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RESUMO 

A proteína peroxidoxina recombinante de Leishmania braziliensis conjugada ao adjuvante 

MPL (Monophosphoryl Lipid A) tem se mostrado um promissor candidato a vacina 

antileishmaniose. Apesar do potencial imunogênico do processo vacinal ser amplamente 

demonstrado para diferentes vacinas antiparasitárias, dados sobre a avaliação da segurança 

de proteínas recombinantes em formulações vacinais administradas durante o período 

gestacional, assim como informações sobre a transferência passiva de imunidade em 

animais vacinados durante a prenhez, são ainda escassos. O objetivo desse trabalho foi 

avaliar a segurança vacinal quando da administração no período gestacional, com possíveis 

causas de prejuízos maternos ou fetais e avaliar a transferência passiva de imunidade para 

o recém-nascido de anticorpos reativos com a referida proteína, após processo de 

imunização em modelo experimental com ratos Wistar. Ratas em idade reprodutiva foram 

acasaladas e distribuídas em três grupos: Controle - ratas que receberam salina; Adjuvante - ratas 

que receberam adjuvante MPL, e Vacina - ratas que receberam a composição adjuvante mais a 

proteína peroxidoxina recombinante. A administração ocorreu por injeção subcutânea, na região 

dorsal, em três momentos (dias zero, sete e 14 de gestação). No 21º dia de prenhez, os animais 

foram anestesiados e mortos. Amostras de sangue materno e fetal foram coletadas para dosagem de 

anticorpos IgG anti-peroxidoxina por ELISA. O útero foi removido para se obter dados do 

desempenho reprodutivo e os fetos foram submetidos à analise de anomalias externas, esqueléticas 

e viscerais. Para avaliar a transferência de anticorpos via aleitamento, foi realizado um experimento 

de cross-fostering, onde ratas imunizadas e ratas controle tiveram seus filhotes por parto vaginal e 

as ninhadas foram trocadas para que recebessem amamentação adotiva. No 21º dia de lactação, os 

animais foram anestesiados e o sangue coletado para análise sorológica por ELISA. Houve um 

aumento na perda pós-implantação no grupo vacina (14,7%) em relação aos grupos controle (5,0%) 

e adjuvante (4,4%). Foi verificado um maior índice de anomalias viscerais em fetos provenientes 

do grupo Vacina. Com relação à sorologia, verificou-se que os níveis de imunoglobulina IgG anti-

peroxidoxina foram superiores no grupo Vacina. Filhotes de ratas vacinadas também apresentaram 

níveis de IgG superiores àqueles provindos de ratas controle e adjuvante. A transferência de IgG 

anti-peroxidoxina permanece no período pós-natal, via aleitamento materno, e os índices de 

transferência de anticorpos via placenta ou amamentação são semelhantes. Esses dados permitem 

concluir que a imunização estimulou a produção da imunoglobulina IgG anti-peroxidoxina, sendo 

essa imunização transferida para feto via placenta e leite, mas a vacina aumentou as perdas pós-

implantação e as anomalias fetais, mostrando que sua utilização durante a gravidez exige cuidado e 

maiores estudos. 

Palavras -chave: peroxidoxina recombinante; leishmaniose, prenhez, malformações, imunidade.  



 
 

ABSTRACT 

The peroxidoxin recombinant protein of Leishmania braziliensis associated with adjuvant 

MPL (Monophosphoryl Lipid A) has been shown to be a promising candidate for 

antileishmaniose vaccine. Although the immunogenic potential of the vaccine process is 

extensively shown for different anti-parasitic vaccines, data on the safety assessment of 

recombinant proteins in vaccine formulations administered during pregnancy, as well as 

information about the passive transfer of immunity in animals vaccinated during pregnancy 

are remain scarce. The objective of this study was to evaluate vaccine safety when the 

administration during pregnancy, with possible causes of maternal or fetal losses and 

evaluate the passive transfer of immunity to the newborn after immunization process in 

experimental model with Wistar rats. Rats in reproductive age were mated and allocated in 

three groups: Control - rats received saline; Adjuvant - rats received adjuvant MPL, and 

Vaccine - rats that received the composition adjuvant and peroxidoxin. The administration 

was by subcutaneous injection at the dorsal region, three times (days zero, seven and 14 of 

pregnancy). At day 21 of pregnancy the animals were anesthetized and blood collected for 

serological analysis by ELISA. There was an increase in post-implantation loss in the 

vaccine group (14.7%) compared to the control group (5.0%) and adjuvant (4.4%). It was 

verified a higher rate of visceral anomalies in fetuses from the vaccine group. Concerning 

to serology, it was found that levels of anti- peroxidoxin IgG were higher in the vaccine 

group.  Offspring of vaccinated rats also showed higher IgG levels compared the offspring 

of rats control and adjuvant.  The anti-IgG peroxidoxina transfer remains in the postnatal 

period, via breastfeeding, and transfer rates of antibodies through the placenta or breast-

feeding are similar. These data showed that the immunization stimulated the production of 

IgG anti-peroxidoxin immunoglobulin, and this immunization transferred to the fetus 

through the placenta and milk, but the vaccine increased post-implantation loss and fetal 

anomalies, showing that its use during pregnancy requires care and further study. 

Key Words: recombinant peroxidoxina; leishmaniasis, pregnancy, malformation, 

immunity 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O sistema imunológico dos mamíferos recém-nascidos é, caracteristicamente, pouco 

desenvolvido (LEWIS e WILSON, 2006). Antes da maturidade imunológica, estes animais 

seriam muito susceptíveis às diversas infecções se não pudessem contar com a defesa dos 

anticorpos recebidos passivamente da circulação materna através da membrana placentária 

ou da glândula mamária através do colostro (MARÓDI, 2006). Por outro lado, sabe-se que 

a imunidade passiva tem duração limitada, tendo sido verificado que ela é evidenciável por 

um período relativamente curto, ao passo que a imunidade ativamente induzida pela 

vacinação é, em muitos casos, mais duradoura (FURUTA et al., 1982).  

Embora as vacinas sejam desenvolvidas para proteger os animais contra um amplo 

número de patógenos importantes, algumas vezes elas são apenas parcialmente efetivas, 

seja pela sua ineficiência em gerar uma resposta imune adequada, seja pela possibilidade 

de transmitir doenças (ELLIS, 2004). Uma vacina ideal deve apresentar as seguintes 

características: prevenir a doença, proteger contra as diferentes cepas, induzir imunidade 

de longa duração, ser livre de antígenos contaminantes, conservar a potência durante o 

armazenamento e transporte e ser de fácil administração (DE VOS & BOCK, 2000; 

COLER, 2005). 

Neste sentido, há um interesse crescente pelo uso da biotecnologia no campo da 

medicina preventiva, diagnóstico e controle. Nas últimas décadas, o rápido progresso das 

pesquisas, em particular nas áreas de imunologia e biologia molecular, lançou as bases 

para os avanços na tecnologia de produção de vacinas, permitindo a introdução de novas 

estratégias para a obtenção e produção de antígenos, assim como foram otimizadas novas 

maneiras de se administrar e apresentar esses antígenos para as células do sistema imune 

(ADA e RAMSHAW, 2003). 

Dentre as novas abordagens, encontram-se vacinas confeccionadas a partir de 

seqüências de aminoácidos de proteínas que são sintetizadas em laboratório (vacinas de 

peptídeos sintéticos), vacinas com proteínas recombinantes e vacinas de DNA. Nos três 

modelos de vacinação citados, a escolha dos epítopos é fundamental. É necessário que os 

peptídeos sejam naturalmente apresentados ao linfócito T durante a infecção; que sejam 

reconhecidos por praticamente 100% dos indivíduos e que induzam resposta imune 

adequada. O principal evento no desencadeamento da resposta imune é o reconhecimento 

do antígeno pelo receptor ab do linfócito T ligado às moléculas HLA de classe I ou II. 

Atualmente, existem programas computacionais baseados em algoritmos que indicam a 
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capacidade de ligação de determinados peptídeos a determinadas moléculas HLA, 

permitindo a escolha de segmentos com maiores chances de serem reconhecidos pela 

maioria dos indivíduos, no caso de escolha para uma vacina (CUNHA-NETO, 1999; 

DUTHIE et al., 2012). 

Especificamente no caso de vacinas recombinantes, a partir da identificação de 

proteínas imunogênicas de um determinado agente patógeno, é possível identificar as 

seqüências de nucleotídeos que compõem estas proteínas em um banco de dados e produzi-

las em grandes quantidades, expressando seus genes em sistemas heterólogos e 

posteriormente testar, por imunização ativa, o potencial imunoprotetor de cada uma destas 

proteínas (PALATNIK-DE-SOUSA et al., 2008). Neste sentido, nosso grupo de pesquisa 

vem trabalhando na produção novos imunobiológicos antileishmania (CARDOSO et al., 

2003; FUJIWARA et al., 2005; MIRET et al., 2008; GIUNCHETTI et al., 2008). Dentre 

eles, destaca-se a proteína peroxidoxina recombinante de Leishmania braziliensis, utilizada 

no presente trabalho, e que, conjugada ao adjuvante MPL (Monophosphoryl Lipid A) tem 

se mostrado um promissor candidato a vacina anti-leishmaniose (Patente depositada no 

Instituto Nacional de Propriedade Industrial – INPI - sob o número de registro: 

PI1020120300664 em 11/2012).  

Apesar do potencial imunogênico do processo vacinal ser amplamente demonstrado 

para diferentes vacinas, estudos que determinam a segurança do processo de imunização, 

sobretudo em gestantes, são escassos (PIMENTEL et al., 2010). No Brasil, a edição mais 

atual do Manual de Normas de Vacinação do Ministério da Saúde especifica que a 

administração de vacinas de vírus inativados ou de bactérias mortas, toxóides e de vacinas 

constituídas por componentes de agentes infecciosos não acarreta qualquer risco para o 

feto. Já as vacinas vivas são contra-indicadas em gestantes (BRASIL, 2001). 

Sendo assim, ainda não existem recomendações específicas para a administração dos 

imunobiológicos provenientes da tecnologia recombinante durante a gestação. Além disso, 

poucos são os estudos que determinam o potencial de transferência passiva de anticorpos 

em neonatos. Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar se a peroxidoxina 

recombinante de Leishmania braziliensis administrada no período gestacional é segura 

para o embrião e avaliar a transferência passiva para o recém-nascido de anticorpos 

reativos com a referida proteína através da passagem transplacentária e do aleitamento 

materno, respectivamente. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Poucos são os estudos randomizados e controlados que visam aferir a segurança de 

vacinas para uso em gestantes. No caso de seres humanos, muito da experiência da 

utilização de vacinas em gestantes advém do uso inadvertido desses imunobiológicos 

durante esse período. O Ministério da Saúde preconiza que as vacinas que contém 

componentes vivos devem ser evitadas durante a gestação, pelo risco teórico de infecção 

fetal pelo antígeno vacinal, com eventual interferência na embriogênese e desenvolvimento 

do feto, enquanto vacinas inativas são seguras e podem ser utilizadas (SUCCI e FARHAT, 

2006). 

Por se tratar de uma tecnologia atual e com poucas substâncias liberadas para 

utilização em humanos ou animais, a literatura não fornece dados sobre a avaliação da 

segurança de vacinas produzidas com proteínas recombinantes administradas durante o 

período gestacional, assim como informações acerca da transferência passiva da imunidade 

conferida por elas. 

Considerando que os animais neonatos apresentam imaturidade do sistema 

imunológico e que os mesmos estão expostos aos diversos patógenos desde o nascimento, 

estudos que verifiquem a eficiência da imunização ativa durante a prenhez e a imunidade 

transferida ao recém-nascido como saldo deste procedimento pode representar inúmeras 

vantagens no setor econômico, médico e científico. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. LEISHMANIOSES 

3.1.1. Conceituação 

As leishmanioses são enfermidades causadas por protozoários incluídos na ordem 

Kinetoplastida, na família Trypanosomatidae e no gênero Leishmania. Estes protozoários 

são seres unicelulares e possuem ciclo biológico heteróxeno, necessitando assim de dois 

hospedeiros, um vertebrado, representado por canídeos silvestres e domésticos, além de 

roedores e humanos, e de um invertebrado, representado pelo inseto vetor (SCHLEIN, 

1993), no caso flebotomíneos pertencentes ao gênero Phlebotomus, no Velho Mundo e ao 

gênero Lutzomyia, no Novo Mundo (MACHADO-COELHO et al., 1999). A principal 

forma de aquisição da doença é através da picada do flebotomíneo. Todavia, a transmissão 

pode ser também transfusional e vertical (GENARO, 2000; FIGUEIRÓ-FILHO et al., 

2004) esta última, por meio da passagem de formas amastigotas pela placenta durante o 

período gestacional (MEINECKE et al., 1999; BOEHME et al., 2006). Outras formas de 

transmissão menos freqüentes incluem acidentes de laboratório com objetos contaminados 

e compartilhamento de seringas entre usuários de drogas, sendo esta encontrada como 

principal forma de transmissão nos casos de leishmanioses em pacientes infectados pelo 

vírus da imunodeficiência humana (FIGUERÓ-FILHO et al., 2005). 

Os primeiros casos de leishmaniose humana aconteceram na Índia no ano de 1885 e, 

somente alguns anos mais tarde, em 1903, é que o agente causador desta enfermidade foi 

descoberto e descrito por William Boog Leishman e Charles Donovan (PESSOA & 

MARTINS, 1988; REY, 2001). A epidemiologia da doença é hoje extremamente 

diversificada com vinte espécies de Leishmania patogênicas para o homem e trinta 

espécies de inseto vetor. O parasito é encontrado nas formas promastigota e paramastigota, 

ambas apresentando flagelo, no trato gastrointestinal dos flebotomíneos (hospedeiros 

invertebrados) e na forma amastigota, sem flagelo livre, dentro das células do Sistema 

Fagocítico Mononuclear (SFM) dos hospedeiros vertebrados (RYAN et al., 1987; 

BRANDONISIO et al., 2000; BAYELE et al., 2007). 

As leishmanioses se caracterizam por dois ciclos epidemiológicos principais, o 

zoonótico, onde o animal reservatório está envolvido na transmissão e, o antroponótico, 

onde o homem é o reservatório e a fonte de infecção do vetor (LAINSON, 1983; 

ROGERS, 1988). Sendo assim, o ciclo zoonótico apresenta, como principais reservatórios, 
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animais vertebrados como a preguiça, o cão doméstico, os ratos, o gerbil e a paca, dentre 

outros (ASHFORD, 1996).  

A leishmaniose é uma doença que pode apresentar várias formas clínicas, 

dependendo da espécie do parasito e do estado imunológico do hospedeiro (BRASIL, 

2006; 2007). Atualmente, o número de pacientes com leishmaniose aumenta de maneira 

alarmante e incontrolada, devido a diversos fatores como a inexistência de uma vacina, a 

ineficácia do tratamento, a aparição de resistência aos fármacos disponíveis, e a expansão 

do parasito devido às mudanças climáticas, as migrações e a globalização (SHAW, 2007; 

KEDZIERSKI et al., 2010). 

 

3.1.2. Leishmanioses: Grupos e formas clínicas  

As leishmanioses são classificadas em dois grupos clínicos de acordo com o 

acometimento dos órgãos, sendo que a Leishmaniose Tegumentar (LT) acomete pele e 

mucosas, e a Leishmaniose Visceral (LV) acomete vísceras, principalmente baço, fígado e 

medula óssea e, ainda, linfonodos (TAVARES et al., 2009). 

A LT pode apresentar-se em três formas principais. 1) A forma cutânea localizada 

apresenta como lesão típica úlcera indolor, de bordo elevado e fundo granuloso, podendo 

ser única ou múltipla. 2) A cutaneomucosa caracteriza-se por lesões mucosas agressivas 

que afetam as regiões naso-faríngeas e resulta da extensão direta ou de metástase 

hematogênica de lesão cutânea primária. 3) Na cutânea difusa há presença de lesões 

nodulares não-ulceradas, precedidas por úlcera única que evolui com disseminação 

linfática do parasito. Esta forma está associada a uma resposta imune celular deprimida 

que leva o paciente a um estado de anergia imunológica (PETERS, 1993; WEIGLE e 

SARAVIA, 1996; ASHFORD, 2000; BRASIL, 2006; MURBACK et al., 2011). 

MORGAN et al. (2007) relatam que a leishmaniose tegumentar durante a gravidez é 

caracterizada por lesões mais graves e com uma aparência altamente atípica, e pode 

aumentar o risco de complicações fetais. Os autores afirmam ainda que as terapias 

disponíveis não são indicadas durante a gestação, devido a falta de estudos consistentes 

que definam um padrão para a terapêutica de forma mais segura e eficaz, uma vez que os 

fármacos disponíveis não são seguros para tratamento no período gestacional. 

No Brasil, sete espécies de Leishmania causadoras da LT foram identificadas, sendo 

seis do subgênero Viannia e uma do subgênero Leishmania. As três principais espécies 

são: L. (V.) braziliensis, L.(V.) guyanensis e L. (L) amazonensis e, mais recentemente, as 
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espécies L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi , L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi. (DESJEUX, 

2004; BRASIL, 2007). 

A Leishmaniose Visceral, ou Calazar, é uma doença sistêmica grave que atinge as 

células do sistema mononuclear fagocitário do homem e animais, sendo os órgãos mais 

afetados o baço, fígado, linfonodos, medula óssea e pele. Possui amplo espectro 

epidemiológico com distribuição mundial, ocorrendo na Ásia, Europa, Oriente Médio, 

África e nas Américas. Na América Latina ela esta presente em 12 países, sendo que 90% 

dos casos ocorrem no Brasil (BRASIL, 2006).  

As três principais espécies causadoras da LV são a Leishmania (L.) donovani, 

presente no continente asiático, Leishmania (L.) infantum, presente na Europa e África e 

Leishmania (L.) chagasi nas Américas. A L. donovani é responsável pela infecção em 

humanos, enquanto que a L. infantum e a L. chagasi causam a LV tanto em humanos 

quanto em cães. A L.(L.) chagasi responsabilizada pela doença nas Américas é 

considerada por alguns autores espécie semelhante a L.(L.) infantum. Assim, respeitando 

regras de prioridade o nome L. chagasi seria sinônimo de L. infantum (BRASIL, 2006). 

Em ambientes naturais, animais silvestres como preguiças, raposas, gambás, ratos, 

gerbil e pacas, dentre outros são os principais reservatórios do protozoário e fontes de 

infecção para os vetores. Porém, nos centros urbanos a transmissão se torna 

potencialmente perigosa devido ao grande número de cães domésticos, que além de 

atuarem como reservatórios, ainda desenvolvem um quadro clínico semelhante ao do 

homem (ASHFORD, 1996). 

A LV é caracterizada clinicamente pela manifestação de febre irregular, 

esplenomegalia e anemia, e quando não tratada, pode evoluir para o óbito em mais de 90% 

dos casos. As complicações infecciosas e as hemorragias são os principais fatores 

associados à morte, visto que o hospedeiro não tem uma resposta protetora eficiente contra 

o parasito (ASHFORD, 2000).  

O primeiro caso relatado de LV em gestante foi de descrito por Low e Cooke, na 

Africa em 1926, com seu recém-nascido apresentando sinais e sintomas de LV, 

confirmado posteriormente como sendo de transmissão vertical. Em 1955, outro caso foi 

relatado na Inglaterra, de gestante que tinha residido na Índia, também com a criança 

tendo manifestações clínicas e confirmação laboratorial no sétimo mês de vida (CALDAS 

et al., 2003) Em 1999, Meinecke et al. chamaram a atenção por relatar um caso de 

transmissão congênita de LV, estando a gestante assintomática. Neste caso, a criança 

passou a apresentar sinais e sintomas compatíveis com o calazar com 16 meses de vida, 
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sendo que nunca tinha estado em região endêmica e não havia vetores onde residia. 

Contudo, sua mãe esteve em países do Mediterrâneo, endêmicos de LV, sem no entanto 

ter apresentado manifestações clínicas, todavia apresentava sorologia e teste de 

Montenegro positivos 

No Brasil, principalmente em áreas urbanas e periurbanas, o aparecimento de calazar 

entre gestantes começa a tornar-se mais freqüente (CALDAS et al., 2003). O primeiro 

caso foi relatado em 1993 e seqüencialmente, outros casos foram relatados (Moraes et al., 

1995; Viana et al., 2001; Silveira et al., 2003; Caldas et al., 2003; Vieira et al., 2007; 

Figueiró-Filho et al., 2008). 

Ainda existe discussão quanto à toxicidade das drogas utilizadas para o tratamento 

do calazar durante a gestação, e os medicamentos disponíveis não são considerados 

seguros para o uso durante a gravidez. Todavia, o risco materno-fetal é elevado nos casos 

de LV durante a gestação, aumentando a morbimortalidade materna e fetal, sem a 

instituição de terapêutica adequada (FIGUEIRÓ-FILHO et al., 2004; 2005). Desse modo, 

apesar de não haver concordância sobre a segurança dos medicamentos antileishmânia na 

gravidez, o tratamento de gestantes com LV está indicado, uma vez que o risco de 

mortalidade materna e fetal em situações de não tratamento específico pode atingir índices 

próximos a 90% (YADAV et al., 1989; FIGUEIRÓ-FILHO et al., 2004). 

 

3.1.3 Epidemiologia  

A leishmaniose é a segunda mais importante protozoose do mundo, está entre as seis 

endemias de maior relevância e cerca de 350 milhões de pessoas correm risco de contrair a 

doença em 88 países, sendo 72 destes em desenvolvimento. Atualmente, mais de 12 

milhões de pessoas estão infectadas e a cada ano ocorrem aproximadamente 2 milhões de 

novos casos em todo mundo (DESJEUX, 2004; WHO, 2012). 

No Brasil, foram notificados, no período de 1990 a 2011, 561.673 casos de 

leishmanioses, sendo 508.193 (90,5%) casos pelas espécies Leishmania (Viannia) 

braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi e L. (L.) 

amazonensis e 53.480 (9,5%) pela L (L.) infantum chagasi (KASHINO et al., 2012). 

 

3.1.4. Ciclo biológico  

Os parasitos podem se apresentar em três diferentes formas no ciclo biológico, a 

amastigota, a promastigota e a paramastigota. A forma amastigota tem característica 

ovóide ou esférica, uninucleada, com cinetoplasto em forma de bastão e com ausência de 
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flagelo livre. A forma promastigota já se apresenta com formato alongado e pequeno, é 

uninucleada, flagelada e possui cinetoplasto ovóide localizado na região anterior enquanto 

a forma paramastigota possui formato achatado, sendo também flagelada, uninucleada e 

com cinetoplasto próximo ao núcleo (LAWYER et al, 1990). 

O ciclo biológico (Figura 01) tem seu início quando a fêmea do inseto vetor pica um 

animal vertebrado infectado e, durante o repasto, adquire formas amastigotas que 

parasitam principalmente macrófagos presentes no sangue ingerido. Entre 15 e 221 horas 

após a picada, as formas de Leishmania já estão presentes no intestino médio do inseto 

vetor (LAINSON e SHAW, 1988; ROGERS e BATES, 2007).  

No lúmen intestinal do inseto, ocorre o rompimento destes macrófagos, liberando as 

formas amastigotas que se dividem por divisão binária e se transformam em promastigotas 

procíclicas, dentro da membrana peritrófica. Estas formas se dividem rapidamente, 

fazendo com que a membrana peritrófica se rompa, permitindo que a Leishmania colonize 

o trato digestivo posterior, médio e anterior do flebotomíneo. Após isso, se transformam 

em promastigotas procíclicas que, posteriormente, se diferenciam em promastigotas 

metacíclicas, as formas infectantes do parasito (LAINSON e SHAW, 1988). Em novo 

repasto, as formas promastigotas metacíclicas presentes no trato digestivo anterior, 

probóscida, faringe e esôfago, são transmitidas pelo flebotomíneo a um hospedeiro não 

infectado, através da possível regurgitação do inseto causada pelo bloqueio da válvula 

proventricular, devido ao intenso parasitismo no intestino anterior. No hospedeiro 

vertebrado, as promastigotas metacíclicas são fagocitadas por células do Sistema 

Fagocitário Mononuclear, macrófagos teciduais e granulócitos neutrófilos, onde, dentro do 

vacúolo fagocitário, sofrem diferenciação para formas amastigotas. Este vacúolo 

fagocitário se funde com o lisossomo, formando o fagolisossomo onde as formas 

amastigotas sofrem várias divisões binárias até que, pelo excesso de parasitismo, as 

células se rompem ou realizam exocitose (RITTIG e BOGDAN, 2000), liberando as 

formas amastigotas que podem, assim, parasitar novos macrófagos e serem transmitidas a 

outro flebotomíneo durante nova picada (MURRAY et al., 2005; STUART et al., 2008). 
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 Figura 01. Ciclo biológico do parasita Leishmania. 1- Macrófagos infectados 

podem ser ingeridos por insetos vetores durante o repasto. 2- No intestino do 

inseto vetor as formas amastigotas até promastigotas metaciclicas que migram 

para a porção anterior do intestino e são transmitidas durante a picada do 

inseto. 3- Fagocitose das formas promastigtas que podem infectar outros 

macrófagos. 4- Hospedeiros vertebrados. 5- Hospedeiros invertebrados (inseto 

vetor fêmea do gênero Lutzomya em países do Novo Mundo e do gênero 

Phlebotomo em países do Velho Mundo. 6- Manifestação clínica da 

leishmaniose tegumentar. 7- Manifestação clínica da leishmaniose visceral.  

http://www.who.int/trd/publications/documents/leishmaniasis-life-cycle. 

 

3.1.5. Resposta imunológica à infecção por Leishmania  

O hospedeiro imunocompetente é capaz de ativar as respostas inflamatórias inata e 

adquirida que vão estabelecer o grau de expressão da doença (Figura 02). Primeiramente, 

os macrófagos são ativados a um estado leishmanicida estimulado por uma resposta de 

células T auxiliares do tipo 1 (Th1). Esta resposta envolve um complexo sistema com 

células apresentadoras de antígeno (APCs), células T CD4
+
 e uma grande liberação de 

citocinas pró-inflamatórias, como a interleucina- 2 (IL-2), interferon-gama (IFN-) e fator 

de necrose tumoral-alfa (TNF-). Esta mesma resposta Th1 previne a manifestação da 

doença após um estado latente e o estabelecimento de fase crônica (STOBIE et al., 2000).  
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No sítio da infecção, uma resposta inata complexa inclui múltiplos fatores, como a 

presença de células (neutrófilos, monócitos/macrófagos, células “Natural Killer” (NK) e 

células dendríticas), mecanismos de reconhecimento de receptores (receptores “toll-like”) 

e mecanismos do sistema complemento e liberação de citocinas, em especial a IL-12 que 

auxilia na indução de imunidade mediada por células. Este complexo conjunto de 

mecanismos, em grande parte iniciado por células dendríticas infectadas, tem sua 

continuação com a ativação de células T CD4
+
 e CD8

+
. A migração destas células T 

efetoras para o local da picada se dá, tanto na leishmaniose tegumentar como na visceral, 

com a participação de moléculas de adesão e de quimiocinas. A partir daí, a resposta de 

células T CD4
+
 está associada à produção de IFN- e de outras citocinas como a IL-12, a 

IL-2 e o TNF-. As células T CD8
+
 apresentam papel importante por produzirem IFN- e 

promoverem o maior desenvolvimento de células T CD4
+
, auxiliando no alcance da cura 

da doença (STOBIE et al., 2000; MURRAY et al., 2005).  

Ao longo do desenvolvimento destes vários mecanismos na leishmaniose, são 

produzidas também citocinas reguladoras que agem balanceando a resposta imunológica. 

A IL-4, a IL-10 e a IL-13 são citocinas associadas com a resposta do tipo 2 (Th2), capazes 

de interferir na resposta do tipo 1, inibindo macrófagos e, assim, favorecendo a infecção 

intracelular. A ausência da IL-10 favorece a ativação da resposta do tipo 1, promovendo a 

eliminação do parasito e um sinergismo da resposta imunológica com a quimioterapia em 

infecções agudas (MURRAY et al., 2002).  

No sítio da infecção, há migração de neutrófilos que iniciam a fagocitose dos 

parasitos. Uma vez interiorizados, se inicia um processo de eliminação do parasito pelas 

enzimas proteolíticas e por espécies reativas de oxigênio produzidas no interior dos 

lisossomos que se fundem com os fagossomos formando os fagolisossomos. Neste 

processo, ocorre ainda a produção de IL-8, essencial para a atração de novos neutrófilos. 

Da mesma forma, macrófagos são atraídos ao local da infecção, fagocitam o parasito e 

iniciam a produção de citocinas como TNF-, IL-6, IL-18 e IL-12 e de metabólitos tóxicos 

do oxigênio, como o ânion superóxido, o radical hidroxil e o peróxido de hidrogênio e a 

produção de óxido nítrico. A IL-12 e a IL-18 são citocinas que auxiliam na ativação de 

Th1, principalmente quando atuam em sinergismo. Mecanismos como a explosão 

respiratória (produção de intermediários reativos do oxigênio) e a produção de óxido 

nítrico pela enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) são importantes para a 

eliminação dos parasitos pelos macrófagos (BOGDAN e ROLLINGHOFF, 1998; 
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STAFFORD et al., 2002). Em humanos, o principal mecanismo de eliminação da 

Leishmania por estas células resulta da ação de radicais de oxigênio e de óxido nítrico 

(MOSSALAYI et al., 1999).   

 

 

Figura 02. Respostas imunológicas associadas ao controle ou progressão da 

leishmaniose 

 

As células dendríticas, por sua vez, são potentes células apresentadoras de antígeno 

que induzem uma eficiente ativação de células T e produzem também citocinas como IL-

12, IL-10 e IFN-. A IL-12 produzida tem grande importância no controle de infecções por 

Leishmania (MATTNER et al., 1997a,b). Embora o macrófago também seja capaz de 

produzir IL-12 diante da infecção pelo parasita, as células dendríticas são a principal fonte 

desta citocina e estas células são ainda essenciais para a manutenção de número suficiente 

de células Th1 de memória ou efetoras in vivo para mediar proteção prolongada contra 

Leishmania (STOBIE et al., 2000). 
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3.1.6. Diagnóstico, Tratamento e Prevenção das Leishmanioses  

Diversas são as técnicas sorológicas e parasitológicas que podem auxiliar no 

diagnóstico das Leishmanioses, no entanto, se faz necessário a associação de duas ou mais 

técnicas para assegurar o resultado acurado e preciso (SAMPAIO et al., 2009). 

Na presença de lesões típicas de Leishmaniose Tegumentar, o diagnóstico deve ser 

realizado pelo histórico do paciente, exame dermatológico e pela positividade de pelo 

menos, dois exames diagnósticos específicos. Deve ser realizada pesquisa de amastigotas 

em esfregaço, cultura para Leishmania, exame histopatológico das lesões, identificação de 

Leishmania por reação em cadeia de polimerase (PCR) e anticorpos monoclonais 

(SAMPAIO et al., 2009). Os métodos para detecção de anticorpos circulantes mais 

utilizados no diagnóstico da LT são: imunofluorescência indireta (IFI), imunoenzimáticos 

como ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) e immunoblotting, além de testes de 

aglutinação direta e citometria de fluxo (TANNÚS et al., 2007). 

O diagnóstico da leishmaniose visceral é complexo porque outras doenças como a 

malária, febre tifoide, tuberculose, dentre outras, podem compartilhar suas características 

clínicas e estar presentes juntamente com a LV, havendo uma co-infecção. Além disto, a 

localização do parasito no baço, fígado, medula óssea e linfonodos dificulta o diagnóstico 

parasitológico direto (SINGH et al., 2006). O padrão ouro para o diagnóstico é a 

demonstração do parasito (forma amastigota) em biópsia de tecido, porém, este 

procedimento necessita ser feito por um médico em um ambiente hospitalar e pode 

oferecer riscos ao paciente por ser um método invasivo (SUNDAR e RAI, 2002).  

O diagnóstico molecular possibilita a detecção do DNA do parasito mediante reação 

de PCR usando-se diversas amostras biológicas, tais como sangue e aspirado de medula.  

O diagnóstico sorológico é favorecido pela expressiva resposta imune humoral que 

caracteriza a doença. A reação de imunofluorescência indireta (RIFI) tem sido 

amplamente usada no diagnóstico da LV desde 1964
 
(DUXBURY e SADUN, 1964) e é o 

teste atualmente disponibilizado pelo Sistema Único de Saúde (SUS). São também 

utilizados os métodos imunoenzimáticos que empregam grande variedade de antígenos e o 

teste de aglutinação direta (DAT), um dos testes mais simples e de baixo custo já 

desenvolvidos para o diagnóstico da LV, tendo sido validado em diversas áreas endêmicas 

(ASSIS et al., 2008). 

As opções de tratamento para as leishmanioses são limitadas e estão longe de serem 

satisfatórias. Todos os fármacos disponíveis devem ser administrados durante um longo 
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período de tempo, além de serem potencialmente tóxicos. A droga de primeira escolha no 

Brasil e no Mundo para o tratamento humano é o antimonial pentavalente, na forma de 

antimoniato de N-metilglucamina (Sb5
+
). O principal efeito colateral do Sb5

+
 é decorrente 

da sua ação no aparelho cardiovascular e outras reações adversas também são observadas 

como insuficiência renal aguda, icterícia e pancreatite (BRASIL, 2006). Em nosso país o 

tratamento com Sb5
+
 tem alcançado um bom índice de cura e existem poucos relatos de 

resistência. Entretanto, na Índia vem se observando uma grande resistência dos parasitos 

aos compostos de antimoniais (SINGH et al., 2006). 

Anfotericina B, antibiótico poliênico de reconhecida ação leishmanicida, é a droga 

de segunda escolha, empregada quando não se obtém resposta ao tratamento com 

antimonial ou na impossibilidade de seu uso. Considerada mais eficaz que os antimoniais 

no tratamento das lesões mucosas (GONTIJO e CARVALHO, 2003). 

Anfotericina B lipossomal, trata-se de uma nova formulação em que a anfotericina B 

e incorporada dentro de lipossomas feitos com fosfatidilcolina, colesterol e 

disterolfosfatidilglicerol. Nessa formulação, a droga atinge níveis plasmáticos mais 

elevados que o desoxicolato de anfotericina B (BRASIL, 2006; 2007). 

As pentamidinas são diamidinas aromáticas que vem sendo utilizadas como drogas 

de segunda escolha no tratamento da leishmaniose tegumentar em áreas endêmicas dos 

continentes americano, asiático e africano (BRASIL, 2006; 2007). 

Para conter o avanço da doença, as medidas de controle são imprescindíveis. O 

principal objetivo é interromper a cadeia de transmissão do parasito através de um tripé de 

ações que incluem o diagnóstico precoce e tratamento dos casos humanos, eliminação do 

inseto vetor através de inseticidas piretróides de ação residual e eutanásia de cães que 

apresentam sorologia positiva (TESH, 1995; BRASIL, 2006). Cães domésticos exercem 

importante papel na manutenção do parasito, e os casos de leishmanioses caninas 

precedem a ocorrência de casos humanos. É importante salientar que a infecção em cães 

tem sido mais prevalente do que no homem (CHAGAS et al., 1937; DEANE, 1955; 

ALMEIDA-SILVA, 2002). 

Um fator importante associado a dificuldade de eliminação do reservatório do 

parasito é o impacto social e emocional que a prática da eutanásia de cães soropositivos 

causa em seus donos, que muitas vezes os consideram como parte da família (Dantas-

TORRES, 2006). É comum em áreas endêmicas, a prática terapêutica da Leishmaniose 

canina como rotina nas clínicas veterinárias. Estes tratamentos, quando realizados com 

produtos de uso humano, são proibidos pelo Ministério da Saúde de acordo com a portaria 
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interministerial do Ministério da Saúde (n°1.426, de 11 de julho de 2008), pois colocam 

em risco os programas de controle da doença, expondo a população humana e canina ao 

risco de infecção. Até o momento não existe no mercado esquema terapêutico que seja 

capaz de promover a cura parasitológica em cães. Assim, diferentes estudos demonstram 

que estes animais podem até apresentar melhora clínica, mas o parasitismo na pele persiste 

e este cão continua sendo fonte de transmissão do parasito para o flebotomíneo. Além 

disso, é importante mencionar que este tratamento pode também selecionar cepas 

resistentes aos fármacos utilizados para o tratamento humano (NEOGY et al., 1994; NOLI 

e AUXILIA, 2005; SARIDOMICHELAKIS et al., 2005; PASA et al., 2005; 

VOULDOUKIS et al., 2006; BRASIL, 2006).  

Desta forma, a melhor alternativa para combater a crescente expansão da doença 

seria o desenvolvimento de vacinas anti-leishmaniose, tanto no âmbito da saúde humana 

como na saúde veterinária, contribuindo de forma efetiva nos programas de controle do 

Ministério da Saúde.  Até o momento ainda não há uma vacina humana comprovadamente 

eficaz para ser recomendada pelo Ministério da Saúde/Brasil nas campanhas de controle 

nacional (GRADONI, 2001; MAUEL, 2002; COSTA et al., 2011), e somente duas 

vacinas estão licenciadas pelo Ministério de Agricultura, Pecuária e Abastecimento – 

MAPA- para uso em cães domésticos (PALATNIK-DE-SOUSA, 2008; FERNANDES et 

al, 2008). Entretanto, tais vacinas não fazem parte do calendário vacinal obrigatório e 

gratuito e são comercializadas a preços impraticáveis para a maioria da população 

brasileira. 

Embora uma vacina segura e eficaz ainda não tenha sido desenvolvida para atuar em 

programas de controle oficiais das Leishmanioses, muito esforço tem sido despendido 

nesta área e vários candidatos vacinais têm sido extensivamente estudados (LEMESRE et 

al., 2007; ROATT et al., 2012; SINGH e SUNDAR, 2012). Os diferentes imunógenos 

candidatos para o desenvolvimento de vacinas incluem parasitos mortos, frações 

purificadas, antígenos recombinantes de Leishmania, além de DNA codificante de 

antígeno (MELBY, 2002). No modelo canino, diferentes estratégias de vacina contra LV 

têm sido utilizadas. A vacinação com promastigotas mortas ou misturas indefinidas de 

antígenos induzem resposta imune celular e proteção parcial contra a infecção 

(GRADONI, 2001). O ligante de fucose manose (FML) purificado de L. donovani 

(BORJA-CABRERA et al. 2002) e vários diferentes antígenos recombinantes, obtidos de 

proteínas purificadas, também conferem pelo menos proteção parcial contra infecção por 

L. infantum em cães (SALDARRIAGA et al., 2006). 
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3.2. VACINAS DE PROTEÍNAS RECOMBINANTES 

Vacinas de proteínas recombinantes são confeccionadas com proteínas imunogênicas 

do agente patogênico produzidas em sistemas heterólogos. Geralmente são utilizadas 

proteínas que induzem resposta imunológica capaz de proteger o individuo frente à 

exposição subsequente ao agente. Os sistemas heterólogos mais utilizados para a produção 

das proteínas recombinantes são Escherichia coli, levedura, células eucariotas e 

baculovírus (CUNHA-NETO, 1999). 

A primeira etapa na confecção da vacina consiste na identificação da(s) proteína(s) 

imunodominante(s) do agente e o gene que a codifica. Esse gene é então clonado em uma 

molécula circular de DNA (plasmídeo), sob controle de um promotor de procariotas ou 

eucariotas. O plasmídeo contendo o gene de interesse é introduzido nas células hospedeiras 

e, no seu interior o DNA do gene vai ser transcrito e o RNA mensageiro traduzido, 

resultando na produção da proteína de interesse. Essa proteína será então purificada por 

métodos bioquímicos e utilizada como vacina. Esse método é muito útil para a produção 

de grandes quantidades de antígeno (GURUNATHAN et al., 1997; SETH et al., 2006). 

A existência de espécies de parasitos resistentes às drogas e o alto custo dos 

medicamentos disponíveis, uma vez que o controle da doença geralmente inclui extensas 

áreas populacionais e requer a necessidade de repetição do tratamento para que este seja 

efetivo, reforça a necessidade de se desenvolverem novos medicamentos, assim como a 

necessidade de métodos de controle alternativos, em particular a produção de vacinas 

(PENIDO et al., 1999; BERGQUIST, 1998; VERCRUYSSE et al., 2004; REED e 

CAMPOS-NETO, 2003). Vários candidatos a vacinas (proteínas recombinantes) contra 

malária, leishmaniose, doença de Chagas e esquistossomose humanas têm sido também 

testados, criando-se perspectivas a curto/médio prazo de elaboração de vacinas efetivas 

para a prevenção destas parasitoses humanas (KNOX et al., 2001; VERCRUYSSE et al., 

2004; SCHETTERS, 2005; GOOD, 2005; COLER e REED, 2005).  

Nosso grupo de pesquisa vem se empenhando no estudo de proteínas de parasitos 

órtologas a proteínas do hospedeiro, com o intuito de contribuir para o uso no diagnóstico 

sorológico e desenvolvimento de novas vacinas (CARDOSO et al., 2003; FUJIWARA et 

al., 2005; MIRET et al., 2008; GIUNCHETTI et al., 2008,  MENEZES-SOUZA et al., 

2014a,b, 2015a,b; FIUZA et al., 2015). Dentre elas, destaca-se a proteína peroxidoxina 

recombinante de Leishmania braziliensis, utilizada no presente trabalho, e que, conjugada 
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ao adjuvante MPL (Monophosphoryl Lipid A) tem se mostrado um promissor candidato a 

vacina anti-leishmaniose. 

 

3.2.1. Importância dos adjuvantes no desenvolvimento de vacinas 

O termo adjuvante deriva do latim adjuvare, que significa ajudar ou adicionar 

(COUTER & COX, 1997). Os adjuvantes podem ser definidos como substâncias que 

induzem uma resposta imune mais potente. Em 1920, Ramon descreveu o termo adjuvante 

ao observar que cavalos que desenvolveram abscessos no sítio da injeção da difteria 

toxóide produziram títulos mais altos de antitoxinas do que os animais que não 

desenvolveram os abscessos (RAMON, 1924). GLENNY et al. (1926) demonstraram a 

atividade adjuvante de compostos de alumínio utilizando uma vacina da difteria toxóide 

precipitada em alum. Na década de 1930, um potente adjuvante imunológico composto de 

uma emulsão água-óleo mineral contendo micobactérias mortas pelo calor foi 

desenvolvido (FREUND et al., 1937). Este adjuvante foi denominado adjuvante completo 

de Freund. Apesar de altamente eficaz, o adjuvante Completo de Freund é altamente 

reatogênico, não podendo ser utilizado em seres humanos e sendo desaconselhado para 

uso mesmo em animais de laboratório. 

Os adjuvantes podem ser divididos em duas classes de acordo com sua origem. A 

primeira classe abrange os adjuvantes exógenos e a segunda os adjuvantes 

imunoestimulatórios, podendo ser compostos por substâncias químicas, algumas delas 

extraídas de plantas, como a saponina, ou serem derivados de patógenos, como o 

lipopolisacarídeo (LPS) e CpG ODN. O uso destes adjuvantes permite o direcionamento 

da resposta imunológica, com o favorecimento de determinada função imune (SINGH e 

SRIVASTAVA, 2003). 

Adjuvantes imunoestimulatórios podem desempenhar seu papel atuando em nível de 

citocinas, pela ativação de moléculas MHC, de sinais co-estimulatórios ou por sinalizações 

intracelulares. Um representante dessa classe de adjuvantes, o MPL (Monophosphoryl 

Lipid A), é derivado do lipopolissacarídeo (LPS) de bactérias gram-negativas (Salmonella 

minnesota R595). A remoção de um resíduo de fosfato do LPS resulta no MPL, 

diminuindo assim a toxicidade. Estudos recentes demonstraram que o MPL, assim como o 

LPS, medeia a ativação imune pela interação com TLR-4. Em vários estudos pré-clínicos, 

o MPL mostrou ser capaz de induzir a síntese de citocinas do tipo 1 (IL-12, IFN-, etc.) 

que promovem a geração de respostas do tipo Th1. Este adjuvante já foi testado em mais 

de 10.000 indivíduos em combinação com vacinas para câncer (por exemplo, melanoma) e 
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doenças infecciosas (herpes, hepatite B, malária) com poucos efeitos adversos (SINGH e 

O’HAGAN, 2002). O MPL já está licenciado para uso em seres humanos em alguns 

países, compondo a vacina contra a alergia Pollinex Quattro (HOPKINS et al., 2001) e 

fazendo parte de uma vacina contra melanoma no Canadá (Melacine).  

 

3.2.2. Peroxidoxina  

Peroxidoxinas, também conhecidas como peroxirredoxinas ou antioxidantes tiol-

específicos, compreendem uma família de antioxidantes que tem sido recentemente 

descobertas em inúmeros procariotos e eucariotos. A sequência gênica e a função protéica 

das peroxidoxinas são altamente conservadas entre os organismos e podem ser 

classificadas em dois grupos: 1-Cys e 2-Cys. As peroxidoxinas 1-Cys contem um resíduo 

de cisteína conservado na região amino-terminal da proteína, no aminoácido de número 47, 

ao passo que a peroxidoxina 2-Cys apresenta um segundo resíduo de cisteína conservado 

na região carboxila-terminal da proteína, no aminoácido da posição 170 (BARR e 

GEDAMU, 2001). 

Até agora foram descritos como substratos de peroxidoxina o peróxido de 

hidrogênio, hidroperóxidos de alquilo (por exemplo, cumeno e hidroperóxidos de t-butilo), 

e peroxinitrito (ONOO
-
). O mecanismo de ação para a destoxificação destes substratos 

envolve a oxidação do resíduo Cys-47 formando um intermediário de sulfenilo, que reage 

com o grupo tiol da subunidade adjacente oposta (Cys47 para peroxidoxinas 1-Cys e 

Cys170 para peroxidoxinas 2-Cys) formando uma ligação intermolecular de dissulfureto 

(BARR e GEDAMU, 2001; McGONIGLE et al., 1998). 

Os substratos das peroxidoxinas sugerem que elas podem desempenhar papéis-chave 

na defesa contra o estresse oxidativo. Peróxido de hidrogênio (H2O2), hidroperóxidos, e 

ONOO
-
 são subprodutos extremamente reativos da redução molecular de O2 durante o 

metabolismo celular normal e dentro de fagolisossomas durante a explosão respiratória 

(Figura 03). 

Peroxidoxinas foram identificados em várias espécies de Leishmania, incluindo L. 

major, L. chagasi, L. donovani e L. infantum (BARR E GEDAMU, 2001; CASTRO et al., 

2002; FLOHE et al., 2002; LEVICK et al., 1998; WEBB et al., 1998), e vários estudos 

demonstraram que as peroxidoxinas possuem propriedades imunogênicas (CAMPOS-

NETO et al., 2002; COLER et al., 2002; WEBB et al., 1998).  

Atualmente tem-se maximizado esforços para aperfeiçoar uma formulação ideal de 

vacina anti-leishmaniose utilizando a proteína peroxidoxina de Leishmania braziliensis, 
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empregada nesse trabalho. Fundamentados nos riscos teóricos e práticos que uma vacina 

aplicada durante a gestação pode causar no metabolismo materno ou no desenvolvimento 

embrionário, é imprescindível a realização de testes que excluam a capacidade teratogênica 

dessa nova formulação. 

 

 

Figura 03 – Reações Celulares que culminam na produção de intermediários de O2 

altamente reativos. O O2 sofre a redução de um elétron, produzindo o ânion 

superóxido (O2
-
), que pode interagir com o monóxido de nitrogênio (NO


), 

originando peroxinitrito (ONOO
-
). O2

- 
pode dismutar-se espontaneamente ou via 

superóxido desmutase em H2O2.  H2O2 pode reagir com O2
-
, Fe2

+
 ou luz ultravioleta 

originando 

OH, que reage com reagir com lipídios celulares, proteínas, e DNA 

provocando danos. Estudos recentes demonstram que a peroxidoxina neutraliza 

H2O2, ONOO
- 
e 

OH (BARR e GEDAMU, 2001; SZABÓ et al., 2007). 

 

3.3.  TERATOGÊNESE 

Durante muitas décadas a placenta foi considerada como uma barreira protetora e 

intransponível que impedia a atuação de substâncias nocivas ao feto (DALLY, 1998; 

KOREN et al., 1998) e esta idéia só foi derrubada a partir da identificação da síndrome da 
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rubéola congênita em 1941 (WEBSTER, 1998). Outro fato marcante foi o da tragédia da 

talidomida, ocorrida na década de 1960, cujas descobertas científicas representaram um 

marco para o desenvolvimento de novas linhas de pesquisa na ciência da teratologia 

(DAMASCENO et al., 2008). A partir de então o interesse pelo conhecimento, 

investigação e detecção de agentes teratogênicos aos quais mulheres grávidas possam estar 

expostas, tem aumentado progressivamente. 

Agente teratogênico é definido como qualquer substância, organismo, agente físico 

ou estado de deficiência que, estando presente durante a vida embrionária ou fetal, produz 

alteração na estrutura ou função da descendência (SHEPARD, 1995; HANSEN et al., 

2002; WANNMACHER, 2004). Para HANSEN et al. (2002), são considerados 

teratogênicos: (1) agentes que tenham exposição danosa documentada em um determinado 

período do desenvolvimento pré-natal; (2) substâncias cujos efeitos teratogênicos tenham 

sido claramente demonstrados através de dados estatisticamente significantes em dois ou 

mais estudos epidemiológicos; e (3) drogas que, mesmo em rara exposição ambiental, 

estejam associadas com ocorrência de defeitos congênitos, contanto que exista uma 

cuidadosa descrição de casos clínicos. 

A ação de um agente teratogênico na reprodução é variada. Eles podem provocar 

aborto, malformações, retardo do crescimento intra-uterino ou deficiência mental. Sua ação 

depende de fatores como o estágio do desenvolvimento do concepto, a relação dose-efeito, 

o genótipo materno-fetal e o mecanismo patogênico específico de cada agente 

(SCHÜLLER-FACCINI e SCHVARTZMAN, 2001; SCHÜLLER-FACCINI, 2002). 

Assim, a avaliação do risco de novas moléculas ou de moléculas suspeitas de causar 

danos reprodutivos à população, baseia-se na importância de estabelecer, com segurança, 

os níveis de exposição permitidos para a espécie humana e/ou para outras espécies animais 

(DAMASCENO et al., 2008). 

 

3.4. IMUNIZAÇÃO E GESTAÇÃO 

A proteção da mulher grávida, prevenindo-a de doenças e complicações da gravidez, 

e a proteção do feto, recém-nascido e/ou lactente, dotando-o de anticorpos para que possa 

resistir a infecções durante o período de maior vulnerabilidade são os principais objetivos 

da imunização na gravidez (SUCCI e FARHAT, 2008; TAVARES et al., 2011). Porém, 

poucos são os estudos randomizados e controlados que visam aferir a segurança de vacinas 

para uso em animais prenhes ou mulheres gestantes. No caso de humanos, são grandes as 

dificuldades éticas na realização desses estudos, dificultando uma adequada compreensão 
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dos mecanismos imunológicos de resposta às vacinas em grávidas. Muito da experiência 

da utilização de vacinas em gestantes advém do uso inadvertido desses imunobiológicos 

nessas mulheres. Sendo assim, a utilização de modelos animais é importante para o 

entendimento da segurança dessas vacinas (PIMENTEL, 2010). 

ELAHI et al. (2006) demonstraram que a imunização realizada durante a gestação 

em porcas aumentou significativamente os níveis de anticorpos IgG e IgA específicos para 

Bordetella pertussis em soro e colostro materno. Estes anticorpos foram transmitidos 

eficientemente aos seus filhotes, através da analise no fluido do lavado bronco alveolar. 

Também foi observada, após amamentação, uma maior proteção conferida aos seus 

filhotes após desafio intrapulmonar com B. pertussis, demonstrando a importância dos 

anticorpos IgG e IgA passivamente adquiridos pelo colostro contra a bactéria.  

FURUTA et al. (1982) estudaram o comportamento da cinética de anticorpogênese 

em cobaias inoculadas com toxóide diftérico e a dinâmica da imunidade passiva 

naturalmente transmitida aos filhotes. Os autores verificaram que a síntese de antitoxina 

diftérica persiste, em títulos detectáveis, até 36 meses após a vacinação e que os anticorpos 

são transferidos passivamente da mãe vacinada para os filhotes via placenta, perdurando 

em títulos detectáveis até cerca de três meses de idade dos mesmos. 

Foi avaliada a cinética de anticorpos colostrais antitoxina épsilon de Clostridium 

perfringens em cordeiros nascidos de ovelhas vacinadas (30 dias antes do parto) com uma 

dose única da vacina comercial polivalente contra clostridioses, contendo toxóide épsilon. 

Os autores constataram que foi induzida a imunidade passiva em níveis considerados 

protetores (>0,5 UI/mL) aos cordeiros por, no mínimo, 60 dias de idade (COSTA et al,. 

2012). 

É importante salientar que durante o período gestacional, o corpo materno sofre 

diversas alterações endócrinas, físicas, psicológicas e também em seu perfil imunológico 

para se adaptar à presença do feto. O sistema imune materno está em íntimo contato com 

células e tecidos do feto semi-alogênico, que possui 50% de material genético paterno, o 

que o caracteriza como estranho ao organismo materno. Desta forma, mecanismos 

específicos devem agir para modular e moderar o sistema imune materno, impedindo que 

gestantes rejeitem seus fetos (MICHELON et al., 2006). Dentre os fatores envolvidos 

nessa complexa rede imunomodulatória para a tolerância e regulação do desenvolvimento 

fetal e formação da placenta, destacam-se: a influência hormonal sobre o sistema imune 

materno, o reconhecimento das moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade 

paterno (expressas pelo embrião), as citocinas liberadas no meio, o controle da citoxicidade 
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direta das células Natural Killer uterinas e atividade das células T regulatórias. Sendo 

assim, alterações nestes mecanismos podem levar a complicações durante a gravidez 

(HVIID, 2006). 

Uma importante alteração imunológica em gestantes foi apresentada por Wegmann 

et al. (1993). De acordo com esta proposição, citocinas de perfil Th1 exercem efeito 

deletério, induzindo a reação inflamatória e a necrose placentária, podendo assim 

comprometer o desenvolvimento do feto e/ou placenta. Por outro lado, as citocinas Th2 são 

benéficas para a gestação, promovendo a proliferação e diferenciação de células 

trofoblásticas e a placentação, além disso, desempenham um papel protetor sobre a unidade 

feto-placentária inibindo a produção de citocinas do tipo Th1, por um mecanismo de 

feedback. Vários autores associam parcialmente o sucesso gestacional ao desvio do perfil 

de resposta Th1- Th2 (PICCINI et al., 1998; SAITO et al., 1999; MICHIMATA et al., 

2002, SARAFANA et al., 2007; DAHER e MATTAR, 2009). 

Esta intrincada rede de sinalização via citocinas ganha novas dimensões quando, 

associada à gestação ocorre infecções patogênicas ou imunizações que desencadeiam  a 

produção predominante de citocinas do tipo Th1 (IFN-γ, IL-2 e TNF-α), que pode 

comprometer o sucesso da gestação (KRISHNAN et al., 1996). 

A vacinação na gravidez comporta riscos reais, teóricos e hipotéticos, como a 

transmissão do vírus vivo-atenuado para a placenta ou feto, o risco de efeitos reprodutivos, 

reações idiossincrásicas ou imprevisíveis e ineficácia da vacina (TAVARES et al., 2011) 

No Brasil, Ministério da Saúde preconiza que as vacinas que contém componentes vivos 

devem ser evitadas durante a gestação, , enquanto vacinas inativas são seguras e podem ser 

utilizadas (SUCCI e FARHAT, 2006). 

Por se tratar de uma tecnologia atual e com poucas substâncias liberadas para 

utilização em humanos ou animais, a literatura não fornece dados sobre a avaliação da 

segurança de vacinas produzidas com proteínas recombinantes administradas durante o 

período gestacional, assim como informações acerca da transferência passiva da imunidade 

conferida por elas. Considerando as vantagens que o esquema vacinal durante a gestação 

pode proporcionar, é válida a realização de experimentos que visam avaliar a segurança 

desse procedimento (PUIG BARBERA, 2004; BADILA et al., 2007; SUCCI e FARHAT, 

2006). 
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3.4.1. Transferência passiva de imunidade 

A capacidade dos animais de produzir anticorpos é essencial para a defesa dos 

mamíferos quando expostos a microrganismos e/ou substâncias antigênicas A proteção 

transferida da mãe para o filho via placenta, colostro, ou por ambos, recebe a denominação 

de imunidade passiva, atribuída em função da não participação do sistema de defesa do 

neonato (JEFFCOTT, 1972; ARGENZIO, 1984, BAXTER, 2011).  

A permeabilidade da placenta é inversamente proporcional ao número de camadas de 

tecidos interpostas entre a circulação materna e a fetal. Placentas do tipo endotélio-corial 

(humanos, primatas e carnívoros) e hemocorial (roedores) são altamente permeáveis a 

imunoglobulinas e permitem a passagem de anticorpos da mãe para os fetos. Por outro 

lado, placentas do tipo epitélio-corial (eqüídeos) e sindesmo-corial (ruminantes, suídeos) 

são virtualmente impermeáveis à passagem de imunoglobulinas (McCOY et al., 1970; 

SIMPSON, 1972; SMEATON, 1985; PORTER, 1976, HASSELQUIST E NILSSON, 

2012). Sendo assim, humanos, primatas, roedores e carnívoros transferem imunoglobulinas 

através da placenta para o feto. Em espécies como eqüídeos, suídeos e ruminantes, não 

ocorre passagem significativa de anticorpos pela placenta. Em conseqüência, os recém-

nascidos dessas espécies são desprovidos de imunidade ao nascer e são muito dependentes 

da imunidade conferida pelo colostro para sobreviverem (MARÓDI, 2006). 

Em todas as espécies de mamíferos, no final da gestação ocorre uma passagem 

significativa de imunoglobulinas do soro para a glândula mamária. Com isso, ocorre uma 

concentração muito grande de anticorpos no colostro. O colostro é definido como a 

primeira secreção láctea produzida, coletada nos primeiros 2 a 3 dias de lactação ou até 

uma semana após o parto (ISLAM et al., 2006). Tanto o colostro, como o leite materno, 

apresentam em sua composição quantidades adequadas de lipídios, carboidratos e 

proteínas, além de substâncias imunoativas que conferem proteção ao recém-nascido para 

uma ampla gama de doenças infecciosas e não infecciosas (MORCELI et al., 2011).  

Ao ingerirem o colostro, os recém-nascidos recebem imunoglobulinas específicas 

para vários agentes infeciosos para os quais a mãe possui anticorpos. Grande parte das 

imunoglobulinas (IgG, principalmente) são absorvidas no trato gastrointestinal do recém-

nascido (primeiras 24-36 horas) indo para o sangue. Uma parte (IgA e IgM) pode 

permanecer no lúmen intestinal onde confere proteção contra agentes infecciosos nesse 

local (ISLAM et al., 2006) 
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Tanto a imunidade adquirida pela placenta como a colostral são passageiras, duram 

de semanas a alguns meses, que é o tempo de duração dos anticorpos recebidos (ISLAM et 

al., 2006). 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1. OBJETIVOS GERAIS 

Avaliar se o processo de imunização com a proteína recombinante peroxidoxina de 

Leishmania braziliensis, administrada no período gestacional de ratas, pode causar 

prejuízos maternos e fetais e avaliar a transferência passiva para o recém-nascido de 

anticorpos reativod específicos através da passagem transplacentária e do aleitamento 

materno. 

 

4.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Determinar se a vacina administrada durante a prenhez induz alterações na 

performance reprodutiva maternal; 

 Avaliar o desenvolvimento fetal da prole de ratas vacinadas; 

 Determinar possíveis efeitos teratogênicos da vacina através de análises das 

frequências de anomalias fetais; 

 Determinar se a vacina induz a produção de anticorpos IgG específicos nas 

ratas vacinadas; 

 Avaliar se anticorpos específicos são  transferidos passivamente para o recém-

nascido através da passagem transplacentária e do aleitamento materno, 

respectivamente. 

  Avaliar a persistência da produção de anticorpos induzidos pelo processo de 

imunização nos filhotes até a 3º semana de idade. 
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5. METODOLOGIA 

 

5.1. ÉTICA 

O presente trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal (CEPA) 

da Universidade Federal de Mato Grosso – UFMT (Processo N°. 23108.007931/14-0). 

 

5.2. PRODUÇÃO DA PEROXIDOXINA RECOMBINANTE 

Para a realização desse trabalho, a proteína peroxidoxina recombinante foi produzida 

no Laboratório de Imunologia e Genômica de Parasitos (LIGP) /Depto. de 

Parasitologia/ICB/UFMG/Belo Horizonte-MG, pela equipe coordenada pelo Prof. Dr. 

Ricardo Toshio Fujiwara e gentilmente cedidas para o Laboratório de Fisiologia 

Reprodutiva (FisioTox)/UFMT/Barra do Garças, onde foram feitas as imunizações.  

 

5.2.1. Expressão das proteínas recombinantes 

Para indução da expressão das proteínas recombinante, colônias isoladas no sistema 

de clonagem criopreservadas no LIGP/UFMG-BH foram inoculadas em 50 mL de meio de 

cultura 2xYT (Kanamicina 50 µg/mL e Gentamicina 20 µg/mL) e incubadas overnight a 

37°C sob agitação a 200 rpm. Em seguida, as culturas foram inoculadas em Erlemeyer 

contendo 500 mL de meio 2xYT e cultivadas até densidade óptica (DO600) de 0,6-0,8 a 

30°C sob agitação a 200 rpm. Após atingir a DO desejada, a expressão foi induzida com a 

adição de 0,1mM de IPTG (Invitrogen, São Paulo, Brasil) por 24 horas a 12°C sob 

agitação a 200 rpm (COITINHO et al., 2012). Após o período de indução, a cultura foi 

centrifugada por 6000 x g, 30 minutos a 4 
o
C e em seguida armazenada a -80

o
C. Alíquotas 

da cultura imediatamente antes da adição de IPTG, e após o período de indução a 

expressão, foram também congeladas para serem utilizadas como controle de expressão. 

 

5.2.2. Purificação das proteínas recombinantes por cromatografia de afinidade e gel 

filtração 

O pellet contendo a cultura após a etapa de expressão foi ressupendido em 100 mL 

de PBS contendo 30 mM de Imizadol e lisozima 100 µg/mL (Sigma-Aldrich, Saint Louis, 

EUA) e incubado por 30 minutos em gelo. Em seguida, o extrato foi lisado no 

homogeneizador EmulsiFlex-C3 (Avestin, Mannheim, Alemanha) após 5 ciclos de 

homogeneização conforme recomendado pelo fabricante do equipamento. Em seguida a 

amostra foi centrifugada por 8000 x g por 30 minutos a 4 °C, o sobrenadante (fração 
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solúvel) foi coletado e a proteína recombinante foi purificada por cromatografia de 

afinidade no sistema “ÄKTAprime plus” (GE Healthcare, Piscataway, EUA). Nesta etapa a 

fração sobrenadante foi aplicada em uma coluna “HisTrap HP” de 5 mL (GE Healthcare, 

Piscataway, EUA). A coluna foi previamente lavada utilizando 5 vezes o seu volume com 

o tampão A (PBS contendo imidazol 30 mM). A eluição foi realizada através da adição do 

tampão B (PBS contendo imidazol 500 mM). Em seguida, as frações eluídas contendo a 

proteína recombinante foi concentrada na coluna Amicon
®

 ultra 15 Centrifugal Filters 

10,000 NMWL (Millipore, Darmstadt, Alemanha) e melhor purificada na coluna de gel 

filtração Superdex
TM

 200 (GE Healthcare, Piscataway, EUA). Todas as frações obtidas 

foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12.5%. 

 

5.2.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 

As amostras obtidas nas expressões e purificações foram submetidas à separação por 

eletroforese em gel de poliacrilamida, utilizando Bis-acrilamida 40%. O gel de separação 

12,5% foi preparado utilizando Tris-HCl 1,5 M pH 8,8, SDS 0,01%, persulfato de amônio 

0,5% v/v e TEMED 0,05% v/v. O gel de concentração foi preparado de modo semelhante 

ao de separação, mas utilizando o tampão Tris-HCl 1,5 M pH 6,8. As amostras obtidas da 

indução e teste de solubilidade foram adicionadas tampão de amostra (SDS 10%, Tris-HCl 

0,5 mM pH 6,8, azul de Bromofenol 1%, 2-β-mercaptoetanol 5% e glicerol 10%), pré-

aquecidas durante 10 minutos para desnaturação das proteínas e posteriormente aplicadas 

no gel para separação eletroforética. A eletroforese foi realizada utilizando tampão de 

corrida (Tris-HCl 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1% e pH 8,3) sob à voltagem constante 

de 120 V. Após a corrida, os géis foram corados por incubação por 12-16 horas com a 

solução de Coomassie Blue (Coomassie Brilhant Blue G-250 0,25%, metanol 50% e ácido 

acético 10%) e em seguida descorados em solução etanol 30% e ácido acético 10%. 

 

5.2.4. Ensaio de dosagem das proteínas  

As amostras de proteína recombinante purificadas foram dosadas pelo método 

colorimétrico do Ácido Bicinconínico (BCA) utilizando o kit “BCA Protein Assay 

Reagent” (Thermo Scientific, Waltham, EUA) de acordo com recomendações do 

fabricante. 
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5.3 - ANIMAIS 

Foram utilizados ratos (Rattus novergicus) da linhagem Wistar (Figura 04A), em 

idade reprodutiva (em torno de 90 dias de vida). Os animais foram fornecidos pelo biotério 

do Instituto de Ciências Biológicas e da Saúde do Campus Universitário do Araguaia 

(CUA) – UFMT e adaptados no biotério do Laboratório de Fisiologia de Sistemas e 

Toxicologia Reprodutiva (FisioTox) (Figura 04B) durante sete dias. Neste período, eles 

permaneceram em gaiolas coletivas com capacidade máxima de quatro animais (Figura 

04C), sob temperatura controlada (22 ± 5C) e fotoperíodo de 12 horas. Água e ração 

foram oferecidas ad libitum. 

 

 

Figura 04. A: Rattus novergicus da linhagem Wistar. B: Bioério do Laboratório de 

Fisiologia de Sistemas e Toxicologia Reprodutiva (FisioTox). C: Gaiolas coletivas com 

capacidade máxima de quatro animais. 

 

5.4 - ACASALAMENTO 

Após o período de adaptação, iniciou-se a fase de acasalamento. Para o 

acasalamento, as ratas foram distribuídas quatro a quatro em gaiolas de polietileno, com 

cama de maravalha, na presença de um rato macho durante o período noturno (das 18 horas 

às 7 horas). Na manhã subsequente, foi realizado esfregaço vaginal para análise do 

material citológico em microscopia de luz A presença de espermatozoides e as 
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características da fase estro do ciclo estral (Figura 05) confirmaram o diagnóstico de 

prenhez e este é considerado o dia zero de prenhez (VOLPATO et al, 2008). O 

procedimento para acasalamento teve duração máxima de 15 dias para cada animal e foi 

realizado até a obtenção de número amostral.  

As fêmeas prenhes foram mantidas em gaiolas individuais de polipropileno até o 21º 

dia de prenhez.  

 

 

Figura 05. Lamina de esfregaço vaginal com células 

queratinizadas (fase estro do ciclo estral) e 

espermatozóides. 

 

5.5 - GRUPOS EXPERIMENTAIS 

As ratas prenhes foram distribuídas aleatoriamente em três grupos experimentais  

 Controle (n=12 animais): Ratas que receberam injeção subcutânea com 200L de 

solução salina  

 Adjuvante (n=11 animais): Ratas que receberam injeção contendo adjuvante MPL 

(10g de MPL e 200 L solução salina);  

 Vacina (n=11 animais): Ratas que receberam injeção com adjuvante mais a 

proteína peroxidoxina recombinante MPL (10g de MPL, 10 g de proteína e 200 

L solução salina).  
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5.6 –IMUNIZAÇÃO DOS ANIMAIS 

O tratamento foi administrado a ratas prenhes por via subcutânea, na região dorsal 

(Figura 06). Os animais receberam 3 doses da vacina, sendo a primeira dose administrada 

no dia 0 de gestação e as demais em um intervalo de 7 dias entre cada dose (dias 0, 7 e 14 

de gestação).  

 
Figura 06. Imunização por via subcutânea, na região dorsal. 

 

5.7. - DADOS DA PRENHEZ 

5.7.1. Toxicidade aguda das progenitoras 

Durante o tratamento, as ratas foram avaliadas quanto à presença de manifestações de sinais 

de toxidade aguda, tal como: diarréia, piloereção, estresse, tremores, salivação e hemorragia. 

 

5.7.2. Avaliação da performance reprodutiva 

Na manhã do 21º dia de prenhez (das 8 às 10 horas), as ratas foram anestesiadas com 

pentobarbital sódico (Hypnol


) a 3% e, posteriormente, submetidas a dessangramento. Em 

seguida, foi realizada laparotomia com exposição dos cornos uterinos e o número de 

corpos lúteos, implantações, reabsorções e fetos vivos e mortos foram contados. Na 

ausência de pontos de implantações visíveis, os cornos uterinos foram submetidos à 

solução de Salewski (1964). A taxa de perda pré-implantação foi calculada pela seguinte 

fórmula: número de corpos lúteos – número de implantações x 100/ número de corpos 

lúteos. A taxa de perda pós-implantação: número de implantações – número de fetos vivos 

x 100/ número de implantações (DAMASCENO et al., 2008).  
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5.7.3 - Resultados placentários e fetais 

As placentas, livres de membrana e cordão umbilical, foram pesadas em balança 

analítica. A eficiência placentária foi determinada pela relação entre o peso fetal e o peso 

placentário (VOLPATO et al., 2015). Cada feto foi pesado. A classificação dos pesos 

fetais foi realizada de acordo com a média + desvio padrão (DP) dos pesos corporais fetais 

obtidos no grupo controle que definiu três classes diferentes de pesos de recém-nascidos 

(VOLPATO et al., 2011) em: AIP - recém-nascidos de peso adequado para idade 

gestacional: peso corpóreo compreendido entre a média de peso do grupo controle mais ou 

menos 1,0 x desvio-padrão; PIP - recém-nascidos pequenos para idade gestacional: peso 

corpóreo inferior à média de peso do grupo controle menos 1,0 x desvio-padrão; GIP - 

recém-nascidos grandes para idade gestacional: peso corpóreo superior à média do peso de 

grupo controle mais 1,0 x desvio-padrão. 

 

5.7.4 - Teratogenicidade  

5.7.4.1. Análise das anomalias externas  

Depois de pesados, os fetos foram analisados macroscopicamente quanto à 

conformação da caixa craniana, implantação dos olhos, orelhas, fenda labial, membros 

anteriores e posteriores, cauda e presença da perfuração anal com o objetivo de detectar 

anormalidades externas (Figura 07) (DAMASCENO et al, 2008). 

 
Figura 07. Análise de anomalias fetais externas 

 

5.7.4.2. Análise das anomalias viscerais 

Imediatamente após o exame externo, metade dos recém-nascidos de cada ninhada 

foi colocada em solução de Bodian para fixação das estruturas viscerais e descalcificação 
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dos ossos. Completada a fixação, foi utilizado o método de secção seriada proposto por 

Wilson (1965), para observação de anomalias viscerais (Figura 08). 

 

Figura 08. Processamento fetal para análise de anomalias viscerais. 

Cortes seriados de Wilson.  

 

5.7.4.3. Análise das anomalias esqueléticas  

A metade restante dos recém-nascidos de cada ninhada foi colocada em álcool (70%) 

e, após 24 horas, foram eviscerados, diafanizados e corados com alizarina (Figura 09). Para 

análise das anomalias esqueléticas foi utilizado o método de STAPLES & SCHNELL 

(1964). Os centros de ossificação foram contados e analisados usando parâmetros 

propostos por ALIVERTI et al. (1979). 

 

5.8. AVALIAÇÃO DA RESPOSTA IMUNE  

5.8.1. Ensaio Imunoenzimático para detecção de IgG anti-peroxidoxina  

O protocolo para detecção de IgG anti-peroxidoxina foi adaptado de MINOZZO et 

al. (2004). O antígeno (proteína peroxidoxina recombinante) foi diluído em tampão 

carbonato-bicarbonato, pH 9,6, até as concentrações de 0,25, 0,5 e 1,0 μg.mL
-1

, que foram 

testadas na padronização. Foram adicionados 100 μL de solução antigênica por poço de 

placas de microtitulação (NUNC
®

 Maxisorp-Demarck) e a placa foi incubada overnight a 

4-8 ºC. O excesso de antígeno foi removido por duas lavagens com tampão fosfato salino 

(0,01 M) acrescido de 0,05% (v/v) Tween-20
®
, pH 7,4 (PBST). O bloqueio dos poços foi 

realizado com 300 μL de uma solução de 2% de albumina de soro bovino, por uma hora, a 

37 ºC. 
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Figura 09. Processamento fetal para análise de anomalias esqueléticas. 

 

Para determinar uma diluição ideal de soro, após a aspiração da solução de bloqueio, 

volume de 100 μL de várias diluições (de 1:50 a 1: 3.276.800) de soro em PBST  foi 

analisado em duplicata. Os soros foram incubados a 37ºC por uma hora, e posteriormente 

foi adicionado o anticorpo secundário. O conjugado utilizado consistia em anticorpos 

contra IgG de rato marcados com a enzima peroxidase (SIGMA) . Optou-se por testar as 

diluições de 1:1000, 1:2000 e 1:500, em um volume total de 100 μL por poço. A placa foi 

incubada a 37 ºC por uma hora e procedidas mais três lavagens com PBST. 

O OPD (orto-fenileno-diamina, SIGMA P6787) foi utilizado como substrato e o 

peróxido de hidrogênio, como catalizador, tendo o tampão citrato, pH 5,0 como veículo. 

Após adição de 100μL desta mistura por poço, a placa foi incubada em temperatura 

ambiente, por 20 minutos, ao abrigo de luz. A reação foi interrompida pela adição de 50 μL 

por poço de uma solução de ácido sulfúrico a 5%. Os valores de absorbância foram obtidos 

em leitora (BioRad-Model 550) com filtro de 450 nm. 

Após as análises dos resultados, optou-se como diluições de trabalho de soro 1:100, 

de antígeno 0,5 μg.mL
-1

 e do anticorpo secundário de 0,025 μg.mL
-1

. O ponto de corte da 

reação entre soros reagentes e não reagentes, foi determinado pela média aritmética dos 

valores de absorbância das amostras de soros controle negativo acrescido de três desvios 

padrão da média. A titulação de IgG anti-peroxidoxina foi realizada a fim de se obter a 

quantidade relativa de anticorpos presentes no soro dos animais imunizados. 
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5.8.2. Avaliação da Imunização transplacentária 

Para a avaliação da concentração de anticorpos IgG específicos, amostras de sangue 

foram coletadas ao nascimento. Após a coagulação do sangue, alíquotas de soro foram 

obtidas por centrifugação e armazenadas em freezer a -80 °C até o momento do uso.  

O perfil da resposta humoral nos animais vacinados foi avaliado através da produção 

de anticorpos IgG específicos às proteínas recombinantes. O material foi submetido ao 

teste de ELISA conforme padronizado e descrito no item 5.8.1, para determinação dos 

níveis de anticorpos nos diferentes grupos.  

 

5.8.3. Avaliação da Imunização pelo leite materno 

Para avaliação da imunização adquirida pelo leite materno, algumas ratas tiveram 

seus filhotes (geração F1) por parto vaginal. De acordo com a origem materna, a geração F1 

foi classificada em:  

 Grupo F1 controle - Mãe controle (n=10) – constituído de recém-nascidos 

provenientes de ratas controle (injeção com salina). 

 Grupo F1 vacina - Mãe vacina (n=10) - constituído de recém-nascidos 

provenientes de ratas vacinadas (injeção com adjuvante mais proteína 

recombinante). 

 Grupo F1 vacina - Mãe controle (n=10) - constituído de recém-nascidos 

provenientes de ratas vacinadas (injeção com adjuvante mais proteína 

recombinante), mas amamentadas por ratas controle (injeção com salina). 

 Grupo F1 controle - Mãe vacina (n=10) - constituído de recém-nascidos 

provenientes de ratas controle (injeção com salina), mas amamentadas por ratas 

vacinadas (injeção com adjuvante mais proteína recombinante).  

No 21º dia de lactação, mães e filhotes foram anestesiados com pentobarbital sódico 

(Hypnol


) a 3% e, posteriormente, submetidos a dessangramento para obtenção de sangue 

para testes de imunização, como descrito anteriormente. As taxas de transferência passiva 

de anticorpos IgG anti-peroxidoxina via placenta e aleitamento foram expressas em 

porcentagem definidas como a razão entre os níveis de IgG no soro fetal e níveis de IgG no 

soro materno multiplicados por 100 (QUINELLO  et al, 2010). 
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5.9. - ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Foi realizada ANOVA seguida pelo Teste de Student-Newman-Keuls para 

comparação dos valores médios entre os grupos experimentais. Para valores médios entre 

duas variáveis foi utilizado Teste t de Student. Para análise estatística das proporções, foi 

utilizado Teste Exato de Fisher. Foi considerado o limite mínimo de significância de 95% 

(p<0,05). 
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6. RESULTADOS 

 

6.1. EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DA PROTEÍNA PEROXIDOXINA RECOMBINANTE 

A purificação da proteína recombinante peroxidoxina, de 25,3 kDa, foi feita a partir 

de bactérias E. coli BL-21(DE3) transformadas com o plasmídeo pET28a-TEV. A 

purificação foi realizada no Laboratório de Imunologia e Genômica de Parasitos do 

Departamento de Parasitologia/ICB/UFMG. Apos a purificação, para confirmar o tamanho 

da proteína e detectar sua presença, a proteína foi separada por SDS-PAGE em gel de 

poliacrilamida de 12,5% e, posteriormente, corado pela com solução de Coomassie Blue 

(Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Expressão e purificação da proteína peroxidoxina recombinante, separada por 

eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% corado com Coomassie Blue. (A) Padrão de 

peso molecular (B) lisado de cultura antes e depois (C) da indução com IPTG e purificação 

da proteína peroxidoxina recombinante (peso: 25,3 kDa) (D) por filtração em gel. 
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6.2. DADOS MATERNOS 

A Figura 11 apresenta as taxas de perdas embrionárias antes a após o processo de 

implantação. Os animais do grupo vacina apresentaram aumento estatísitcamente 

significativo da perda pós-implantação em relação aos grupos controle e adjuvante. 

 

 

 
Figura 11. Porcentagem de perdas pré- e pós-implantação de ratas que receberam salina 

(Controle), MPL (Adjuvante) ou Vacina durante a prenhez. 

*p<0,05 – diferença significativa em relação ao grupo controle (Teste exato de Fisher). 

#p<0,05 – diferença significativa em relação ao grupo adjuvante (Teste exato de Fisher). 
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6.3. DADOS FETAIS 

6.3.1. Resultados placentários e fetais 

O tratamento com o adjuvante ou com a vacina não alterou o peso fetal e sua 

classificação. O peso e a eficiência placentária também não diferiram estatisticamente em 

comparação com o grupo controle (Tabela I). 

 

Tabela I. Dados dos pesos dos fetos e placentas de ratas que receberam salina (Controle), 

MPL (Adjuvante) ou Vacina durante a prenhez. 

 
Grupos 

Controle Adjuvante Vacina 

Peso fetal (g)
a
 5,06  0,50 5,04  0,56 5,18  0,51 

Fetos PIP (%)
b
 14,32 13,81 11,53 

Fetos AIP (%)
b
 74,30 75,69 70,54 

Fetos GIP (%)
b
 11,38 10,30 17,93 

Peso placentário (g)
a
  0,50  0,08 0,49  0,07 0,50  0,07 

Eficiência placentária
a
 10,47  1,90 10,41  1,65 10,47  1,74 

Dados mostrados como média ± desvio-padrão e proporções (%). AIP - recém-nascidos de peso 

adequado para idade gestacional; PIP - recém-nascidos pequenos para idade gestacional; GIP - 

recém-nascidos grandes para idade gestacional. 

p>0,05 – sem diferença estatisticamente significativa (
a
ANOVA seguido de teste de Student-

Newman-Keuls; 
b
Teste Exato de Fisher). 

 

 

6.3.2. Centros de ossificação fetais 

A Tabela II mostra os centros de ossificação dos fetos. O número de ossos 

encontrados nos centros de ossificação específicos foi estatisticamente semelhante entre 

todos os grupos experimentais. O mesmo foi observado na contagem total dos centros de 

ossificação. 
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Tabela II. Médias e respectivos desvios-padrão dos centros de ossificação de fetos de ratas 

que receberam salina (Controle), MPL (Adjuvante) ou Vacina durante a prenhez. 

 
Grupos 

Controle Adjuvante Vacina 

Falanges anteriores 3,46  0,45 3,19  1,01 3,13  0,61 

Metacarpos 3,87  0,45 4,00  0,00 4,00  0,00 

Falanges posteriores 1,16  1,14 0,63  0,71 0,84  0,95 

Metatarsos 4,93  0,09 4,82  0,30 4,91  0,14 

Vertebra caudal  3,73  1,30 3,47  0,61 3,87  0,90 

Esternébrios 5,99  0,04 5,98  0,05 5,97  0,06 

Total 23,14  2,63 22,09  2,11 23,01  2,28 

p>0,05 – sem diferença estatisticamente significativa (Anova seguida do teste de Student-Newman-

Keuls). 

 

6.3.3. Incidencia de anomalias fetais 

A análise da incidência de anomalias externas, esqueléticas e viscerais foi realizada 

em 397 fetos. Conforme demonstrado na Tabela III, a frequência de fetos com alterações 

morfológicas externas não diferiu entre os grupos experimentais (p>0,05). Foram 

observadas alterações em anomalias especificas, no qual houve aumento significativo na 

ossificação incompleta do esternébrio (Figura 12A) dos fetos do grupo adjuvante e 

diminuição na frequência de esternébrios assimátricos. No entanto, não foi observado 

alteração em relação ao número total de anomalias esqueléticas (Figura 12B). A análise das 

anomalias viscerais evidenciou que ratas vacinadas apresentaram aumento significativo de 

recém-nascidos afetados. Neste grupo houve aumento do total de anomalias viscerais 

devido ao aumento significativo de hidronefrose (Figura 12C). 
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Tabela III. Frequência de anomalias em fetos de ratas que receberam salina (Controle), 

MPL (Adjuvante) ou Vacina durante a prenhez. 

Variáveis 
Grupos 

Controle Adjuvante Vacina 

Anomalias Externas    

Número de fetos examinados (ninhada) 140 (13) 136 (11) 121 (11) 

Número total de fetos (%) com alteração 0 (0,0%) 3 (2,2%) 0 (0,0%) 

Média % fetos com alteração por 

ninhada (média  DP) 
0,0 ± 0,0 2,3 ± 5,7 0,0 ± 0,0 

Gastrosquise 0 (0,0%) 2 (1,4%) 0 (0,0%) 

Hipoplasia caudal 0 (0,0%) 1 (0,7%) 0 (0,0%) 

    

Anomalias Esqueléticas    

Número de fetos examinados (ninhada) 76 (13) 72 (11) 66 (11) 

Número total de fetos (%) com alteração 33 (43,4%) 33 (45,8%) 27 (40,9%) 

Média % fetos com alteração por 

ninhada (média  DP) 

46,4 ± 29,7 46,8 ± 21,1 39,1± 29,8 

Ossificação incompleta do crânio 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2 (3,0%) 

Ossificação incompleta dos centros vert. 1 (1,3%) 5 (6,9%) 1 (1,5%) 

Centros vertebrais assimétricos 1 (1,3%) 2 (2,8%) 4 (6,1%) 

Centros vertebrais bipartidos 0 (0,0%) 1 (1,4%) 0 (0,0%) 

Costelas supranumerárias 10 (13,1%) 6 (8,3%) 11 (16,7%) 

Costela em onda 1 (1,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 

Agenesia de esternébrio 1 (1,3%) 1 (1,4%) 2(3,0%) 

Esternébrio com ossificação incompleta 8 (10,5%) 19 (26,4%)
* 

8 (12,1%)
 

Esternébrio bipartido 4 (5,3%) 2 (2,8%) 5 (7,6%) 

Esternébrio assimétrico 31 (43,0%) 24 (33,3%) 14 (21,2%)
* 

    

Anomalias Viscerais    

Número de fetos examinados (ninhada) 64 (13) 64 (11) 56 (11) 

Número total de fetos (%) com alteração 21 (32,8%) 25 (39,1%) 32 (57,1%)
*
 

Média % fetos com alteração por 

ninhada (média  DP) 
33,7 ± 24,5 44,7 ± 29.4 55,2 ± 27,6 

Traquéia alargada 1 (1,7%) 0 (0,0%) 1 (1,8%) 
Hidroureter 10 (15,6%) 16 (25,0%) 16 (28,6%) 

Úreter sinuoso 5 (7,8%) 1 (1,7%) 4 (7,1%) 
Cálice alargado 2 (3,1%) 5 (7,8%) 2 (3,6%) 

Hidronefrose 4 (6,2%) 3 (4,7%) 11 (19,6%)
*#

 

Ectopia renal 1 (1,7%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 

*p<0,05 – diferença significativa em relação ao grupo controle (Teste exato de Fisher). 

#p<0,05 – diferença significativa em relação ao grupo adjuvante (Teste exato de Fisher). 
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Figura 12. A: Ossificação incompleta do esternébrio (seta). B: Esternébrios assimétricos 

(setas). C: Cálice renal dilatado (seta), uma das alterações necessárias para constatação de 

hidronefrose.  
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6.4. DADOS IMUNOLÓGICOS 

6.4.1. Detecção de anticorpos IgG maternos reativos a peroxidoxina 

Os valores da absorbância de IgG, obtidos em amostras de soro materno diluídas de 

1:100, estão representadas na Figura 13. O ponto de corte (cut off) foi determinado e os 

animais que apresentaram absorbância acima de 0,190 nm foram considerados imunizados. 

O grupo vacina apresentou aumento significativo nos níveis de IgG em relação aos demais 

grupos. 

 

 

Figura 13. Detecção de IgG anti-peroxidoxina em ratas que receberam salina (Controle), 

MPL (Adjuvante) ou Vacina durante a prenhez. 

*p<0,05 – diferença significativa em relação ao grupo controle (Anova seguida do teste de 

Student-Newman-Keuls). 

#p<0,05 – diferença significativa em relação ao grupo adjuvante (Anova seguida do teste de 

Student-Newman-Keuls). 
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6.4.2. Persistência dos níveis de IgG anti-peroxidoxina maternos 

Na Figura 14 estão comparados os níveis de anticorpo IgG anti-peroxidoxina 

maternos no dia 0 dia de lactação (21 º dia de gestação) que corresponde a 7 dias após 

último reforço e no 21º dia de lactação (dia do desmame) que corresponde a 28 dias após 

último reforço. Não houve alteração nos níveis de anticorpos neste período entre os grupos 

vacinados, que apresentaram níveis de IgG superiores ao grupo não vacinado em ambos os 

momentos.  

 

 

Figura 14. Detecção de IgG anti-peroxidoxina em ratas que receberam salina (Controle), 

MPL (Adjuvante) ou Vacina nos dias 0 e 21 de lactação. 

*p<0,05 – diferença significativa em relação ao grupo controle (Anova seguida do teste de 

Student-Newman-Keuls). 
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6.4.3. Transferência de imunidade via placenta 

A Figura 15 compara os níveis de IgG anti-peroxidoxina no soro (diluição 1:100) 

materno (21º dia de prenhez) e de seus respectivos fetos (dia 0 de nascimento). Os valores 

da densidade óptica de IgG anti-peroxidoxina foram estatisiticamente superiores nas mães 

e nos fetos do grupo vacina em relação ao grupo controle e adjuvante.  

 

 

Figura 15. Detecção de IgG anti-peroxidoxina materna e fetal de ratas que receberam 

salina (Controle), MPL (Adjuvante) ou Vacina  durante a prenhez. 

*p<0,05 – diferença significativa em relação ao grupo controle (Anova seguida do teste de 

Student-Newman-Keuls). 

#p<0,05 – diferença significativa em relação ao grupo adjuvante (Anova seguida do teste de 

Student-Newman-Keuls). 

  



49 
 

6.4.4. Transferência de imunidade via aleitamento 

A Figura 16 apresenta os níveis de IgG anti-peroxidoxina no momento do desmame 

(21º dia de lactação) nos soros de mães e filhotes. Nenhum dos grupos apresentou 

diferença siginificativa nos níveis de IgG anti-peroxidoxina entre mãe e filhote. O grupos 

F1vacina-Mãe vacina e F1controle-Mãe vacina apresentaram aumento nos valores nos 

níveis de IgG anti-peroxidoxina materno e fetal comparados aos grupos F1controle-Mãe 

controle e F1vacina-Mãe controle. Os níveis de IgG anti-peroxidoxina fetal no grupo 

F1vacina-Mãe controle aumentou em relação ao grupo F1controle-Mãe controle. Houve 

diminuição nos níveis de IgG no F1controle-Mãe vacina comparado ao F1vacina-Mãe 

vacina. 

 

 

Figura 16. Médias e desvios-padrão da quantificação de IgG anti-peroxidoxina materna e 

fetal no dia 21 de lactação de ratas que receberam salina (Controle) ou MPL + 

peroxidoxina recombinante (Vacina) durante a prenhez. 

a,b,c,d
p<0,05 – letras diferentes diferem significativamente entre os grupos (Anova seguida do teste 

de Student-Newman-Keuls). 
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6.4.5. Índice de Transferência de Imunidade 

A Figura 17 ilustra as taxas de transferência passiva de anticorpos IgG anti-

peroxidoxina via placenta e aleitamento. Os resultados sugerem que a transferência de 

imunidade foi semelhante nas duas vias. 

 

 

Figura 17. Porcentagem da taxa de transferência passiva de anticorpos IgG anti-

peroxidoxina via placenta e leite de ratas que receberam vacina durante a prenhez. 

p>0,05 – Teste Exato de Fisher. 
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6.4.6 Titulação de IgG 

 

A Figura 18 apresenta os valores de absorbância de IgG anti-peroxidoxina dos soros 

de animais imunizados em função da diluição dos soros, quando a placa foi sensibilizada 

com solução antígeno a 5 µg.ml
-1

 e o conjugado anti-IgG foi diluído 1:2000. O soro foi 

considerado positivo até a diluição de 1:819.200. 

 

 

Figura 18. Titulação de IgG anti-peroxidoxina de ratas que receberam vacina durante a 

prenhez e em seus filhotes. 
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7. DISCUSSÃO 

 

As leishmanioses representam um grave problema de saúde pública, sendo 

consideradas pela Organização Mundial de Saúde, em conjunto, como uma das seis mais 

importantes doenças tropicais de países em desenvolvimento (WHO, 2004; DESJEUX, 

2004; ALVAR et al., 2012). O controle da doença no Brasil se faz principalmente por meio 

do controle das populações do inseto vetor e da eliminação dos reservatórios da doença, 

representado pelos cães infectados. Entretanto, há uma grande falha no controle da doença 

em função da ausência de uma vacina eficaz e de testes diagnósticos acurados 

(ASHFORD, 2000; DESJEUX, 2004; CHAPPUIS et al., 2007; BOELAERT et al., 2007). 

Nesse contexto, o grupo de pesquisa liderado pelo Prof. Dr. Ricardo Fujiwara (UFMG), 

utilizando metodologias de mineração de dados na área de imunogenômica, vem 

selecionando epítopos conservados entre as espécies de Leishmania, e divergentes nos 

ortólogos presentes nos hospedeiros Homo sapiens e Canis familiaris, com o intuito de 

desenvolver vacinas e testes de diagnóstico para múltiplas leishmanioses (MENEZES- 

SOUZA et al., 2014a,b; 2015a,b). Dentre as vacinas, destaca-se a peroxidoxina de 

Leishmania V. braziliensis, que, associada ao adjuvante MPL, foi empregada nesse 

trabalho. 

A peroxidoxina é uma proteína com função antioxidante, particularmente relevante 

para Leishmania, já que estas invadem e se proliferam no interior de fagolisossomas de 

fagócitos, local com alta expressão de espécies reativas de oxigênio (ROS). ROS são 

mediadores que reagem prontamente com diversos tipos de moléculas, como proteínas, 

DNA e lipídios, e têm sido implicados numa grande variedade de processo celulares, tais 

como transdução de sinal, homeostase do sistema redox, apoptose, envelhecimento celular, 

progressão de tumores e mecanismos de resposta efetora contra patógenos (HARDER et 

al., 2006). 

Devido as peroxidoxinas serem altamente conservadas em Leishmania sp, associado 

ao fato da prevalência de mais de uma espécie de Leishmania em áreas endêmicas, o uso 

dessa proteína como antígeno vacinal poderia gerar uma imunidade protetora contra 

espécies responsáveis pelas formas cutâneas e visceral da leishmaniose. Trabalhos 

anteriores tem descrito antigenicidade contra peroxirredoxinas de espécies de Leishmania, 

tanto em infecções em humanos como em cães (COSTA et al., 2011; SANTAREM et al., 

2010; TODOLI et al., 2009). 
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No Brasil, principalmente em áreas urbanas e periurbanas, o aparecimento de 

leishmanioses entre gestantes começa a tornar-se mais freqüente (MORAES et al., 1995; 

VIANA et al., 2001; SILVEIRA et al., 2003; CALDAS et al., 2003; VIEIRA et al., 2007; 

FIGUEIRÓ-FILHO et al., 2008). É de consenso desses autores que durante a gestação, as 

manifestações clínicas, tanto da LV quanto da LT, são mais graves e acentuadas e elevam 

as taxas de morbimortalidade materna e fetal. Ainda existe discussão quanto à toxicidade 

das drogas utilizadas para o tratamento das leishmanioses durante a gestação, e os 

medicamentos disponíveis não são considerados seguros para o uso durante a gravidez 

(FIGUEIRÓ-FILHO et al., 2008).  

A administração de vacinas no período gestacional poderia ser uma intervenção com 

grande potencial na prevenção de doenças. Na mãe seria eficaz por proteger a gestante e, 

na criança, por receber anticorpos maternos num momento em que não poderia responder 

adequadamente aos estímulos vacinais. Portanto, a estratégia de vacinar as gestantes, 

principalmente em países pobres, poderia prevenir doenças em lactentes menores de 3 

meses (TAVARES et al., 2011). 

Para avaliação e diagnóstico da toxicidade sistêmica deve-se levar em consideração a 

diminuição da massa corporal dos animais, alteração no desenvolvimento ponderal, no 

consumo de água e ração, assim como o aparecimento de alterações comportamentais e 

físicas, como apatia, movimentos estereotipados, prostração, pelos arrepiados, além de 

alterações na massa relativa dos órgãos (MANSON e KANG, 1994; CHAHOUD et al., 

1999; MELLO, 2001; DAMASCENO et al., 2002a). Seguindo o mesmo protocolo 

experimental deste estudo, MORAES-SOUZA (2015) não observou alterações nos 

parâmetros ou  qualquer sinal clínico de toxicidade sistêmica.  

A toxicidade reprodutiva pode ocorrer devido a qualquer interferência causada por 

alguma substância nas capacidades reprodutivas de machos e fêmeas, incluindo o período 

pré-natal e pós-natal (NEUBERT et al., 1992). Dependendo do período de gestação nos 

quais os agentes entram em contato com o organismo materno, essa exposição pode 

resultar em diferentes respostas que variam desde um efeito anti-implantação, alterações 

funcionais ou morfológicas, retardo geral de desenvolvimento, incidência de malformações  

até letalidade (DAMASCENO et al., 2008b). Todos os animais do presente trabalho 

apresentaram prenhez a termo, e este resultado demostra que a vacina não apresentou dose 

letal para as fêmeas prenhes.  

Sabe-se que o índice de implantação correlaciona-se com o número de corpos lúteos, 

sendo este um indicador do sucesso da implantação do blastocisto no endométrio (FORD, 
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1982). Dado que existe uma correlação entre o número de corpos lúteos e o número de 

ovulações, é habitual que o primeiro também seja correlacionado com o número de pré-

embriões (ORTIZ, VILLALÓN e CROXATTO, 1979), pois se pressupõe que cada 

ovulação libera um ovócito que pode ser fecundado e viabilizar-se em um pré-embrião. 

Não houve diferença estatística significante entre os grupos em relação ao número de 

corpos lúteos. Este resultado já era esperado, uma vez que adjuvante e vacina foram 

administrados somente no dia 0 de prenhez, ou seja, após a ovulação. Além do número de 

corpos lúteos também não houve diferença significativa entre os grupos em relação ao 

número de implantações, e consequentemente porcentagem de perdas pré-implantação. 

Esses parâmetros são utilizados para verificar o efeito de determinado fator ambiental no 

período de pré-implantação (dia 0 ao 4º da prenhez), ou seja, verificar o efeito anti-

implantação de fatores ambientais (DAMASCENO et al., 2008b).  

Neste estudo observou-se um aumento da porcentagem de perdas pós-implantação no 

grupo vacina em relação aos demais grupos. Dentre os diversos fatores imunológicos que 

levam ao sucesso da gestação está a modulação para a resposta imunológica do tipo T 

helper 2 (Th2) (LIN et al., 1993; MARZI et al., 1996; MICHELON et al., 2006; 

SARAFANA et al., 2007). Como o embrião se comporta no organismo materno como um 

enxerto semi-alogênico, estando vulnerável às teorias de rejeição e intolerância 

imunológica, essa modulação para a resposta do tipo Th2 é essencial. A imunização 

experimental com outros antígenos de Leishmania spp foi capaz de induzir proteção 

associados à resposta imune Th1, caracterizada por altos níveis de IFN-γ, bem como 

reduzida produção de IL-4 e IL-10 em animais imunizados (GHOSH et al, 2001; GHOSH 

et al., 2002; SANTOS et al., 2002; COELHO et al., 2003; COELHO, 2004; MORENO et 

al., 2012.  Isso nos faz supor que o mesmo perfil de resposta Th1 tenha sido estimulada 

pela vacina de peroxidoxina recombinante, o que provavelmente provocou um desvio do 

balanço Th1/Th2 proposto para o sucesso gestacional, e as perdas pós-implantação 

observadas nesse trabalho. 

De acordo com a Organização PanAmericana de Saúde, o uso de substâncias 

exógenas durante a gestação é um dos fatores de risco, tanto ambiental quanto 

comportamental, que pode comprometer o crescimento fetal intra-uterino. KHERA (1985) 

demonstrou que quaisquer alterações no organismo materno podem perturbar o 

desenvolvimento embrionário. CHERNOFF et al. (2008) afirma que toxicidade materna 

pode causar restrição de crescimento intra-uterino (RCIU). O diagnóstico de RCIU ocorre 

através da comparação de fetos considerados saudáveis (vindos de gestação sem patologias 
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conhecidas) com fetos que apresentam algum tipo de alteração ou advindos de gestações 

com algum problema (FESCINA, 2011). Não houve diferença nos pesos fetais entre os 

grupos experimentais, mostrando que a vacina e/ou adjuvante não causaram influência 

sobre esse parâmetro. Da mesma forma, a classificação dos pesos fetais para a idade de 

prenhez (PIP, AIP e GIP) foi semelhante entre os grupos, confirmando que o tratamento 

não causou alteração no peso fetal na dose testada. 

O peso das placentas e a eficiência placentária foram semelhantes entre os grupos 

experimentais. A eficiência placentária é uma medida para confirmar a capacidade 

placentária de garantir as trocas materno-fetais e o suprimento nutricional ao feto em 

desenvolvimento (FOWDEN et al., 2009). O bom funcionamento da placenta, que não foi 

afetada pelo tratamento, contribuiu para o adequado desenvolvimento fetal.  

Além do peso, a avaliação dos centros de ossificação dos fetos é importante para 

determinação do estágio de maturidade fetal ao nascimento. Aliverti et al (1979) 

propuseram o estudo dos centros de ossificação nos fetos de ratas, pois estes seriam os 

pontos mais afetados em fetos imaturos. A análise dos centros de ossificação dos fetos, 

obtidos de ratas tratadas com vacina e/ou adjuvante, mostrou que o tratamento não 

influência na maturidade esquelética fetal. Chahould e Paumgartten (2005) verificaram 

forte correlação entre o peso corporal e grau de ossificação, o que pode ser observado em 

nosso estudo. 

A análise da incidência de anomalias externas, esqueléticas e viscerais foi realizada 

em 397 fetos. Foram observados alguns casos esporádicos de anomalias externas nos 

recém-nascidos, como fetos com gastrosquise e hipoplasia caudal. Como não houve 

diferenças estatísticas no número total das anomalias externas, essas observações foram 

consideradas espontâneas e não relacionados com o tratamento. Também não houve 

alteração na frequência de anomalias esqueléticas, sendo observado somente aumento 

significativo na ossificação incompleta do esternébrio dos fetos do grupo adjuvante e 

diminuição de esternébrios assimétricos nos fetos do grupo vacina. Essas anomalias 

esqueléticas encontradas neste estudo são consideradas como variações (CHAHOUD et al., 

1999). Anomalias classificadas como variações são aquelas que não afetam a 

sobrevivência ou saúde, e podem desaparecer na fase pós-natal. Isto pode incluir um atraso 

no crescimento ou morfogênese. As anomalias classificadas como malformações são as 

que causam mudanças estruturais permanentes, que são susceptíveis de afetar 

negativamente a sobrevivência ou a saúde das espécies sob investigação (CHAHOUD et 

al., 1999.; SOLECKI et al., 2012). Uma vez que não houve alteração no total da frequência 
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de anomalias esqueléticas, essas alterações podem ser consideradas como variações 

transitórias. 

O grupo adjuvante não apresenou alteração na frequência de anomalias viscerais. O 

adjuvante MPL, um derivado não tóxico de lipolissacarídeo (LPS) de Salmonella 

minnesota é considerado um produto seguro e bem tolerado, licenciado em alguns países 

para uso humano (RAVINDRAN et al., 2010). A atividade adjuvante do MPL é atribuída 

principalmente a sua capacidade de interagir com TLR-4 nas APC’s induzindo a cascata de 

citocinas pró-inflamatórias. Vários estudos têm demonstrado a capacidade do MPL de 

ativar monócitos e macrófagos, sendo que através da ativação destas células, antígenos 

vacinais são mais facilmente fagocitados, processados e apresentados (SINGH; 

O’HAGAN, 2002). Varios estudos estabeleceram a segurança e eficácia deste adjuvante 

(AFRIN e ALI, 1997; BALDRICK et al., 2001; BHOWMICK e ALI, 2009). Em nosso 

estudo, como não houveram alterações na performance reprodutiva materna e nos 

parâmetros fetais, podemos inferir que o adjuvante é seguro na gestação. 

Ainda com relação às anomalias viscerais, foi verificado que o grupo vacina 

apresentou aumento na frequência do total de anormalidades viscerais. – A hidronefrose  

foi a anormalidade predominante neste grupo, sendo esta anomalia considerada uma 

malformação (CHAHOUD et al, 1999.; SOLECKI et al 2003). Trata-se da dilatação da 

pelve renal, demonstrando que há um bloqueio ao fluxo da urina ao nível da junção 

pieloureteral ou uretero-vesical (PETERS et al., 2012). A obstrução do trato urinário é 

causa de 9,3% das insuficiências renais agudas no período neonatal (MIKLOVICOVA et 

al., 2008)  

Uma ação perturbadora sobre a proliferação, migração ou diferenciação cellular pode 

induzir uma cascata de efeitos que culminam nas anomalias do desenvolvimento. 

Processos teratogênicos em tecidos embrionários incluem alterações metabólicas e 

sistemas de sinalização (ERIKSSON, 2009), como metabolismo do inositol (HOD et al., 

1990), a via poliol (ERIKSSON et al., 1986), o ácido araquidônico/prostaglandinas 

(PINTER et al., 1986; GOLDMAN & GOTO, 1991) e espécies reativas de oxigênio (ROS) 

(HAGAY et al., 1995, DAMASCENO et al., 2002). Talvez a proteína atue em alguma via 

do desenvolvimento, modificando a atuação dos sinalizadores embriológicos, 

principalmente na formação do sistema renal. Mais estudos são necessários para elucidar 

este achado.  

A principal vantagem da vacina de proteínas recombinantes é que, assim como as 

vacinas atenuadas, ela induz resposta imune celular, tanto de linfócitos T auxiliares, quanto 
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T citotóxicos e a produção de anticorpos (VAN TIENHOVEN et al., 2001; NAGATA et 

al., 2004). Este trabalho mostrou que a vacina utilizada conseguiu estimular a produção de 

anticorpos da classe IgG específicos para proteína peroxidoxina recombinante nos animais 

vacinados. Outros estudos também demonstraram resultados semelhantes, onde antígenos 

protetores induziram altos títulos de IgG (BAYIH et al., 2014; CAMPOS-NETO et al., 

2002; FERNANDES et al., 2014; GURUNATHAN et al., 1997; SKEIKY et al., 2002). 

Há um consenso geral de que as células T e a imunidade mediada por células 

contribuem para a patogênese das diferentes formas de leishmaniose. Embora estudos 

avaliem a resposta humoral tanto na LV como na LT, ainda não está completamente 

esclarecido o papel de anticorpos específicos na imunidade contra Leishmania (TRUJILLO 

et al., 1999; SOUZA et al., 2005). No entanto, entre outras funções, a imunoglobulina G 

(IgG) antigeno-específica é responsável pela opsonização de patógenos, para que 

componentes do sistema imune inato os reconheçam como estranhos (JONES et al., 1998; 

COLMENARES et al., 2002). 

Sabe-se que a Leishmania sp é um parasito intracelular que sobrevive no interior de 

fagócitos, principalmente monócitos, graças a sua capacidade de suprimir a resposta de tais 

células à infecção. Os mecanismos envolvidos na sobrevivência são relacionados à suas 

moléculas de superfície e tem como resultado a inibição da fusão dos fagossomos onde 

sobrevivem aos lisossomos, supressão da síntese de NO, bem como interromper vias de 

sinalização celular para ativação de resposta imunológica (CUNNINGHAM, 2002; WEI et 

al., 1995; DESCOTEAUX e TURCO, 1999; SORENSEN et al., 1994). No entanto, 

quando um parasito fagocitado é incapaz de suprimir as respostas imunes, os fagócitos 

atuarão no reconhecimento do patógeno, na ativação de resposta imunológica adquirida, 

bem como células efetoras na eliminação do parasito. A primeira etapa da fagocitose é o 

reconhecimento dos patógenos por meio de receptores específicos, que podem ser 

receptores de padrão, como os receptores do tipo Toll, ou receptores que reconhecem 

parasitos opsonizados, seja por proteínas do complemento ou por anticorpos. Dentre estes 

receptores estão aqueles que reconhecem cadeias pesadas de IgG, denominados receptores 

Fc, por exemplo o FcRII, também denominado CD32. O CD32 é expresso na superfície 

de monócitos e está relacionado a fagocitose de partículas opsonizadas. (NIMMERJAHN e 

RAVETCH, 2008). Após a fagocitose, ocorre a fusão do fagossomo com o lisossomo, 

dando continuidade à atividade microbicida, por meio de espécies reativas de oxigênio, 

nitrogênio e enzimas proteolíticas (JANEWAY e MEDZHITOV, 2002; SEGAL, 2005; 

SERBINA et al., 2008; TAKEUCHI e AKIRA, 2010). Entretanto, alguns estudos têm 
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indicado que a presença de anticorpos IgG pode ser desfavorável na proteção contra a 

leishmaniose. Quando a superfície de amastigotas de Leishmania está recoberta por 

anticorpos do tipo IgG, o imunocomplexo resultante permite sua ligação aos receptores Fc 

de macrófagos ativados, preferencialmente induzindo a produção de altas quantidades de 

IL-10 (MOSSER e ZHANG, 2008). Caso seja detectado o aumento da expressão de IL-10 

em decorrência deste mecanismo, ele pode indicar o direcionamento da resposta para o tipo 

Th-2. Sendo assim, novos estudos que possam elucidar a participação dos anticorpos 

antigeno-específicos no processo de imunização são necessarios. 

Outra abordagem do projeto foi avaliar se a imunidade conferida pela vacina de 

peroxidoxina recombinante de L. braziliensis administrada durante a prenhez pode ser 

transferida para a prole via placenta ou aleitamento. Observou-se uma eficiente 

transmissão de anticorpos IgG anti-peroxidoxina, tanto pela placenta, quanto pelo 

aleitamento, reveladas pela da taxa de transferencia de anticorpos IgG acima de 100%, nos 

dois casos. Esses dados estão de acordo com o que tem sido relatado para ratos e 

murganhos (GITLIN e GITLIN 1974; ZHIZHEN et al., 2012; YOSHIKAZU HONDA-

OKUBO et al., 2014). Ao contráro de muitos mamíferos de outras espécies, nas quais a 

passagem de imunoglobulinas maternas ao recém-nascido é verificada na fase pós-natal, 

através do colostro, nos ratos, pelo fato desta espécie possuir estrutura placentaria de 

naturezam hemoendotelial, apresentando camadas de pequena espessura, a transmissão de 

imunoglobulinas maternas para o filhote se processa com relativa facilidade. Estrutura 

placentária semelhante é apresentada também pela espécie humana, o mesmo verificando-

se entre outros mamíferos que têm placenta do tipo hemocorial, como nos primatas e 

outros roedores. Esta estrutura permite que os anticorpos, atravessando a barreira 

placentária, atinjam, no sangue fetal, concentrações iguais ou superiores ao do sangue 

materno (FURUTA et al., 1982;  RUCKEBUSCH et al., 1991; SIMISTER e STORY, 

1997). Segundo MUSSI-PINHATA e REGO (2005), o transporte ativo de IgG através da 

placenta inicia-se precocemente e vai aumentando proporcionalmente até o termo 

gestacional, mostrando que a idade gestacional influencia nos níveis de IgG totais do 

cordão umbilical.  

Os níveis de IgG totais detectados nos neonatos a termo, no presente trabalho, foi 

exatamente 20% superior aos níveis maternos. Estes resultados estão de acordo com 

diversos trabalhos na literatura (SALIMONU et al., 1978; CARVALHO et al., 1988; 

NAGAO et al., 1999 e 2001). Entretanto, essa imunidade parece ser breve, visto que, 

recém-nascidos de ratas vacinadas, que receberam anticorpos anti-peroxidoxina via 
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placentária, quando amamentados por ratas controle, já não apresentavam mais anticorpos 

detectáveis no 21º dia de nascimento. Estes dados estão de acordo com outros trabalhos 

descritos na literatura (ZHIZHEN et al., 2012; YOSHIKAZU HONDA-OKUBO et al., 

2014). 

Por outro lado, os filhotes que foram amamentados por suas mães biológicas 

(vacinadas), mantiveram anticorpos detectáveis no 21º dia de vida. Em roedores, o leite 

materno é uma importante via de transferência passiva de imunidade, com predominância 

de IgG em relação à IgA (GHETIE e WAARD, 1997). Os anticorpos presentes no leite são 

transferidos à circulação do neonato através dos receptores FcRn expressos pelas células 

do epitélio intestinal (GHETIE e WAARD, 1997). Nesse trabalho não foi mensurado os 

níveis de anticorpos IgG anti-peroxidoxina nos filhotes após o desmame, mas segundo 

ZHIZHEN et al. (2012), assim como os anticorpos transferidos via placentária, anticorpos 

adquiridos através do leite materno também declinam rapidamente. 
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8. CONCLUSÕES 

 

Baseados nos resultados deste trabalho é possível concluir que a vacina composta pela 

peroxidoxina recombinante de Leishmania braziliensis é potencialmente imunogênica 

quando administrada no período gestacional, sendo a imunidade materna efetivamente 

transferida para a prole, tanto por via placentária, quanto pelo aleitamento materno. No 

entanto, a composição vacinal aumentou as taxas de perdas embrionárias pós-implantação, 

além de aumentar a frequência de anomalias viscerais, mostrando que sua utilização 

durante a gestação exige cuidado e maiores estudos. 
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

1.  Avaliar as repercussões fetais da vacina de peroxidoxina recombinante 

administrada durante a prenhez de animais infectados por Leishmania 

braziliensis, para verificar se os potenciais benefícios superam os riscos; 

2. Avaliar o perfil de resposta (Th1/Th2) induzido pela vacina; 

3. Verificar se a transferência de imunidade é consequência da transferência de 

anticorpos ou antígenos; 

4. Avaliar o efeito de outras vacinas administradas durante o período gestacional. 
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Anexo: Certificado de aprovação do projeto pelo Comitê de Ética no Uso de 

Animais (CEUA-UFMT) 
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