatisticamente significativas são indicadas por 

letras diferentes (p < 0,05), enquanto letras iguais indicam diferenças não significativas. Fonte: Elaborado 

pela autora. 
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Figura Suplementar S 12 – Razão da resposta ao estímulo em relação à resposta 

sem estímulo para TNF-α e IFN-γ em células T CD4+ Naive em diferentes grupos 

imunizados 

 

 

 
Em A está representado os dados de TNF-α, enquanto em B os dados de IFN-γ. O número acima das barras 

indica o n de animais por grupo de acordo com a resposta ao estímulo. A resposta ao estímulo foi 

considerada quando observada na maioria dos animais por grupo. Fonte: Elaborado pela autora. 


