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Resumo 

 

A leishmaniose visceral é uma doença causada por protozoários intracelulares 

obrigatórios do gênero Leishmania (Ross, 1903), que são encontrados em países do Velho 

Mundo e nas Américas. É uma doença grave e que pode levar à morte, se não tratada. A 

aquisição de imunidade após a cura da infecção causada por L. major culmina na proteção contra 

a re-infecção pelo parasito, indicando a possibilidade do desenvolvimento de uma vacina contra 

a doença. Neste trabalho, a imunização com proteínas ribossomais de Leishmania (LRPs), 

isoladas da espécie L. infantum, associadas ao adjuvante saponina, foi capaz de induzir uma 

resposta imune celular do tipo Th1, observada pela produção elevada de IFN-γ, IL-12p70, GM-

CSF e de anticorpos do isotipo IgG2a, específicos às LRPs. Observou-se que essa resposta 

imune foi capaz de induzir proteção nos animais contra a infecção com L. chagasi, verificada 

pela redução significativa da carga parasitária no baço e fígado dos animais imunizados, quando 

comparados aos grupos controle (salina e saponina). A proteção foi relacionada com a produção 

elevada de IFN-γ, IL-12p70 e GM-CSF e à baixa produção de IL-4 e IL-10, sendo a produção de 

IFN-γ dependente de IL-12 e proveniente principalmente de linfócitos T CD4+ , CD8+ e células 

natural killer. Portanto, as LRPs, como proteínas altamente conservadas entre as diferentes 

espécies de Leishmania sp., podem se constituir em candidatas para compor uma vacina pan-

Leishmania.  

 

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, proteínas ribossomais de Leishmania, resposta imune 

celular, vacina 

 

 



Abstract 

 

Visceral leishmaniasis is a disease caused by obligate intracellular protozoa of the Leishmania 

(Ross, 1903) genus, which are found in countries of the Old World and in the Americas. It is a 

severe disease and can lead to death if not treated. The acquisition of immunity after cure of 

infection caused by L. major culminates in protection against re-infection by the parasite, 

indicating the possibility of developing a vaccine against the disease. In this study, immunization 

with Leishmania ribosomal proteins (LRPS), isolated from the species L. infantum, associated 

with the saponin adjuvant was able to induce a Th1 cellular immune response observed by the 

high production of IFN-γ, IL-12p70, GM-CSF and antibody isotype IgG2a, specific for the 

LRPs. It was observed that the immune response was able to induce protection in animals 

against L. chagasi infection, verified by the parasite burden reduction in spleen and liver of the 

immunized animals compared to control groups (saline and saponin). Protection was related to 

high production of IFN-γ, IL-12p70 and GM-CSF and low production of IL-4 and IL-10, and 

IFN-γ production was IL-12-dependent and mainly from lymphocytes CD4+ , CD8+ and natural 

killer cells. Therefore, the LRPs, as proteins highly conserved among different species of 

Leishmania sp., can constitute a candidate to form a pan-Leishmania vaccine. 

 

Key-words: Visceral leishmaniasis, Leishmania ribosomal proteins, cellular immune response, 

vaccine 
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1 – Introdução. 

 

As leishmanioses são doenças causadas por espécies de protozoários intracelulares 

pertencentes ao gênero Leishmania (Ross, 1903).  O parasito é transmitido ao hospedeiro 

mamífero, no qual se enquadram o homem e o cão, no momento do repasto sanguíneo, por 

vetores flebotomíneos infectados. 

A doença afeta cerca de 12 milhões de pessoas em todo o mundo, com 2 milhões de 

novos casos a cada ano e 350 milhões de pessoas vivendo em áreas endêmicas situadas em cerca 

de 88 países tropicais e subtropicais, sendo  a maioria subdesenvolvidos ou em desenvolvimento 

(http://www.who.int/leishmaniasis/burden/magnitude/burden_magnitude/en/index.html). 

As manifestações clínicas das leishmanioses no homem podem variar desde uma lesão 

cutânea única até a forma visceral da doença, fatal, se não tratada. Dentre o espectro clínico das 

leishmanioses, a forma tegumentar é causada principalmente pelas espécies L. major, L. tropica, 

L. aethiopica, L. mexicana, L. amazonensis, L. venezuelensis, L. braziliensis, L. panamensis, L. 

guyanensis e L. peruviana e a forma visceral é causada pelas espécies L. donovani, L. infantum e 

L. chagasi (Grimaldi & Tesh, 1993; Herwaldt, 1999). Atualmente, L. chagasi é considerada 

geneticamente idêntica a L. infantum (Mauricio et al., 2000). 

O controle das leishmanioses está baseado principalmente no tratamento de casos 

humanos e controle do vetor. Além disso, em áreas onde ocorre leishmaniose visceral zoonótica, 

a eliminação de cães positivos é uma medida frequentemente adotada (Dantas-Torres & 

Brandão-Filho, 2006). Entretanto, em muitas localidades, apesar dos programas de controle, o 

número de casos está aumentando consideravelmente. Sendo assim, o desenvolvimento de uma 

vacina contra as leishmanioses seria uma ótima alternativa no combate a essa doença. 

 Atualmente, existem alguns antígenos isolados do parasito que vem sendo testados como 

candidatos à vacina contra as leishmanioses. Os mesmos podem ser divididos em três gerações: 
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a primeira geração, que é composta por extratos totais dos parasitos; a segunda geração, que 

inclui vacinas que utilizam organismos geneticamente modificados, bactérias recombinantes 

expressando proteínas do parasito e antígenos recombinantes e a terceira geração, composta 

pelas vacinas de DNA (ácido desoxirribonucléico) e sintéticas (Palatnik-de-Sousa, 2008).  

 Proteínas ribossomais de Leishmania (LRPs) são estruturas protéicas imunologicamente 

relevantes durante a infecção, sendo consideradas “pato-antígenos”, uma vez que participam do 

estabelecimento da doença no hospedeiro mamífero. Através de “screening” de biblioteca de 

cDNA (DNA complementar) com soro de cães infectados com L. infantum, foram identificadas 

proteínas denominadas P0, P1 e P2  com similaridade às proteínas ácidas ribossomais de outros 

eucariotos (Soto et al., 1993b), tais como Homo sapiens e Saccharomyces cerevisiae (Shimmin 

et al., 1989). Essas proteínas, utilizadas como antígenos vacinais, apresentaram resultados 

promissores. 

Empregando um extrato total de LRPs obtidas de L. major como antígeno vacinal em 

camundongos (BALB/c e C57BL/6), foi observado que os mesmos apresentaram imunoproteção 

contra a infecção experimental por essa mesma espécie do parasito (Iborra et al., 2008). 

LRPs provenientes de L. infantum foram recentemente avaliadas para o diagnóstico 

sorológico de LV (leishmaniose visceral) canina causada pelas espécies L. infantum e L. chagasi. 

Os valores encontrados de sensibilidade e especificidade mostraram que as LRPs e o extrato 

protéico solúvel dos parasitos apresentaram sensibilidade similar para cães com LV e 

sintomáticos, entretanto, para a detecção de cães com LV, mas assintomáticos e 

oligossintomáticos, as LRPs mostraram melhor sensibilidade, além de maior especificidade 

quando os soros de cães com outras parasitoses foram incluídos nas análises (Coelho et al., 

2009). 

As LRPs são, portanto, moléculas com potencial para estudos vacinais contra infecção 

com várias espécies causadoras de leishmaniose. 



19 

2 – Revisão da Literatura. 

 

2.1 – Epidemiologia. 

 

As leishmanioses são doenças endêmicas em 88 países no mundo, compreendendo 

principalmente países tropicais e subtropicais com baixas condições sócio-econômicas. 

Anualmente, cerca de 2 milhões de novos casos são registrados e estima-se que 12 milhões de 

pessoas atualmente sejam clinicamente afetadas pela doença. Acrescenta-se ainda o fato de que 

aproximadamente 350 milhões de pessoas residem em áreas endêmicas da doença 

(http://www.who.int/leishmaniasis/burden/magnitude/burden_magnitude/en/index.html). 

 Clinicamente existem dois grandes grupos de leishmanioses: a leishmaniose visceral 

(LV) e leishmaniose tegumentar (LT). A grande maioria dos casos de LV é registrada nos países 

Bangladesh, Brasil, Índia, Nepal e Sudão e de LT ocorrem no Afeganistão, Brasil, Irã, Peru, 

Arábia Saudita e Síria (Grimaldi & Tesh, 1993).  

 No Brasil, cerca de 28.000 casos de LT e 3.000 de LV são registrados anualmente em 

todas as regiões geográficas (Lindoso & Lindoso, 2009). Em estudo epidemiológico realizado 

em nosso país, observou-se uma correlação positiva entre a maior incidência dos casos da 

doença com as precárias condições sanitárias e econômicas das populações analisadas (Dantas-

Torres & Brandão-Filho, 2006).  

 Cabe ainda ressaltar que a LV é a quarta doença parasitária oportunista mais frequente 

em indivíduos portadores do vírus causador da imunodeficiência humana (HIV) em alguns 

países no mundo, inclusive na Europa. De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), 

os casos de co-infecção entre a síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS) e a LV humana 

já foram notificados em 33 países. No sul da Europa, cerca de 25 a 70% dos casos de LV estão 

associados à infecção por HIV e nas Américas, a maioria dos casos de co-infecção ocorre no 
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Brasil. A infecção pelo HIV é capaz de aumentar o risco de desenvolvimento da LV em cerca de 

100 a 1000 vezes nas áreas endêmicas, reduzir a resposta ao tratamento quimioterápico e 

aumentar a possibilidade de casos de recidiva à doença (Paredes et al., 2003). 

 

2.2 – A etiologia e o ciclo biológico do parasito Leishmania sp. 

 

As leishmanioses são doenças causadas por protozoários do gênero Leishmania, parasitos 

pertencentes ao Sub-Reino Protozoa, Filo Sarcomastigophora, Ordem Kinetoplastida e Família 

Trypanosomatidae. O vetor transmissor é um inseto da Ordem Diptera, Família Psychodidae, 

Sub-Família Phlebotominae, pertencente aos gêneros Phlebotomus, em países do Velho Mundo 

e Lutzomyia, nas Américas, sendo que apenas a fêmea tem hábitos hematofágicos e é capaz de 

transmitir o parasito ao hospedeiro mamífero (Grimaldi & Tesh, 1993). 

Cerca de 20 espécies de Leishmania são patogênicas ao homem e existem mais de 30 

espécies de flebotomíneos que apresentam a capacidade de atuar como transmissores do parasito 

(Desjeux, 2004). 

As espécies causadoras de LV, normalmente, compreendem L. donovani e L. infantum 

nos países do Velho Mundo e L. chagasi nas Américas (Herwaldt, 1999).  

A LT é normalmente causada pelas espécies L. major, L. tropica e L. aethiopica nos 

países do Velho Mundo e L. mexicana, L. amazonensis, L. venezuelensis, L. braziliensis, L. 

panamensis, L. guyanensis e L. peruviana nas Américas. A LT pode se manifestar sob diferentes 

formas clínicas: leishmaniose cutânea (LC), leishmaniose mucocutânea (LMC) e leishmaniose 

cutânea difusa (LCD) (Grimaldi & Tesh, 1993; Herwaldt, 1999). 

O parasito Leishmania possui três formas principais em seu ciclo biológico, 

promastigota, paramastigota e amastigota (Figura 1). Após o repasto sanguíneo em um 

hospedeiro mamífero infectado, formas amastigotas são transmitidas ao vetor e, no trato 
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gastrointestinal do mesmo, desenvolvem-se em formas alongadas e flageladas, livres ou aderidas 

ao epitélio, denominadas promastigotas e paramastigotas, respectivamente.  Posteriormente, pelo 

menos parte dessas formas extracelulares, altamente replicativas e não infectivas, diferenciam-se 

em formas promastigotas metacíclicas, essas, sem a capacidade replicativa, mas altamente 

infectivas, que são as responsáveis pela infecção inicial no hospedeiro vertebrado. O vetor, agora 

infectado, no momento de um novo repasto sanguíneo, injeta, junto com a sua saliva, algumas 

centenas de formas promastigotas, em sua grande maioria metacíclicas, no hospedeiro mamífero. 

Os parasitos podem ser fagocitados por células do sistema fagocítico-mononuclear do 

hospedeiro, como macrófagos, células dendríticas e células de Langerhans, nas quais são 

formados os fagossomos, que recebem as enzimas dos lisossomos e originam os fagolisossomos. 

Dentro dessas organelas, há a diferenciação das formas promastigotas metacíclicas em 

amastigotas. Essas formas contêm flagelo rudimentar, são parasitos intracelulares obrigatórios, 

altamente infectivas e responsáveis pelo desenvolvimento da doença no hospedeiro. Outro vetor, 

não infectado, poderá ingerir células fagocíticas parasitadas durante o repasto sanguíneo no 

hospedeiro vertebrado, completando-se, assim, o ciclo biológico do parasito (Grimaldi et al., 

1989; Sacks, 2001). 
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Figura 1: Ciclo biológico do parasito Leishmania sp. As formas promastigotas do parasito são 

transmitidas para o hospedeiro mamífero após a picada de um vetor flebotomíneo infectado. Uma vez no 

hospedeiro vertebrado, os parasitos podem ser fagocitados por células do sistema fagocítico-mononuclear 

e transformar-se em formas amastigotas, que se multiplicam e podem levar ao rompimento da célula 

infectada e posterior disseminação, infectando outras células. O vetor é infectado ao realizar o repasto 

sanguíneo neste hospedeiro e ingerir sangue contendo células parasitadas, que poderão liberar os 

parasitos que se multiplicam no trato alimentar do vetor. Adaptado de Handman (2001). 
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2.3 – Manifestações clínicas das leishmanioses. 

 

2.3.1 – Leishmaniose visceral. 

 

A LV humana, também conhecida como kala-azar, pode apresentar-se como uma doença 

sintomática que é fatal, se não tratada. Entretanto, alguns indivíduos desenvolvem poucos 

sintomas, sendo considerados oligossintomáticos ou não apresentam sintomas clínicos, sendo 

chamados de assintomáticos. Recentemente, foi proposto que sejam reconhecidas cinco 

classificações: infecção subclínica resistente, infecção assintomática, infecção inicial 

indeterminada, infecção subclínica oligossintomática e infecção sintomática (Crescente et al., 

2009).    

Na forma sintomática da doença, os pacientes apresentam sinais e sintomas de infecção 

sistêmica persistente, tais como febre, fadiga, fraqueza, perda de apetite e peso. A disseminação 

dos parasitos pelo sangue e sistema retículo-endotelial pode causar aumento do baço, fígado e 

linfonodos. A febre, geralmente, é acompanhada por calafrios e pode ser intermitente. Em alguns 

casos ocorre anemia, decorrente do estado inflamatório persistente do paciente (Chappuis et al., 

2007). Pode ocorrer também hipoalbuminemia e hiper-gamaglobulinemia (principalmente das 

classes de anticorpos IgG (Imunoglobulina G), IgM (Imunoglobulina M) e IgE (Imunoglobulina 

E). O nome kala-azar, que significa “febre negra”, é decorrente dos casos nos quais ocorre hiper-

pigmentação da pele (Awasthi et al., 2004). Na medida em que a infecção avança e o paciente 

não recebe tratamento, pode ocorrer caquexia, doença multi-sistêmica, sangramentos decorrentes 

da trombocitopenia, maior suscetibilidade às infecções secundárias e evoluir ao óbito (Murray et 

al, 2005).  

Após o tratamento da LV e o desaparecimento dos sinais e sintomas clínicos, cerca de 3 a 

10% dos pacientes desenvolvem a leishmaniose dérmica pós-kalazar (LDPK), na qual ocorre o 
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desenvolvimento de nódulos não-ulcerosos, principalmente na região oro-faringeana do 

indivíduo (Awasthi et al., 2004). O tratamento para esse tipo clínico da doença é longo e tem 

custo financeiro elevado (Desjeux, 2004).  

Com relação ao modo de transmissão, a leishmaniose visceral pode ser classificada como 

zoonótica ou antroponótica. Na primeira, os humanos são hospedeiros ocasionais, enquanto 

outros mamíferos, principalmente cães, são os principais reservatórios do parasito. Já na 

leishmaniose antroponótica, a transmissão ocorre de humano para vetor e deste novamente para 

humano (Chappuis et al., 2007). A leishmaniose visceral antroponótica ocorre nas áreas de 

transmissão de L. donovani, como por exemplo, na Índia, nos casos de LDPK (Herwaldt, 1999 ; 

Chappuis et al., 2007). 

 

2.3.2 – Leishmaniose tegumentar. 

 

  A LT é caracterizada por lesões localizadas em áreas expostas do corpo, que podem ser 

únicas ou múltiplas e que, geralmente, são ulcerosas. As lesões evoluem de pápulas para nódulos 

e, posteriormente, para lesões ulceradas com margens elevadas. Algumas lesões não se tornam 

ulcerosas, mas permanecem como nódulos ou placas (Herwaldt, 1999). 

Após meses ou anos da cura da LT, ou mesmo concomitantemente à infecção causada 

por L. braziliensis, podem surgir lesões nas regiões da boca, nariz, faringe e laringe causando, 

geralmente, obstrução nasal e epistaxe, caracterizando a LMC, também conhecida como 

“espundia” (Awasthi et al., 2004). A LMC inicia-se com eritema e ulcerações nas narinas, 

progredindo para a perfuração do septo nasal, podendo também ocorrer lesões inflamatórias 

destrutivas, causando obstrução da faringe e laringe (Murray et al, 2005). 
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A LCD ocorre em pessoas que apresentam deficiência na imunidade mediada por células. 

Neste caso, podem ocorrer lesões disseminadas que lembram aquelas da lepra lepromatosa e que 

não se curam espontaneamente (Desjeux, 2004). 

     

2.4 – Diagnóstico da doença. 

 
 

O diagnóstico das leishmanioses é realizado com base em dados clínicos, 

epidemiológicos e associação com testes laboratoriais. Entretanto, um diagnóstico conclusivo da 

doença, atualmente, requer o encontro do parasito na amostra laboratorial coletada do 

hospedeiro.  

 

2.4.1 – Testes parasitológicos. 

 
 
 A demonstração direta de parasitos na amostra biológica, necessária para o diagnóstico 

definitivo da doença, pode ser feita por meio da visualização microscópica de formas 

amastigotas em aspirados e/ou biópsias de tecidos ou das lesões. A coloração microscópica pode 

ser feita pelos métodos de Romanowsky (Giemsa ou Leishman´s) ou hematoxilina-eosina. A 

visualização dos parasitos deve ser feita com cautela, a fim de permitir o diagnóstico diferencial 

com outras doenças. Algumas características das formas amastigotas precisam ser observadas, 

tais como o tamanho (2-4 µm), a forma (arredondada ou oval) e a presença do cinetoplasto, 

organela característica dos tripanossomatídeos (Singh, 2006).  

O material para a preparação do esfregaço em lâminas microscópicas pode ser obtido de 

aspirados de baço, fígado, medula óssea ou linfonodos, nos casos da LV. Também pode ser 

realizada a biópsia dos órgãos para a elaboração de cortes histológicos. No caso da LT, é 

realizada a biópsia no local da lesão. Fragmentos triturados de órgãos e aspirados podem ser 
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utilizados para o cultivo in vitro dos parasitos, em meio de cultura. Além disso, tais materiais 

podem ser utilizados para o inóculo em animais experimentais, como o hamster (Singh, 2006).  

Apesar da elevada especificidade, a sensibilidade do diagnóstico parasitológico é 

variável, sendo maior no baço (93-99%), seguida pela medula óssea (53-86%) e nos linfonodos 

(53-65%) nos casos da LV (Chappuis et al., 2007). Tais métodos são, entretanto, invasivos e 

considerados inapropriados para triagens epidemiológicas.   

 

2.4.2 – Testes imunológicos. 

 

Os testes imunológicos baseiam-se na detecção de anticorpos e/ou antígenos específicos 

ao parasito Leishmania. Os testes mais utilizados são a reação de imunofluorescência indireta 

(IFAT), o teste de aglutinação direta (DAT), a reação de imunoadsorção por ligação enzimática 

(ELISA) e o teste de Montenegro.  

IFAT é um teste comumente usado na detecção de anticorpos anti-Leishmania, por meio 

do uso de formas promastigotas fixadas. A técnica, entretanto, apresenta especificidade 

comprometida pela reatividade cruzada com outros tripanossomatídeos. A sensibilidade pode 

variar de 28.4% a 86.6%, porém, pode ser melhorada utilizando-se formas amastigotas fixadas 

(Singh, 2006). 

DAT é um teste com elevada sensibilidade e especificidade, sendo também considerado 

de manejo técnico simples, o que permitiria seu emprego tanto no campo quanto em um 

laboratório. É um teste semi-quantitativo, no qual placas de microtitulação são utilizadas para a 

realização de diluições seriadas do soro do paciente incubadas com formas promastigotas 

coradas. Uma desvantagem do teste é o tempo gasto para sua realização (cerca de 18 horas). 

Além disso, é necessária a utilização de equipamentos específicos e a presença de técnicos 

experientes. Uma versão mais rápida do DAT, denominada de teste rápido de aglutinação 
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(FAST), no qual os resultados ficam prontos entre 2 e 3 horas foi desenvolvida, entretanto, ainda 

são necessárias mais análises para sua validação (Chappuis et al., 2007). 

 ELISA é uma técnica laboratorial que apresenta elevada sensibilidade, entretanto, quando 

o antígeno utilizado é o extrato total ou solúvel dos parasitos, pode ocorrer reatividade cruzada 

com outros tripanossomatídeos, o que compromete a especificidade do exame. Antígenos 

purificados, recombinantes e sintéticos de Leishmania estão sendo avaliados na busca do 

aumento da especificidade do teste (Singh, 2006).  

Proteínas recombinantes, como por exemplo, os antígenos relacionados à cinesina de L. 

infantum de 39 e 26 kDa, denominados rK39 e  rK26 (Porrozzi et al., 2007), a proteína ácida 

ribossomal P2 de L. infantum, denominada rLiP2 (Soto et al., 1996), a proteína isolada de 

formas amastigotas de L. donovani (rA2) (Carvalho et al., 2002) e uma cisteíno proteinase 

(rLdccys1) de L. donovani (Pinheiro et al., 2009) foram testadas com resultados promissores. 

Ainda foram avaliadas com sucesso proteínas extraídas diretamente dos parasitos, como as LRPs 

de L. infantum (Coelho et al, 2009), além dos antígenos quiméricos, como epitopos das proteínas 

LiP2a-LiP2b-LiP0-H2A (proteínas ácidas ribossomais LiP2a, LiP2b e LiP0 e a histona H2A) 

(Soto et al., 1998) e epitopos de K9-K26-K39 (antígenos relacionados à cinesina de 9, 26 e 39 

kDa) (Boarino et al., 2005), ambos de L. infantum.  

 O teste de Montenegro avalia a reação de hipersensibilidade mediada por células, do tipo 

4 ou do tipo tardia. É usado como indicador da LC, LMC e LV. O teste consiste na inoculação 

do extrato protéico do parasito na face interna do braço e, nos casos de reação positiva 

(inflamação local), ocorre a formação de um nódulo ou pápula no local (Genaro & Reis, 2005). 

Entretanto, durante a LV ativa, a resposta imune celular no hospedeiro pode apresentar-se 

suprimida, não sendo, então, adequada a utilização deste teste (Singh, 2006). 
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2.4.3 – Testes moleculares. 

 
 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) é um método altamente sensível e específico 

para o diagnóstico das leishmanioses e é realizado pela detecção do DNA dos parasitos na 

amostra laboratorial. A técnica possui algumas vantagens sobre os outros exames, tais como a 

possibilidade de detecção de uma pequena quantidade de parasitos e o fato de que as amostras 

podem ser obtidas de uma forma menos invasiva em relação à coleta empregada para os testes 

parasitológicos (Reithinger & Dujardin, 2007). Entretanto, a tecnologia ainda é inacessível, 

devido ao custo elevado, além de necessitar de equipamentos especiais e técnicos experientes, 

não sendo possível sua aplicação em triagens epidemiológicas. 

 

2.5 – Medidas de controle da leishmaniose visceral. 

 
 
 No Brasil, o programa de controle da leishmaniose visceral é baseado em três ações: o 

tratamento dos casos humanos; a detecção e eliminação de cães soropositivos e o controle do 

vetor flebotomíneo (Dantas-Torres & Brandão-Filho, 2006). Tais medidas são importantes, 

porém, consideradas incapazes de conter o avanço das leishmanioses nos centros peri-urbanos e 

urbanos. 

 

2.5.1 – Tratamento dos casos humanos. 

 
 

A identificação inicial do parasito causador das leishmanioses ocorreu na Índia por 

Cunnigham, em 1885, em indivíduos acometidos por LV. Em 1903, o agente etiológico foi 

descrito simultaneamente por Willian Leishman e Charles Donovan. Apesar de ser uma doença 
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conhecida há décadas, até os dias atuais o arsenal terapêutico para o tratamento da doença ainda 

é insatisfatório. 

 Os fármacos disponíveis para o tratamento das leishmanioses apresentam vários 

problemas no seu uso, entre eles, a elevada toxicidade, os efeitos colaterais diversos, 

principalmente nos rins, fígado, coração e pâncreas e as vias invasivas de administração 

(parenteral ou endovenosa). Tais fatores fazem com que o paciente, ao sinal de alguma melhora 

clínica, abandone o tratamento e, consequentemente, ocorra o aumento da resistência dos 

parasitos aos fármacos (Santos et al., 2008). 

A primeira opção terapêutica para o tratamento das leishmanioses, desde a década de 

1940, são os antimoniais pentavalentes. Em muitos países, utiliza-se o estibogliconato de sódio 

(Pentostam®) e antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime®), sendo esse empregado no 

Brasil (Santos et al., 2008).  

Em casos de resistência ao produto, outras drogas, como a pentamidina, anfotericina B e 

paramomicina, são utilizadas como segunda opção, apesar de sua toxicidade também elevada e 

alto custo. Uma alternativa para a redução da toxicidade é o uso de drogas associadas a 

moléculas de lipossomas. Atualmente, existem formulações comerciais de associação da 

anfotericina B com moléculas lipídicas, denominadas de Ambisome, Abelcet e Amphotec. 

Infelizmente, a produção de tais formulações tem custo elevado, inviabilizando seu uso em 

países com condições econômicas dificultadas. Entretanto, novos estudos estão sendo realizados 

para a produção dos fármacos com outros lipídeos que apresentem um custo financeiro reduzido 

(Santos, et al., 2008). 

 A miltefosina, inicialmente desenvolvida para o tratamento de câncer, é a primeira droga 

oral empregada para o tratamento das leishmanioses. Em alguns estudos, o fármaco apresentou 

eficácia satisfatória, entretanto, alguns pacientes apresentaram toxicidade gastrointestinal e 
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níveis sanguíneos elevados das enzimas aspartato-aminotransferase, alanina aminotransferase e 

creatinina (Chappuis, et al., 2007). 

 

2.5.2 – A eliminação de cães soropositivos. 

 
 

A LV zoonótica tem o cão como principal reservatório doméstico de parasitos. A 

presença de cães infectados pelo parasito constitui um fator de risco importante para a infecção 

humana, devido ao elevado parasitismo encontrado no tecido cutâneo e a relação estreita dos 

cães com humanos (Dantas-Torres & Brandão-Filho, 2006).  

 Cães infectados podem desenvolver doença sintomática que pode resultar em morte, 

enquanto outros podem permanecer assintomáticos. Os animais infectados ainda podem 

desenvolver poucos sintomas, sendo denominados de oligossintomáticos. As manifestações 

clínicas mais comuns incluem: linfoadenopatia, anemia, diarréia, alopecia, dermatites, 

onicogrifose, perda de peso, caquexia, dificuldades de locomoção, conjuntivite, atrofia de 

músculos e acometimento renal, esse, considerado a principal causa de morte nos animais 

(Barbieri, 2006; Gomes et al., 2008). 

Cães sintomáticos e assintomáticos são capazes de transmitir parasitos para o vetor 

flebotomíneo, entretanto, a infecciosidade parece ser proporcional à presença e intensidade dos 

sinais clínicos encontrados. Em um estudo realizado em nosso país, no ano de 2008, cerca de 

28% de cães soropositivos e sintomáticos foram capazes de transmitir o parasito  para o vetor 

Lutzomyia longipalpis, enquanto que apenas 5.4% dos cães assintomáticos assim o foram 

(Baneth et al., 2008). 

O tratamento da leishmaniose canina apresenta pouca eficácia com os fármacos que são 

usados em humanos, pois os cães apresentam recidivas frequentes e, mesmo após a cura clínica, 

ainda podem apresentar parasitos na pele, dessa forma, sendo ainda capazes de transmitir o 
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parasito para o vetor. Assim, o uso veterinário de drogas que são usadas para o tratamento em 

humanos pode levar à seleção de parasitos resistentes, o que complicaria ainda mais o tratamento 

da doença no homem (Chappuis et al., 2007). 

A eliminação de cães soropositivos tem ainda alguns obstáculos: não existe um teste 

imunológico adequado para o diagnóstico preciso da doença; há a oposição dos proprietários dos 

cães, principalmente quando seus cães são assintomáticos e também o fato de que não existem 

evidências suficientes de que o sacrifício dos animais seria mesmo eficiente para a redução do 

número de casos da LV humana (Dantas-Torres & Brandão-Filho, 2006).  

 

2.5.3 – O controle do vetor flebotomíneo. 

 
 

O controle do vetor consiste, principalmente, na aplicação de inseticidas. O DDT 

(Dicloro-Difenil-Tricloroetano) foi o primeiro inseticida utilizado contra o flebotomíneo, 

entretanto, seu uso oferece riscos à saúde humana e ao meio-ambiente (Dantas-Torres & 

Brandão-Filho, 2006). Os piretróides são utilizados atualmente, possuindo ação efetiva e baixa 

toxicidade em mamíferos (Amora et al. 2009). Coleiras em cães impregnadas com deltametrina 

mostram-se efetivas na redução da infecção. Inseticidas e repelentes de aplicação tópica também 

podem ser utilizados para tal fim (Miró et al., 2008). Entretanto, o fato dos vetores residirem 

especialmente em áreas abertas e florestais, diminui a eficácia dessa medida de controle da 

doença. 

 

2.6 – Resposta imune nas leishmanioses. 

 
 

O modelo murino de infecção com L. major é o mais estudado, até o momento, 

envolvendo a resposta imune do hospedeiro à infecção por Leishmania. Camundongos das 
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linhagens C3H/He, CBA, C57BL/6, C57BL/10 e 129Sv/Ev desenvolvem uma lesão cutânea 

simples, que evolui após algumas semanas à cura espontânea. Estas linhagens não desenvolvem 

lesões após uma segunda inoculação do parasito e, assim, pertencem ao fenótipo resistente 

(Gumy et al., 2004).  O controle da lesão é mediado pela resposta imune celular do tipo Th1 (T 

helper tipo 1). Linfócitos T CD4+ do tipo 1 produzem citocinas como o IFN-γ (Interferon-gama) 

em resposta aos antígenos de Leishmania apresentados pelas células apresentadoras de antígenos 

(APCs)(Figura 2) (Liew, 2002). 

A ativação de macrófagos por IFN-γ é o principal mecanismo efetor anti-Leishmania 

conhecido (Gumy et al., 2004). Macrófagos ativados por tal citocina convertem L-arginina em 

N
ω-hidroxil-L-arginina (LOHA) e, posteriormente, em citrulina e óxido nítrico (NO), por meio 

da ativação da enzima óxido nítrico sintase indutível (iNOS) (Melby, 2002). O NO é um produto 

tóxico para muitos microorganismos intracelulares, dentre os quais se inclui a Leishmania. 

(Gordon, 2003). 

Outras linhagens de camundongos, como BALB/c e Swiss, quando infectados com L. 

major, desenvolvem lesões graves e progressivas, que podem levar à morte do animal, 

pertencendo, dessa forma, ao fenótipo suscetível (Gumy et al., 2004). Esse perfil de evolução da 

doença é caracterizado pelo desenvolvimento de uma resposta celular tipo Th2 (T helper tipo 2) 

com participação de linfócitos T CD4+ do tipo 2 que produzem citocinas como IL-4 (Interleucina 

4), IL-5 (Interleucina 5) e IL-6 (Interleucina 6) (Figura 2) (Liew, 2002). Outra citocina 

reguladora, IL-10 (Interleucina 10), é considerada uma potente inibidora da produção de IFN-γ e 

desativadora de macrófagos, contribuindo assim para o desenvolvimento da doença (Tripathi et 

al., 2007). 
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Figura 2: Esquema das respostas imunes Th1 e Th2 desenvolvidas após a infecção por 

Leishmania. Classicamente, na resposta imune Th1, ocorre a produção de IFN-γ que ativa o mecanismo 

microbicida dos macrófagos. Inversamente, células Th2 produzem citocinas como IL-4, IL-5 e Il-13 que 

desativam macrófagos e evitam a eliminação dos parasitos. IL-10 pode ser produzido por vários tipos 

celulares (Th1, Th2, Treg (células T regulatórias) e Th3 (T helper tipo 3)). TNF-α (Fator de necrose 

tumoral-alfa) pode ser produzido por células Th1 ou por macrófagos ativados e, no último caso, atua de 

forma autócrina na célula. Modificado de Gollob et al., 2008. 

 

Enquanto vários estudos sobre a resposta imune na LT estão disponíveis, o modelo de 

resposta imune na LV ainda não é bem definido. Entretanto, como na infecção por L. major, a 

indução de uma resposta celular do tipo Th1 é importante para o controle da infecção pelas 

espécies causadoras de LV. Em camundongos capazes de controlar a infecção por L. donovani, 

observou-se a formação de granuloma e a produção de IFN-γ e IL-12 (Interleucina 12). O 

tratamento de camundongos BALB/c infectados com L. donovani utilizando a citocina IL-12 

recombinante reduziu significativamente a carga parasitária nestes animais; sendo observada a 

participação de células CD4+, CD8+ e Natural Killer (NK) com consequente produção de IFN-γ, 
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IL-12 e TNF-α (Goto & Lindoso, 2004). A importância do IFN-γ na resolução da infecção por 

L. donovani foi demonstrada também a partir da redução de carga parasitária e pela maior 

produção desta citocina em camundongos de fenótipo resistente C3H e C57BL/6 infectados com 

essa espécie do parasito (Lehmann et al., 2000). 

 A produção de IL-4 foi detectada em fases consistentes com o pico elevado de carga 

parasitária em animais suscetíveis à LV, enquanto sua produção não foi encontrada em 

camundongos resistentes (Saha et al., 1993). Entretanto, o papel de IL-4 na resposta imune à LV 

é controverso. Camundongos tratados com anticorpo monoclonal anti-IL-4 não apresentaram 

controle da infecção (Goto & Lindoso, 2004). Vilela et al. (2007) demonstrou que camundongos 

BALB/c imunizados com o extrato solúvel de L. amazonensis associado ao Corynebacterium 

parvum, como adjuvante, foram protegidos contra a infecção desafio com L. chagasi, mesmo 

sendo observada uma produção elevada de IFN-γ e IL-4 (Vilela et al., 2007). 

IL-10 também foi relacionada com a progressão da doença na LV humana e murina 

(Goto & Lindoso, 2004). Camundongos BALB/c e C57BL/6 que não expressavam o gene 

codificador da IL-10 se mostraram resistentes à infecção pelo parasito e produziram quantidades 

elevadas de IFN-γ e IL-12 (Awasthi et al., 2004). Murphy et al. (2001) demonstrou que 

camundongos BALB/c com gene IL-10-/-, infectados com L. donovani, foram resistentes à 

infecção pelo parasito e apresentaram produção elevada de IFN-γ e NO (Murphy et al., 2001).  

Em áreas endêmicas, pacientes com LV podem desenvolver ou não sinais e sintomas 

clínicos da doença. A capacidade de produzir IFN-γ e outras citocinas Th1 está associada com a 

infecção assintomática ou subclínica. Paralelamente, pessoas nas quais linfócitos T não 

produzem IFN-γ após seu estímulo com antígenos de Leishmania, normalmente desenvolvem 

LV aguda ou uma infecção que progride para a doença clínica clássica (Malla & Mahajan, 

2006). 
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2.7 – Vacinas contra as leishmanioses. 

 
 

Ao longo dos anos, preparações vacinais diversas têm sido propostas e estudos têm sido 

conduzidos com a finalidade de se desenvolver uma vacina que apresente resultados satisfatórios 

na proteção contra a infecção por Leishmania. As preparações incluem desde formas 

promastigotas mortas pelo calor ou por fenol associadas a diferentes adjuvantes e promastigotas 

vivos atenuados ou irradiados (Handman, 2001).  

Antígenos purificados têm sido utilizados, na forma de proteínas nativas ou 

recombinantes (Wilson et al., 1995; Paraguai-de-Souza et al., 2001; Coelho et al., 2003; Zanin et 

al., 2007).  Vetores de expressão em eucariotos (vacinas de DNA), sistemas de expressão de 

imunógenos em bactérias, assim como peptídeos sintéticos também têm sido avaliados (Méndez 

et al., 2001; Gonzalo et al., 2001; Ramiro et al., 2003; Sukumaran et al., 2003; Aguilar-Be et al., 

2005; Marques-Da-Silva et al., 2005).  

Um antígeno candidato à vacina deve, preferencialmente, ser compartilhado por 

diferentes espécies do parasito, ser imunogênico contra a maioria dessas espécies e não interferir 

na imunogenicidade induzida por outros antígenos (Grimaldi & Tesh, 1993). 

A escolha de um antígeno para utilização em uma vacina recombinante é regida, 

principalmente, pela imunogenicidade da proteína e dos epitopos que a constituem. O 

desenvolvimento de vacinas recombinantes (proteína ou DNA) ou mesmo as vacinas de 

peptídeos sintéticos apresentam a vantagem de permitir a utilização de epitopos determinados e 

caracterizados, uma vez que é possível modificar tais moléculas e evitar os inconvenientes de 

epitopos não necessários ao desenvolvimento de proteção e imunidade contra o parasito, como 

mecanismos supressores, alérgicos e/ou auto-imunes e mecanismos de evasão típicos do 

microrganismo (Handman, 2001; Skeiky et al., 2002).  
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Dentre os antígenos candidatos à vacina e extensivamente estudados, citam-se: 

glicoproteína (gp) de 63 KDa (gp63) (Xu & Liew, 1995), gp46 (McMahon-Pratt et al., 1993),  

antígeno de superfície do parasita 2 (PSA-2) (Handman et al., 1995),  proteína homóloga a 

receptores da proteína cinase C em Leishmania (LACK) (Mougneau et al., 1995), antígenos 

amastigota específicos como A2, P4 e P8 (Soong et al., 1995), antígeno flagelar de L. chagasi 1 

(LCR1) (Wilson et al., 1995) ligante fucose–manose (FML) (Paraguai-de-Souza et al., 1994), 

bem como as diferentes frações protéicas constituintes da Leishvacin (proteínas de peso 

molecular variando de 42 a 160 kDa) (Cardoso et al., 2003).  

A obtenção e purificação destes antígenos, bem como a caracterização da resposta imune 

induzida por eles, constituem objeto de diversos estudos. Assim, antígenos recombinantes têm 

sido avaliados através de diferentes protocolos e preenchem parcialmente os requisitos para 

serem empregados como vacinas contra a leishmaniose. Alguns desses antígenos já foram 

testados, inclusive sob a forma de vacinas de DNA (Xu & Liew, 1995; Gurunhatan et al., 1997; 

Campbell et al., 2003; Ahmed et al., 2004; Aguilar-Be et al., 2005).  

A indução de uma resposta imune após a administração de plasmídeo recombinante, 

contendo um promotor de expressão em eucarioto e o gene de interesse, ocorre após a 

transfecção de células somáticas, como miócitos ou queratinócitos, que sintetizam e secretam o 

antígeno para o ambiente extracelular. Células dendríticas podem captar o antígeno para ser 

processado e apresentado por moléculas MHC de classe II a células T CD4+ e/ou por MHC de 

classe I para ser apresentado a células T CD8+ iniciando, assim, a resposta imune (Donnelly et 

al., 1997).  
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2.8 – Proteínas Ribossomais de Leishmania (LRPs). 

 
 

Evidências sugerem que proteínas ribossomais de Leishmania são moléculas 

imunologicamente relevantes na infecção humana e canina por esse protozoário. Durante a 

infecção pela espécie L. infantum, níveis elevados de anticorpos específicos a proteínas 

altamente conservadas em Leishmania são encontrados, dentre as quais se destacam a proteína 

de choque térmico de 70 kDa (hsp70), a histona H2A e proteínas ácidas ribossomais (Requena et 

al., 2000). 

Por meio de “screening” realizado em uma biblioteca de cDNA de L. infantum com soros 

de cães infectados por esse parasito, clones com elevada similaridade para com os genes 

codificadores de proteínas ácidas ribossomais, as chamadas proteínas “P”, foram identificados 

(Soto et al., 1993b). Os clones identificados foram denominados de LiP e LiP’ e, posteriormente, 

reclassificados como LiP2a e LiP2b, devido à sua elevada similaridade com a proteína P2 de 

eucariotos (Soto et al., 1995a).  

Ribossomos eucarióticos possuem, aproximadamente, 70 proteínas, sendo 30 delas 

presentes na subunidade menor e 40 na subunidade maior. As proteínas da subunidade maior são 

divididas em 7 grupos (A60, B60, C60, D60, E60, F60 e G60) (Tsurugi et al., 1976). Já as da 

subunidade menor são divididas em 5 grupos (A40, B40, C40, D40 e E40) (Collatz et al., 1977). 

 Proteínas ácidas ribossomais encontram-se no grupo A60 (Tsurugi et al., 1978) e 

localizam-se em uma protuberância lateral dos ribossomos. São caracterizadas por um ponto 

isoelétrico pequeno e, por isso, são chamadas de proteínas ácidas, sendo fosforiladas por 

proteínas cinases e, assim, denominadas proteínas “P”. As proteínas “P” formam um complexo 

pentamérico composto por duas unidades P1, duas P2 e uma P0 (Tchórzewski, 2002). 

A partir da identificação das proteínas “P” de Leishmania, as mesmas foram avaliadas 

quanto à sua possível utilização para o diagnóstico e/ou vacinas contra as leishmanioses. 
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Por meio do mapeamento de epitopos da proteína P2, foi demonstrado que seu 

reconhecimento por anticorpos presentes no soro de cães com LV não ocorre na região C-

terminal conservada e, assim, não demonstra reatividade cruzada com proteínas P2 de 

Trypanosoma cruzi, P2 no lúpus e a P2 humana, que reconhecem a região C-terminal (Soto et 

al., 1995a). Dessa forma, demonstraram potencial para diagnóstico da LV. Avaliando-se a 

imunogenicidade da P2, foi verificado que a imunização de camundongos BALB/c com a 

proteína recombinante de P2, denominada LiP2a, induziu uma resposta celular e humoral 

elevada (Soto et al., 2000). 

A proteína P0 de L. infantum foi clonada e caracterizada, apresentando uma região C-

terminal com pouca similaridade em relação às proteínas de outros eucariotos (Soto et al., 

1993a). O mapeamento de epitopos mostrou que o determinante antigênico dessa proteína é uma 

região próxima à porção C-terminal (Soto, et al., 1995b). A administração da proteína LiP0 

como vacina de DNA foi capaz de induzir proteção parcial em camundongos BALB/c contra o 

desafio com L. major. Houve uma redução no tamanho da lesão e na carga parasitária na pata e 

nos linfonodos dos animais. A proteção foi relacionada à produção de IFN-γ, principalmente, por 

linfócitos T CD4+ (Iborra et al., 2003). A mesma proteína, agora sob a forma recombinante, 

quando administrada junto aos oligodeoxinucleotídeos ODN-CpGs, como adjuvante, induziu 

proteção em camundongos C57BL/6 contra o desafio com L. major, proteção essa 

correlacionada com a produção de IFN-γ por linfócitos T CD4+ e IL-12-dependente (Iborra et 

al., 2005).     

A co-administração de um complexo de proteínas ribossomais (LRPs) de L. major 

associadas ao adjuvante ODN-CpGs, induziu proteção em dois modelos experimentais de LT, 

utilizando uma quantidade elevada de parasitos inoculados na pata de camundongos BALB/c 

pela via subcutânea e uma baixa quantidade de parasitos inoculados na orelha de camundongos 



39 

C57BL/6 pela via intradérmica. Em ambos os casos, houve proteção nos animais imunizados e 

desafiados com L. major (Iborra, et al., 2008). 

 LRPs provenientes de L. infantum foram recentemente avaliadas para o diagnóstico 

sorológico de LV canina causada pelas espécies L. infantum e L. chagasi. Os valores 

encontrados de sensibilidade e especificidade mostraram que as LRPs e o extrato protéico 

solúvel dos parasitas apresentaram sensibilidade similar para cães com LV e sintomáticos, 

entretanto, para a detecção de cães com LV, mas assintomáticos e oligossintomáticos, as LRPs 

mostraram melhor sensibilidade, além de maior especificidade quando os soros de cães com 

outras parasitoses foram incluídos nas análises (Coelho et al., 2009). 

 

2.9 – Perspectivas. 

 
 

As vacinas contra leishmaniose podem ser divididas em três gerações: a primeira 

geração, composta pelos extratos dos parasitos; as de segunda geração, compostas por frações 

protéicas e organismos geneticamente modificados, como bactérias expressando proteínas 

recombinantes e as de terceira geração, compostas pelas vacinas de DNA e peptídeos sintéticos 

(Palatnik-de-Sousa, 2008).  

Proteínas ribossomais de Leishmania correspondem a um grupo de proteínas encontradas 

nos ribossomos de Leishmania e que apresentam similaridade elevada nas diferentes espécies do 

parasito. Verificou-se que as LRPs são imunologicamente importantes para o desenvolvimento 

da doença no hospedeiro mamífero, sendo consideradas “pato-antígenos”, pois induzem uma 

resposta celular e humoral que relaciona-se com o fenótipo da doença no hospedeiro (Requena et 

al., 2000).  
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Estudos utilizando as LRPs de L. major como antígeno vacinal em camundongos 

demonstraram que as mesmas foram capazes de induzir proteção contra a infecção experimental 

com essa mesma espécie (Iborra et al., 2008).  

Devido à similaridade das LRPs, deve-se considerar a possibilidade de seu uso em 

protocolos vacinais para verificação da eficácia protetora induzida contra diferentes espécies do 

gênero Leishmania.  
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3 – Objetivos. 

 

3.1 – Objetivo Geral. 

 
 

Avaliar os níveis de proteção induzida em camundongos BALB/c imunizados com 

proteínas ribossomais purificadas de L. infantum (LRPs) contra a infecção por L. chagasi. 

 

3.2 – Objetivos específicos. 

 
 

1- Imunizar grupos de camundongos BALB/c com LRPs de L. infantum associadas à 

saponina, como adjuvante, ou apenas com saponina. A inoculação de PBS será utilizada 

como controle da infecção. 

 

2- Realizar a infecção desafio dos camundongos com 1x105 promastigotas em fase 

estacionária de crescimento de L. chagasi pela via subcutânea. 

 

3- Avaliar a resposta imune celular antes e após a infecção por L. chagasi por meio da 

dosagem das citocinas IFN-γ, IL-12p70, GM-CSF (Fator Estimulador de Colônias de 

Granulócitos e Macróagos), IL-4 e IL-10. Realizar a dosagem de NO nos sobrenadantes 

das culturas celulares pelo método de Griess. 

 

4- Avaliar a resposta humoral antes e após a infecção por L. chagasi por meio de ELISA 

para detecção de IgG total, IgG1 (Imunoglobulina G tipo 1) e IgG2a (Imunoglobulina G 

tipo 2a) 
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5- Avaliar a eficácia protetora das LRPs por meio da quantificação da carga parasitária no 

baço e fígado dos animais imunizados com as LRPs associadas à Saponina e desafiados 

com L. chagasi.  
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4 – Materiais e Metodologia. 

 

4.1 – Animais de experimentação. 

 
 

Camundongos BALB/c, fêmeas, com cerca de 6 semanas de idade, foram utilizados. Os 

animais foram adquiridos junto ao Biotério do Instituto de Ciências Biológicas (ICB) da 

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e mantidos no Biotério do Departamento de 

Bioquímica e Imunologia do ICB/UFMG, sob as devidas condições de manejo. O projeto de 

pesquisa foi submetido e aprovado junto ao Comitê de Ética em Experimentação Animal 

(CETEA) da UFMG (ver anexo A). 

 

4.2 – Parasitas. 

 
 

As amostras MHOM/BR/1970/BH46 de L. chagasi e MCAN/ES/1996/BCN/150/MON-1 

de L. infantum foram utilizadas neste trabalho. Os parasitos foram cultivados em meio de cultura 

de Schneider’s completo, constituído pelo meio de Schneider’s (Sigma) acrescido com 20% de 

soro fetal bovino (Sigma) inativado, 200 U/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina, em 

pH 7,4. Os parasitos permaneceram em cultivo a 24°C, sendo que repiques das culturas foram 

efetuados quando os parasitos encontravam-se na fase logarítmica de crescimento. 

 

4.3 – Preparação do extrato protéico solúvel de Leishmania (SLA). 

 
 
 O extrato protéico solúvel de L. chagasi foi preparado a partir de formas promastigotas 

em fase estacionária de crescimento do parasito, cultivadas em meio de Schneider´s completo. 

Para tal, uma cultura com 108 parasitos/mL foi centrifugada por 15 min. e a 5000 rpm, a 4ºC. O 
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pellet foi ressuspendido em 5 mL de PBS (Salina tamponada em fosfato)1x e centrifugado a 

5000 rpm por 10 min. a 4ºC. O processo de lavagem foi realizado por 3 vezes. Após a última 

centrifugação, o sobrenadante foi descartado, o pellet foi ressuspendido em 5 mL de PBS 1x e 

submetido a um processo de choque térmico, no qual foram realizados 6 ciclos de congelamento 

em nitrogênio líquido e descongelamento a 42ºC. Em seguida, o lisado foi sonicado em 6 ciclos 

de 30 segundos, com intervalos de 30 segundos e amplitude de 38 MHz. O produto foi, então, 

centrifugado a 10000 rpm durante 30 min. e o sobrenadante, que corresponde ao SLA, foi 

retirado, a concentração das proteínas foi dosada pelo método de Bradford (Bradord, 1976) e o 

material foi  armazenado a -70ºC. 

 

4.4 – Obtenção das LRPs de L. infantum. 

 
As LRPs de L. infantum utilizadas neste trabalho foram gentilmente cedidas pelo Dr. 

Manuel Soto, do Departamento de Biologia Molecular, Universidade Autônoma de Madrid, 

Madrid, Espanha. 

Resumidamente, as LRPs de L. infantum foram obtidas da seguinte forma (Iborra et al., 

2008). Os parasitos foram cultivados em meio de Schneider´s completo na temperatura de 24ºC 

e utilizados em sua fase logaritmica de crescimento. As formas promastigotas foram 

centrifugadas a 3000 rpm por 5 min. e a 4ºC. O pellet foi ressuspendido em 5 mL de PBS 1x 

gelado e centrifugado nas mesmas condições anteriores. O processo de lavagem foi realizado por 

2 vezes.  Após a última lavagem, o pellet foi ressuspendido em solução de lise, a qual foi 

constituída por tampão contendo Tris-HCl 200 mM pH 7.4, KCl 40 mM, MgCl2 25 mM, 

detergente NP40 10%, PMSF 0.1 M, leupeptina 1 mg/mL, aprotinina 1 mg/mL, pepstatina 0.5 

mg/mL e β-mercaptoetanol 0,034%.  

 Posteriormente, o lisado foi centrifugado a 3000 rpm por 2 min. e a 4ºC para sedimentar 

o núcleo. O sobrenadante foi coletado e centrifugado a 13000 rpm por 15 min. a 4ºC. 
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Novamente, o sobrenadante foi coletado e centrifugado nas mesmas condições citadas 

anteriormente. O sobrenadante foi, então, centrifugado a 90000 rpm por 1 hora e a 4ºC. O pellet 

foi ressuspendido em 200 µL de tampão contendo Tris-HCl 20 mM pH 7.4, MgCl2 100 mM, 

AcNH4 0.5 M, PMSF 0.1 M, leupeptina 1 mg/mL, aprotinina 1 mg/mL, pepstatina 0.5 mg/mL e 

β-mercaptoetanol 0,034%, utilizando uma seringa de vidro. O produto foi centrifugado a 90000 

rpm por 2 horas a 4ºC em gradiente de sacarose 20-40%, preparado no mesmo tampão citado 

anteriormente. O sobrenadante foi descartado e o pellet, no qual as LRPs estavam presentes, foi 

ressuspendido em 500 µL de PBS 1x, a concentração das proteínas foi determinada pelo método 

de  Bradford (Bradord, 1976) e o material foi armazenado a -70ºC. 

  

4.5 – Esquema das imunizações. 

 
 
 Grupos de camundongos BALB/c foram imunizados por via subcutânea no coxim plantar 

esquerdo, com 3 doses e intervalos de 15 dias entre as mesmas. Os camundongos foram 

divididos em 3 grupos de 10 camundongos cada, a saber: um grupo foi imunizado com 12 µg de 

LRP de L. infantum associados a 25 µg do adjuvante saponina obtido da espécie Quillaja 

saponaria, em um volume final de 20 µL; outro grupo foi imunizado com 25 µg de saponina em 

um volume final de 20 µL e o último grupo foi inoculado com 20 µL de PBS 1x. 

  

4.6 – Infecção desafio. 

 
 
 Trinta dias após a última imunização, a metade dos camundongos de cada grupo foi 

sacrificada para a avaliação da resposta imune celular e humoral. Os outros animais 

remanescentes foram desafiados com 1 x 105 formas promastigotas em fase estacionária de 

crescimento de L. chagasi por via subcutânea e no coxim plantar direito dos animais. 
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4.7 – Cultivo celular. 

 
 
 Após 4 semanas da última dose de imunógenos, metade dos camundongos de cada grupo 

foi sacrificada para o cultivo de células esplênicas. A outra metade dos camundongos foi 

infectada com 1 x 105 formas promastigotas em fase estacionária de crescimento de L. chagasi 

por via subcutânea e no coxim plantar direito. Cerca de 8 semanas após a infecção desafio, os 

camundongos foram sacrificados para a avaliação da eficácia da vacina através de dosagem de 

citocinas liberadas pelas células do baço e da carga parasitária do baço e fígado. Baço, fígado e 

amostras de sangue dos camundongos foram retirados de forma asséptica.  

O baço de cada um dos animais sacrificados, antes e após o desafio, foi diluído e 

macerado em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; Sigma), 

composto por 4,5 g/L de glicose, 20 µg/mL de sulfato de gentamicina, 100 U/mL de penicilina e 

50 µg/mL de estreptomicina, pH 7.4. O material foi centrifugado a 1200 rpm por 10 min. e o 

sobrenadante foi descartado. As hemácias foram lisadas com 3 mL de tampão de lise, constituído 

de Tris-HCl 17 mM pH 7.3 e cloreto de amônio 144 mM, que agiu durante 4 min. a temperatura 

ambiente. Foi então acrescentado meio DMEM, para um volume final de 10 mL para cessar a 

lise celular. O material foi centrifugado a 1200 rpm por 10 min. e, posteriormente, o 

sobrenadante foi descartado. O pellet foi então ressuspendido em 1 mL de DMEM completo (o 

qual era acrescido de 20% de soro fetal bovino inativado). 

 Para o cultivo dos esplenócitos, foram utilizadas placas de 24 wells (Nunclon, Nunc, 

Denmark), nas quais 2  x 106 células/mL foram incubadas em meio DMEM completo. Os 

esplenócitos foram estimulados com as LRPs (12 µg), SLA (50 µg) ou com a concanavalina A 

(ConA, 5 µg), utilizada como controle positivo. Para controle negativo, as células foram 

incubadas sem estímulo. A incubação foi feita a 37ºC, com 5% de CO2 por 48 horas e, após esse 

período, o sobrenadante foi coletado para a dosagem de citocinas.  
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 Para avaliar a participação de células T CD4+ e CD8+ e a dependência de IL-12 na 

produção de IFN-γ, os esplenócitos estimulados com as LRPs ou com o SLA foram também 

incubados na presença de anticorpos monoclonais anti-CD4, anti-CD8 e anti-IL-12 (BD (Becton, 

Dickinson and Company) na concentração 5 µg/mL (5 µg/well) nos experimentos realizados 

após a infecção desafio. 

 

4.8 – Dosagem de citocinas. 

 
 
 As citocinas IFN-γ, IL-12p70, GM-CSF, IL-4 e IL-10 foram quantificadas por ELISA de 

captura nos sobrenadantes de cultura celular dos esplenócitos, utilizando-se kits específicos 

obtidos junto à Pharmingen, seguindo o protocolo do fabricante. 

 

4.9 – Dosagem de Óxido Nítrico. 

 
 
 A liberação de NO foi determinada pelo método de Griess. Em uma placa de 96 wells 

(Falcon), 100 µL do reagente de Griess foram misturados com 100 µL dos sobrenadantes da 

cultura de esplenócitos. Após incubação durante 10 min. a temperatura ambiente, a absorbância 

foi medida a 540 nanômetros (nm) e comparada a uma curva-padrão de nitrito de sódio 

(NaNO2). 

 

4.10 – ELISA para detecção de IgG total, IgG1 e IgG2a. 

 
 
 As amostras de soro coletadas dos animais imunizados e/ou desafiados foram utilizadas 

para avaliação da resposta humoral. Para tal, placas de 96 wells (Falcon) foram sensibilizadas 

com 2 µg/well das LRPs em tampão carbonato de sódio pH 9.6, overnight e a 4ºC. Após 3 
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lavagens com PBS 1x/Tween 20 0.05%, as placas foram bloqueadas com 2% de caseína por 1 

hora e a 37ºC. Soros dos camundongos diluídos 1:100 em  tampão contendo caseína 0,25% e 

Tween 20 0,05% foram adicionados e a incubação ocorreu por 2 horas  a 37ºC. Em seguida, as 

placas foram lavadas e incubadas com os anticorpos anti-IgG total, anti-IgG1 e anti-IgG2a de 

camundongo, todos marcados com a enzima peroxidase, diluídos a 1:5000 em tampão contendo 

caseína 0,25% e Tween 20 0,05%, por 1 hora e a 37ºC. As placas foram novamente lavadas por 

5 vezes e incubadas com orto-fenilenodiamina (OPD) em tampão citrato-fosfato pH 5.0 e H2O2 

30 volumes, por 30 minutos e ao abrigo da luz. A reação foi interrompida pela adição de ácido 

sulfúrico 2 N e a leitura feita em leitor de ELISA, no comprimento de onda de 492 nm.  

 

4.11 – Carga parasitária. 

 
 
 A avaliação da carga parasitária foi realizada pelo método da diluição limitante no baço e 

fígado dos animais desafiados. A técnica consiste em determinar a maior diluição na qual 

parasitos vivos podem ser visualizados (Coelho et al, 2003). Para tal, um fragmento do baço e 

fígado dos animais foi retirado e pesado. Os tecidos foram, então, macerados em meio de 

Schneider´s completo e os tecidos macerados foram serialmente diluídos em placas de 96 wells. 

A incubação foi feita por 7 dias, a 24ºC e a maior diluição na qual parasitos vivos podiam ser 

visualizados foi determinada pela visualização em um microscópio invertido. 

 

4.12 – Análise estatística. 

 
 
 Os dados foram comparados através do teste t de Student não pareado e os valores de P < 

0,05 foram considerados estatisticamente significantes. 
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5 – Resultados. 

 

5.1 – Produção de Citocinas Induzida pela Imunização de Camundongos BALB/c com 

LRPs Associadas à Saponina. 

 
 

Camundongos BALB/c foram imunizados com LRPs, obtidas da espécie L. infantum, 

associadas ao adjuvante saponina. Os animais experimentais, pertencentes aos grupos PBS, 

Saponina e LRP/Saponina, receberam 3 doses de imunizações em intervalos de 15 dias entre 

elas. Cerca de 30 dias após a última dose, a resposta imune celular e humoral gerada, específicas 

às LRPs ou ao extrato protéico solúvel de L. chagasi (SLA), foram avaliadas, antes da infecção 

desafio. 

A resposta imune celular induzida pelas imunizações foi avaliada pela quantificação das 

citocinas IFN-γ, IL-12p70, GM-CSF, IL-4 e IL-10 nos sobrenadantes de culturas de 

esplenócitos, esses, estimulados com as LRPs ou com o SLA. 

 Na análise da figura 3, pode-se observar que os animais imunizados com LRP/Saponina 

produziram níveis significativamente elevados de IFN-γ, IL-12p70 e GM-CSF, em comparação 

aos grupos controle (PBS e Saponina). Entretanto, quando avaliamos a produção de tais 

citocinas apenas no grupo LRP/Saponina com os diferentes estímulos, observa-se que as LRPs 

foram capazes de estimular uma maior produção de IFN-γ, IL-12p70 e GM-CSF em relação ao 

estímulo com o SLA. 

Nos grupos controle, os níveis encontrados de IFN-γ, IL-12p70 e GM-CSF foram 

reduzidos e não houve diferença significativa na produção dessas citocinas, na presença ou 

ausência dos estímulos.  
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A produção de IL-4 e IL-10 foi também avaliada nos sobrenadantes das culturas dos 

esplenócitos, sendo que não foram encontradas diferenças significativas entre os 3 grupos, após 

a utilização dos estímulos (Figura 4).  

Na análise destes resultados, portanto, pode-se concluir que a imunização de 

camundongos BALB/c com as LRPs associadas à saponina foi capaz de gerar uma resposta 

imune Th1, por meio da produção de citocinas como IFN-γ, IL-12p70 e GM-CSF, verificada 

após o estímulo com as LRPs ou o SLA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



51 

PB
S

Sap
onin

a

LR
P/S

aponin
a

0

500

1000

1500

2000

2500

***

A

+++

IF
N

- γγ γγ
 (

p
g

/m
L

)

PB
S

Saponin
a

LR
P/S

ap
onin

a

0

500

1000

1500

2000

***

B

+

IL
-1

2
 p

7
0

 (
p

g
/m

L
)

 

PB
S

Saponin
a

LR
P/S

ap
onin

a

0

200

400

600

Meio SLA

***

C

LRP

+

G
M

-C
S

F
 (

p
g

/m
L

)

 

Figura 3: Análise da produção de IFN-γγγγ, IL-12p70 e GM-CSF pelos esplenócitos dos camundongos 

imunizados com LRPs associadas à saponina. Cerca de 30 dias após a última imunização, os 

esplenócitos dos camundongos foram estimulados com 50 µg de SLA, 12 µg de LRPs ou não foram 

estimulados (meio) e, posteriormente, incubados por 48 horas a 37ºC e com 5% de CO2. A resposta 

imune celular foi avaliada pela quantificação de IFN-γ (A), IL-12p70 (B) e GM-CSF (C) nos 

sobrenadantes das culturas. Cada barra representa a média e o desvio padrão dos grupos. *** indica P < 

0,0001 no grupo LRP/Saponina em comparação aos grupos controle (PBS e saponina). +++ indica P < 

0,0001 e + indica P < 0,05 após o estímulo de LRPs, quando comparado ao estímulo com SLA, no grupo 

LRP/Saponina. Os experimentos foram repetidos com resultados similares.  
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Figura 4: Análise da produção de IL-4 e IL-10 pelos esplenócitos dos camundongos imunizados 

com LRPs associadas à saponina. Cerca de 30 dias após a última imunização, os esplenócitos dos 

camundongos foram estimulados com 50 µg de SLA, 12 µg de LRPs ou não foram estimulados (meio) e, 

posteriormente, incubados por 48 horas a 37ºC e com 5% de CO2. A resposta imune celular foi avaliada 

pela quantificação de IL-4 (A) e IL-10 (B) no sobrenadante das culturas. Cada barra representa a média e 

o desvio padrão dos grupos. Os experimentos foram repetidos com resultados similares. 
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5.2 – Produção de Anticorpos Induzida pela Imunização de Camundongos BALB/c com 

LRPs Associadas à Saponina. 

 
 

Um indicativo da geração de uma resposta imune Th1 ou Th2, em camundongos 

BALB/c, diz respeito à produção dos isotipos IgG1 e IgG2a. Citocinas secretadas por células do 

sistema imune tais como linfócitos T, atuam sobre linfócitos B induzindo à mudança de isotipos 

dos anticorpos IgGs produzidos por tais células. Nesta linhagem de camundongo, a citocina IL-4 

induz, preferencialmente, a produção de IgG1, enquanto que o IFN-γ induz a produção de IgG2a 

(Coffman, 1993). 

 Sendo assim, a produção de anticorpos pelos camundongos imunizados com as LRPs 

associadas à saponina e dos grupos controle foi avaliada para a verificação do perfil de isotipos 

de IgGs gerados frente às LRPs. 

 Pode-se observar, na análise da figura 5, que no grupo imunizado com LRP associadas à 

saponina a produção de IgG total, IgG1 e IgG2a anti-LRPs foi maior em relação aos grupos 

controle. Pode-se verificar também que a produção de IgG2a anti-LRP foi significativamente 

maior em relação aos níveis de IgG1 anti-LRPs, no grupo LRP/Saponina. 
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Figura 5: Análise da produção de IgG total, IgG1 e IgG2a pelos camundongos imunizados com 

LRPs associadas à saponina. Cerca de 30 dias após a última imunização, os soros dos camundongos 

foram coletados e analisados para a produção de anticorpos IgG total (A), IgG1 e IgG2a (B) anti-LRPs. 

Cada barra representa a média e o desvio padrão dos grupos. *** indica P < 0,0001 e * indica P < 0,05 

no grupo LRP/Saponina, em comparação aos grupos controle. ++ indica P < 0,001 quando comparados a 

produção de IgG1 e IgG2a no grupo LRP/Saponina. Os experimentos foram repetidos com resultados 

similares. 
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5.3 – Avaliação da Carga Parasitária nos Camundongos após as Imunizações e a Infecção 

Desafio com L. chagasi. 

 
 

 Para avaliar a eficácia de proteção decorrente da imunização com LRPs associadas à 

saponina, os camundongos foram infectados com 1 x 105 formas promastigotas em fase 

estacionária de crescimento de L. chagasi, que foram inoculadas no coxim plantar direito dos 

animais e pela via subcutânea.  

 Na avaliação da carga parasitária, cerca de oito semanas após a infecção, o baço e fígado 

dos animais foram coletados e avaliados para detecção dos parasitos, por meio da técnica de 

diluição limitante. É considerado um método sensível, que permite a detecção de uma carga de 

parasitos cerca de 50 a 100 vezes menor em relação à carga mínima detectada pela técnica de 

coloração de cortes histológicos ou de aspirados de tecidos (Buffet et al., 1995). 

 Na análise dos resultados, pode-se observar que a carga de parasitos observada no baço e 

fígado dos animais imunizados com LRP/Saponina foi significativamente menor em relação aos 

grupos controle, indicando que tais animais apresentavam-se protegidos contra a infecção. 

Houve uma redução de, aproximadamente, 85% na carga parasitária dos animais imunizados 

com LRP/saponina em relação ao grupo PBS (Figura 6). Portanto, a imunização de 

camundongos BALB/c com as LRPs associadas à saponina foi capaz de conferir proteção 

significativa contra a infecção desafio com L. chagasi.  
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Figura 6: Carga parasitária no fígado e baço dos camundongos imunizados e após a infecção 

desafio com L. chagasi. Cerca de 30 dias após a última imunização, os camundongos foram infectados 

com 1 x 105 formas promastigotas em fase estacionária de crescimento de L. chagasi por via subcutânea. 

Cerca de oito semanas após o desafio, a carga parasitária foi avaliada pelo método da diluição limitante 

no fígado e baço dos animais dos grupos PBS, Saponina e LRP/Saponina. Cada barra representa a média 

e o desvio padrão dos grupos. * indica P < 0,05 no grupo LRP/Saponina, quando comparado aos grupos 

controle. Os experimentos foram repetidos com resultados similares. 
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5.4 – Produção de Citocinas pelos Camundongos Após as Imunizações e a Infecção Desafio 

com L. chagasi. 

 
 

Pela avaliação da carga parasitária, verificou-se que a imunização de camundongos 

BALB/c com as LRPs purificadas de L. infantum associadas à saponina foi capaz de induzir 

proteção contra a infecção desafio com L. chagasi. Portanto, para determinar os parâmetros 

imunológicos associados a essa proteção, a resposta imune celular foi avaliada cerca de oito 

semanas após o desafio. As citocinas IFN-γ, IL-12p70, GM-CSF, IL-4 e IL-10 foram novamente 

dosadas nos sobrenadantes das culturas de esplenócitos, após seu estímulo com as LRPs ou com 

o SLA.  

 Os animais do grupo LRP/Saponina, que apresentaram carga parasitária no baço e fígado 

significativamente menor que os controles, produziram níveis elevados de IFN-γ, IL-12p70 e 

GM-CSF, quando comparados com os grupos PBS e Saponina. Os níveis de tais citocinas foram 

elevados tanto após o estímulo com as LRPs quanto com o SLA (Figura 7). Dessa forma, os 

resultados indicam que a proteção dos animais correlacionou-se com a indução de uma resposta 

imune Th1.  

 Quando analisamos o nível destas citocinas após os estímulos com as LRPs ou com o 

SLA antes e após o desafio experimental no grupo imunizado com LRP/Saponina, podemos 

verificar que, após o estímulo com SLA, a produção de IFN-γ, IL-12p70 e GM-CSF foi maior 

em relação à produção observada antes do desafio, indicando que os animais foram capazes de 

desenvolver um resposta imune específica contra o parasito. 

Com o intuito de verificar a participação de células T CD4+ e CD8+ na produção de IFN-

γ e a dependência de IL-12 nessa produção, esplenócitos dos animais do grupo LRP/Saponina, 

estimulados com as LRPs ou com o SLA, foram cultivados na presença de anticorpos 

monoclonais anti-IL-12, anti-CD4 e anti-CD8.   
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Podemos observar, na figura 8, que a produção de IFN-γ foi significativamente reduzida 

na presença dos anticorpos monoclonais, indicando que a produção de tal citocina ocorreu por 

ambos os tipos celulares e, em ambos os casos, houve a dependência da IL-12.  

Entretanto, quando analisamos estatisticamente a produção de IFN-γ na presença do 

anticorpo monoclonal anti-CD4 em relação ao monoclonal anti-CD8, verificamos que neste 

último a produção foi maior do que na presença de anti-CD4 (Figura 8). Assim, aparentemente, a 

maior produção de IFN-γ parece estar ocorrendo via células T CD4+ nos animais imunizados e 

desafiados. 

A produção de IL-4 e IL-10 no grupo LRP/Saponina foi reduzida em relação aos grupos 

controle, após o estímulo com o SLA (Figura 9). Assim, a proteção observada nesse grupo pode 

também ser relacionada a uma baixa produção de citocinas relacionadas à resposta imune Th2. 

Por outro lado, os animais dos grupos PBS e Saponina, que apresentaram elevada carga 

parasitária e baixos níveis de IFN-γ, IL-12p70 e GM-CSF, produziram níveis significativamente 

elevados de IL-4 e IL-10 após o estímulo com o SLA, indicando que a resposta imune Th2 

exacerbada estava relacionada à suscetibilidade à infecção nestes animais.  

Dessa forma, pode-se concluir que a proteção efetuada pela imunização com 

LRP/Saponina nos camundongos BALB/c contra a infecção desafio com L. chagasi foi 

relacionada à indução de uma resposta imune Th1, com a participação de citocinas como IFN-γ, 

IL-12p70 e GM-CSF e que a produção de IFN-γ se deu por ambos os tipos celulares CD4+ e 

CD8+ e foi dependente de IL-12. 
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Figura 7: Análise da produção de IFN-γγγγ, IL-12 e GM-CSF pelos esplenócitos dos camundongos 

imunizados e desafiados. Após 30 dias da última dose dos imunógenos, os camundongos foram 

desafiados com 1 x 105 formas promastigotas em fase estacionária de L. chagasi e a resposta celular 

foi avaliada cerca de oito semanas após o desafio. A produção de IFN-γ (A), IL-12p70 (B) e GM-CSF 

(C) nos sobrenadantes das culturas de esplenócitos foi avaliada após os estímulos com 50 µg de SLA, 

12 µg de LRPs L. infantum ou sem estímulo (meio). Cada barra representa a média e o desvio padrão 

dos grupos de camundongos. *** indica P < 0,0001 no grupo LRP/Saponina em comparação aos 

grupos controle de acordo com o estímulo. Os experimentos foram repetidos com resultados similares. 
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Figura 8: Avaliação da produção de IFN-γγγγ por camundongos imunizados e desafiados com L. 

chagasi na presença de anticorpos anti-CD4, anti-CD8 e anti-IL-12. Após 30 dias da última dose 

de imunógenos, os camundongos foram desafiados com 1 x 105 formas promastigotas em fase 

estacionária de L. chagasi e, cerca de oito semanas após, a produção de IFN-γ foi avaliada após os 

estímulos com 50 µg de SLA, 12 µg de LRPs L. infantum ou sem estímulo (meio) na presença de 

anticorpos monoclonais anti-CD4, anti-CD8 e anti-IL-12.Cada barra representa a média e o desvio 

padrão dos grupos de camundongos. * indica P < 0,05 quando comparados aos grupos anti-CD4 e 

anti-IL-12. Os experimentos foram repetidos com resultados similares. 
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Figura 9: Análise da produção de IL-4 e IL-10 pelos esplenócitos dos camundongos imunizados e 

desafiados. Após 30 dias da última dose de imunógenos, os camundongos foram desafiados com 1 x 

105 formas promastigotas em fase estacionária de L. chagasi e a resposta celular foi avaliada cerca de 

oito semanas após o desafio. A produção de IL-4 (A) e IL-10 (B) nos sobrenadantes de esplenócitos 

foi avaliada após os estímulos de 50 µg de SLA, 12 µg de LRPs L. infantum ou sem estímulo (meio). 

Cada barra representa a média e o desvio padrão dos grupos de camundongos. *** indica P < 0,0001 

no grupo LRP/Saponina em comparação aos grupos controle de acordo com o estímulo. Os 

experimentos foram repetidos com resultados similares. 
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5.5 – Produção de Anticorpos pelos Camundongos Após as Imunizações e a Infecção 

Desafio com L. chagasi. 

 
 
 Na avaliação da produção de anticorpos após a infecção desafio, pode-se observar que 

os animais imunizados com LRPs associadas à saponina apresentaram uma maior produção 

de anticorpos IgG total anti-LRPs, quando comparados aos níveis obtidos nos  grupos 

controle (Figura 10A). Quando avaliamos os isotipos de IgG neste grupo (LRP/Saponina), 

verificamos que a produção de anticorpos IgG2a anti-LRPs foi significativamente maior do 

que os níveis obtidos de anticorpos IgG1 anti-LRPs (Figura 10B). Tal fato pode indicar que, 

em tal grupo, houve a predominância de resposta imune tipo Th1. Nos grupos controle, 

podemos observar uma produção similar de IgG1 e IgG2a anti-LRPs. 

 Quando comparamos a produção de IgG total antes e após o desafio dos animais, 

verificamos que ocorre um aumento na produção de anticorpos IgG anti-LRPs nos 3 grupos 

estudados. O mesmo aumento foi observado com os isotipos IgG1 e IgG2a anti-LRPs. 

 Concluímos assim que a resposta humoral desenvolvida nos animais imunizados, nos 

quais houve maior predominância do isotipo IgG2a anti-LRPs, é mais um indicativo da 

indução de uma resposta tipo Th1, que pode estar relacionada à proteção contra a infecção. 

Os níveis de anticorpos IgG total, IgG1 e IgG2a anti-SLA nos animais imunizados 

e/ou desafiados foram também avaliados, sendo que nos animais que foram imunizados com 

LRP/Saponina houve maior produção de IgG2a anti-SLA em relação aos níveis detectados de 

IgG1. Já nos grupos PBS e saponina a proporção observada entre os isotipos foi inversa. 

Entretanto, pelos baixos valores de leituras de absorbâncias encontradas, de maneira geral, 

esses dados foram omitidos da redação final deste trabalho. 
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Figura 10: Análise da produção IgG total, IgG1 e IgG2a anti-LRPs pelos camundongos 

imunizados e desafiados. Após 30 dias da última dose de imunógenos, os camundongos foram 

desafiados com 1 x 105 formas promastigotas em fase estacionária de L. chagasi e a resposta humoral 

foi avaliada cerca de oito semanas após o desafio. A presença de IgG total (A) e IgG1 e IgG2a (B) 

anti-LRPs foi avaliada no soro dos animais. Cada barra representa a média e o desvio padrão dos 

grupos de camundongos. *** indica P < 0,0001 no grupo LRP/Saponina em comparação aos grupos 

controle e +++ indica P <  0,0001 para IgG2a em relação a IgG1 no grupo LRP/Saponina. Os 

experimentos foram repetidos com resultados similares. 
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5.6 – Avaliação da Produção de Nitrito pelos Camundongos Após as Imunizações e a 

Infecção Desafio com L. chagasi. 

 
A produção de NO pode indicar a ativação do mecanismo leishmanicida dos 

macrófagos e a posterior resolução da infecção. A produção de NO pode ser detectada através 

da liberação de nitrito (NO2
-), que é um produto final oxidativo do NO. Neste trabalho, a 

produção de nitrito foi avaliada pelo método de Griess nos sobrenadantes de cultura dos 

esplenócitos.  

 Podemos observar que no grupo LRP/Saponina a produção de nitrito foi 

significativamente maior em relação à observada nos grupos controle (Figura 11). Assim, 

conclui-se que a carga parasitária reduzida nos animais imunizados pode ter sido devida à 

ativação dos macrófagos por citocinas secretadas durante a ativação de resposta Th1, que 

produziram NO, provocando a eliminação dos parasitos. 
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Figura 11: Análise da produção de nitrito pelos esplenócitos dos camundongos imunizados e 

desafiados. Após 30 dias da última dose de imunógenos, os camundongos foram desafiados com 1 x 

105 formas promastigotas em fase estacionária de L. chagasi e a produção de nitrito foi avaliada cerca 

de oito semanas após o desafio. A produção foi avaliada sob estímulos com 50 µg de SLA ou não-

estimuladas (meio). Cada barra representa a média e o desvio padrão dos grupos de camundongos. *** 

indica P < 0,0001 no grupo LRP/Saponina em comparação aos grupos controle de acordo com o 

estímulo. Os experimentos foram repetidos com resultados similares. 
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6 – Discussão. 

 
 

As leishmanioses são doenças endêmicas em cerca de 88 países e a incidência é de 

aproximadamente 2 milhões de novos casos a cada ano 

(http://www.who.int/leishmaniasis/burden/magnitude/burden_magnitude/en/index.html). 

Como o tratamento ainda é considerado insatisfatório, com muitos efeitos colaterais e 

ainda há o desenvolvimento de resistência dos parasitos aos fármacos utilizados, uma vacina 

profilática seria uma alternativa interessante para o controle da doença. 

 Neste trabalho, observou-se que a imunização de camundongos BALB/c com LRPs 

obtidas da espécie L. infantum associadas ao adjuvante saponina, foi capaz de induzir uma 

resposta imune do tipo Th1 com a produção das citocinas IFN-γ, IL-12p70 e GM-CSF. A 

resposta imune induzida foi capaz de proteger os animais contra o desafio, uma vez que foi 

verificada a redução significativa da carga parasitária no baço e fígado dos mesmos. A 

redução do número de parasitos nos camundongos protegidos ocorreu, possivelmente, pela 

ativação dos mecanismos leishmanicidas dos macrófagos, via produção de NO.  

 Diversos estudos sobre a imunologia da LV mostram que a produção de IL-12 por 

células apresentadoras de antígenos e de IFN-γ por linfócitos T é necessária para o controle da 

infecção. Segundo Lehmann et al (2000), linhagens de camundongos resistentes à infecção 

por L. donovani produzem níveis elevados de IFN-γ, quando comparadas às linhagens 

suscetíveis (Lehmann et al., 2000). Além disso, o IFN-γ foi relacionado à infecção 

assintomática ou subclínica em crianças com LV (Carvalho et al., 1992).  

No presente trabalho, a produção de IFN-γ foi dependente de IL-12, como mostrado 

pela utilização de anticorpo monoclonal anti-IL-12, assim como pelos elevados níveis de IL-

12p70 que foram detectados nos sobrenadantes da cultura de esplenócitos dos camundongos 

protegidos.   
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A IL-12 já foi utilizada como adjuvante em estudos vacinais contra espécies de 

Leishmania (Coelho et al., 2003; Tewary et al., 2006) e também no tratamento de 

camundongos infectados, nos quais observou-se uma redução da carga parasitária (Murray & 

Hariprashad, 1995). 

A indução de um fenótipo de resistência contra a infecção por Leishmania requer, 

possivelmente, a participação conjunta de populações de células T CD4+ e CD8+, ambos 

contribuindo na produção de IFN-γ (Herath et al., 2003). Neste trabalho, verificou-se que a 

produção de IFN-γ ocorreu com a participação de células T CD4+ e CD8+. Também na 

proteção conferida pela proteína gp63 em lipossomos contra a infecção com L. donovani, foi 

verificada a participação de ambos os tipos celulares (Bhowmick et al., 2008). Portanto, tanto 

células CD4+ quanto células CD8+ parecem ser importantes para o controle da infecção.  

A IL-12, citocina secretada por células apresentadoras de antígenos, atuam nas células 

T helper precursoras e induzem as mesmas a se diferenciarem em células Th1. Tais células 

então podem secretar IFN-γ, que induz, nas células parasitadas, a expressão da enzima iNOS 

que, por sua vez, metaboliza a L-arginina e induz a produção de NO, essencial para a morte 

dos parasitos fagocitados  (Melby, 2002). Observou-se nesse trabalho que o grupo de 

camundongos que apresentou carga parasitária reduzida foi capaz de produzir níveis elevados 

de nitrito em relação aos grupos controle. 

Após a infecção desafio, no grupo LRP/Saponina, os níveis de IL-4 e IL-10 foram 

reduzidos enquanto nos grupos controle, essa produção foi elevada após o estímulo com o 

SLA.  

A produção de IL-10 está intimamente relacionada com a progressão da LV. Segundo 

Murphy et al. (2001), camundongos BALB/c IL-10-/-  foram resistentes à infecção com L. 

donovani (Murphy et al., 2001). Na avaliação de diferentes linhagens de camundongos 

infectados por L. donovani, aquelas suscetíveis produziram níveis elevados de IL-10 em 
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relação aos resistentes (Lehmann et al., 2000) e estudos em humanos detectaram níveis 

elevados de mRNA para IL-10 em pacientes com LV sintomática (Karp et al., 1993).  

A principal ação da IL-10 sobre o sistema imune, que favorece a progressão da 

doença, pode estar relacionada à desativação de macrófagos, pela inibição da produção de NO 

(Vouldoukis et al., 1997). Esse último fato está em concordância com nosso estudo, no qual 

os camundongos não-protegidos não produziram NO. 

Entretanto, a participação de IL-4 na progressão da LV ainda é controversa. A maior 

produção de IL-4 ocorreu ao mesmo tempo em que houve um número elevado de parasitos 

em camundongos infectados (Saha et al., 1993). A IL-4 também inibiu a atividade 

leishmanicida de macrófagos humanos (Vouldoukis et al., 1997). Contudo, já foi mostrada a 

importância de IL-4 para a maturação do granuloma (Stager et al., 2003) e para a cura 

associada com a quimioterapia (Alexander et al., 2000). Neste último estudo, foi avaliado o 

tratamento em camundongos BALB/c IL-4-/- e IL-4+/+ infectados com L. donovani por meio 

do uso do estibogluconato de sódio. Os camundongos IL-4-/- não responderam ao tratamento e 

houve a produção prejudicada de IFN-γ (Alexander et al., 2000). Além disso, a neutralização 

da IL-4 endógena não foi associada com a redução da carga parasitária em camundongos 

BALB/c, apesar da supressão verificada da resposta imune Th2 (Lehmann, et al., 2000). 

Os estudos vacinais contra LV com a avaliação da produção de IL-4 também são 

contraditórios. A proteção fornecida pela imunização de camundongos BALB/c com DNA 

codificador da proteína A2 ou com a proteína gp63 associada a lipossomos estava relacionada 

à produção reduzida de IL-4 (Zanin et al., 2007; Bhowmick et al., 2008). No entanto, em 

outro trabalho, a proteção fornecida pela imunização com antígenos de L. amazonensis foi 

associada à produção elevada de IL-4 (Vilela et al., 2007).  

A proteção e suscetibilidade à infecção por espécies causadoras de leishmanioses 

também pode ser associada à presença dos isotipos IgG2a e IgG1, respectivamente.  A ação 
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de linfócitos T pode regular a troca de isotipo nos linfócitos B. A presença de IL-4 nos 

primeiros 2 a 3 dias após a ativação das células B aumenta a troca de isotipo para IgG1. 

Similarmente, o IFN-γ estimula a troca para IgG2a. Esses fatores são antagônicos, pois o IFN-

γ pode inibir a troca para IgG1 e a IL-4, por sua vez, pode inibir a troca para IgG2a (Coffman, 

1993). Em nosso trabalho, encontramos que no grupo LRP/Saponina houve a predominância 

do isotipo IgG2a sobre IgG1, podendo este resultado ser usado como marcador de indução de 

reposta Th1. Já foi verificado que camundongos BALB/c infectados com L. infantum 

produziram predominantemente IgG1 (Carrión et al., 2006) e em pacientes resistentes ao 

tratamento com antimoniais, uma baixa produção de IgG2 e uma produção elevada de IgG1 

foram encontradas (Saha et al., 2006). 

Alterações na hematopoiese são comumente associadas às infecções por vírus, 

bactérias e protozoários. Em infecções por Leishmania, a hematopoiese parece estar 

acelerada. Citocinas como GM-CSF, IL-3 e M-CSF são responsáveis por regular a 

proliferação e diferenciação de células mielóides (Cotterell et al., 2000). 

Em nossas análises, a proteção dos camundongos do grupo LRP/Saponina estava 

relacionada também com uma produção aumentada de GM-CSF. 

Contudo, a produção de GM-CSF durante a infecção por Leishmania apresenta 

resultados controversos. Macrófagos de camundongos BALB/c suscetíveis secretaram altos 

níveis de GM-CSF durante a infecção ativa com L. amazonensis, quando comparados aos 

macrófagos de camundongos resistentes C57BL/10 (Soares & Barcinski, 1992). GM-CSF 

recombinante, injetado em camundongos BALB/c infectados com L. major, induziu também a 

uma exacerbação significantiva da lesão (Greil et al.,1988).   

Analisando camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados com L. major, foi observado 

que nos camundongos resistentes ocorreu um aumento de GM-CSF (Saha et al., 1999). Em 

camundongos infectados com L. donovani e posteriormente tratados com GM-CSF, houve 
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uma redução da carga parasitária. A redução do número de parasitos no fígado desses animais 

foi acompanhada pelo aumento do número de neutrófilos e monócitos na circulação, pelo 

influxo de células mielo-monocíticas e sua acumulação no tecido infectado (Murray et al. 

1995). Macrófagos derivados de monócitos humanos, pré-tratados com rGM-CSF, foram 

capazes de inibir a replicação dos parasitas internalizados, sugerindo que esta citocina é um 

ativador de macrófagos (Weiser et al., 1987).   

 GM-CSF também apresentou propriedades adjuvantes em associação com antígenos 

de Leishmania na imunoterapia de paciente com LMC resistente aos tratamentos 

convencionais. Todas as lesões do paciente foram resolvidas sem recorrência durante 2 anos 

(Badaro et al., 2001). O uso de rGM-CSF humano administrado em indivíduos com uma 

vacina derivada de L. amazonensis, denominada de Leishvacin, induziu a uma maior 

produção de IFN-γ em relação ao grupo controle do experimento (Follador et al., 2002). 

 Neste trabalho, a proteção dos camundongos foi decorrente da imunização com LRPs 

associadas à saponina, essa, considerada um forte indutor de resposta imune Th1.  

Saponinas são esteróides ou glicosídeos triterpenóides encontradas em plantas 

selvagens ou cultivadas, dentre elas Q. saponaria, animais marinhos inferiores e algumas 

bactérias. São glicosídeos tensoativos que contem um núcleo hidrofóbico de estrutura 

triterpenóide com cadeias de carboidratos ligadas ao núcleo (Rajput et al., 2007). 

 Os extratos de Q. saponaria, como adjuvantes, foram inicialmente descritos na década 

de 1930 (Sun et al., 2009). Enquanto é adequada para uso veterinário, a saponina ainda não 

pode ser utilizada em humanos por possuir alguns efeitos tóxicos, principalmente hemolíticos, 

que podem ser reduzidos através de remoção química de porções glicídicas (Palatnik-de-

Sousa et al., 2004). A capacidade de QuilA e QS-21 (frações do extrato de Q. saponaria) de 

estimular a resposta imune Th1 e linfócitos T citolíticos, a torna ideal para uso contra 

patógenos intracelulares (Sun et al., 2009). 
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 Em vários estudos de proteção contra leishmaniose murina, a saponina está sendo 

usada como adjuvante. Os antígenos FML, NH36 recombinante e gp63 associados à saponina 

forneceram proteção contra o desafio com L. donovani, relacionada com a indução de uma 

reposta imune Th1 (Palatnik-de-Sousa et al., 2004 ; Aguilar-Be at al., 2005 ; Paraguai-de-

Sousa et al., 2001).  

Além dos estudos em modelo murino, a utilização de saponina na proteção contra 

leishmaniose visceral canina também está sendo avaliada. A proteína A2, administrada em 

cães juntamente com saponina, induziu proteção nestes animais, que foi correlacionada com 

níveis elevados de IFN-γ (Fernandes et al., 2008). 

   As LRPs têm sido avaliadas em outros estudos como antígenos vacinais nas 

leishmanioses. Estas proteínas, purificadas da espécie L. major, quando administradas com o 

adjuvante ODN-CpGs, foram capazes de fornecer proteção contra desafio com essa mesma 

espécie, tanto em camundongos BALB/c quanto em C57BL/6, que foram submetidos a dois 

modelos de infecção: subcutânea (com inóculo com número elevado de formas promastigotas 

em fase estacionária) e intradérmica (com um número reduzido de promastigotas 

metacíclicas), respectivamente (Iborra et al.,  2008). Em concordância com os dados do 

presente trabalho, a proteção contra L. major também foi devida à indução de resposta Th1, 

com elevada produção de IFN-γ e reduzida produção de IL-4 e IL-10 (Iborra et al., 2008). 

Ainda, recentemente, LRPs de L. infantum foram também avaliadas para o diagnóstico 

da LV canina e os resultados demonstraram que as mesmas apresentam-se adequadas para o 

reconhecimento de cães com a doença sintomática, assintomática e oligossintomática, seja 

infectados por L. infantum ou L. chagasi (Coelho et al., 2009).  
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7 – Conclusões. 

 

1- A imunização de camundongos BALB/c com LRPs purificadas de L. infantum associadas à 

saponina foi capaz de induzir a produção de níveis elevados de IFN-γ, IL-12p70 e GM-CSF e 

a uma baixa produção de IL-4 e IL-10. A produção do isotipo IgG2a anti-LRP no grupo 

vacinado foi significativamente maior em relação ao isotipo IgG1 anti-LRP. 

 

2- Após a infecção desafio com a espécie L. chagasi, observou-se que a imunização com 

LRP/saponina foi capaz de conferir redução significativa da carga parasitária no baço e fígado 

dos animais.  

 

3- Os animais imunizados e desafiados apresentaram a manutenção de uma resposta imune 

Th1, verificada pela produção elevada de IFN-γ, IL-12p70 e GM-CSF, a uma baixa produção 

de IL-4 e IL-10 e maior produção de IgG2a. 

 

4- O perfil de resposta imune gerado pela imunização com as LRPs associada à saponina, que 

conferiu proteção aos animais, foi baseado na produção de IFN-γ dependente de IL-12, tanto 

por linfócitos T CD4+ quanto por linfócitos T CD8+. 

 

 

 

 

 

 

 



73 

8 – Perspectivas. 

 
 

1- Avaliação de outros adjuvantes e outras linhagens de camundongos. 

 

2- Avaliação vacinal das LRPs contra outras espécies de Leishmania. 

 

3- Identificação das proteínas mais importantes dentro do complexo protéico das LRPs 

para a composição vacinal. 

 

4- Purificação de LRPs de outras espécies de Leishmania e estudo da homologia protéica 

entre elas. 
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