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ABSTRACT. 

 

This work concerns with the aim of to isolate antigens from a vaccine against 

American Tegumentar Leishmaniasis (ATL), of long storage time (Leishvacin


). These 

vaccines present high grade of degradation upon storage, but are able to protect human 

individuals against ATL; some after have been storage by many years.  

Antigens were isolated from polyvalent vaccine (PI antigen) and from monovalente 

ones of the strain Leishmania amazonensis (P8 antigen), by two fractionating methods 

(dialysis and chromatography). PI and P8 antigens, isolated by chromatographic methods, 

are molecules of highly molecular weight, formed by complexes aggregation phenomena 

involving low molecular weight molecules. Both antigens display specific reactivity against 

sera from American humans and dogs suffering of visceral leishmaniasis (AVL). These 

antigens not showed cross-reactivity with sera from individuals with other forms of the 

leishmaniasis or disease related ones. Not cross-reactivity between PI and P8 antigens with 

sera of healthy humans or healthy dogs was observed, indicating that these antigens could 

be used in diagnostic assays to leishmaniasis. Chemical analysis showed that PI and P8 

antigens are sensible to sodium dodecyl sulphate, periodic acid and 2-mercaptoethanol 

treatment, being that two latter chemicals agents abolish the reactivity of these antigens 

with AVL sera. All these treatments deaggregate the molecular structure of PI and P8 

antigens, but by different mechanisms. Chemical and analytical methods discarded the 

presence of any moiety protein or nucleic acids ones in the structure of these antigens. 

However, carbohydrate was detected by chemical or analytical analysis as some major 

component of PI and P8 antigens. The antigens PI and P8 isolated of vaccines against ATL 
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are, therefore, antigenic aggregates formed by the aggregation of small saccharides or 

oligosaccharides. These antigens are composed plausibly by glucose, galactose, manose, 

and by some forms of saccharide derivatives (phosphate, sulpho and amino sugars).  

The results of this study indicates early changes in molecular composition of the 

vaccines against ATL (Leishvacin


), independent of the storage. Among these changes are 

relevant: i) the high degradation grade of the molecules initially present in vaccine, ii) 

formation of high molecular structures by aggregations phenomena, iii) recognizing of 

these antigenic aggregates specifically by sera to AVL patients and dogs but not by ATL 

sera from ones, iv) these antigenic aggregates are essentially constituted by carbohydrates.   
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I. INTRODUÇÃO. 
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I.1. A Leishmania e as Leishmanioses. 

As leishmanioses constituem um amplo espectro de doenças causadas por 

protozoários parasitos do gênero Leishmania (Kinetoplastida: Trypanossomatidae). A 

doença se estabelece após a picada dos hospedeiros vertebrados pelos insetos 

flebotomíneos (Diptera: Psychodidae), o hospedeiro invertebrado do parasito. Estas 

doenças ocorrem em praticamente todos os continentes, sendo conhecidas diferentes formas 

clínicas da doença, causadas por diferentes espécies do parasito. Os sintomas da doença 

variam desde a lesões cutâneas deformantes, que podem ser únicas ou dispersas pela pele 

do hospedeiro vertebrado, características da forma tegumentar ou cutânea da doença 

(LTA), lesões mutilantes de mucosas típicas da forma mucocutânea da doença e, 

finalmente, lesões  de órgãos internos como baço e fígado principalmente, características da 

forma visceral da doença (LVA). Esta última forma da doença é letal em boa parte dos 

casos. Entre os hospedeiros vertebrados que podem contrair a leishmaniose, o homem e o 

cão são os mais relevantes (ADLER 1964, ZUCKERMAN 1975, PEARSON et al.1983).  

A importância das leishmanioses tem crescido em todo o mundo e estima-se que 

cerca de 400 milhões de pessoas correm risco de contrair a doença, sendo que 12 milhões 

de pessoas já se encontram infectadas (WHO 1998).  A Leishmaniose Tegumentar ocorre 

em todos os continentes excetuando-se a Austrália e a Antártica. Nas Américas é 

encontrada desde o México até a Argentina e  ocorrem cerca de 400000 casos anuais da 

LTA segundo dados da Organização Mundial de Saúde (OMS). A forma visceral da doença 

é endêmica na África, Ásia, América do Sul e Bacia do Mediterrâneo, onde 98% dos casos 

não tratados terminam em morte do paciente. Apenas no sudoeste do Sudão cerca de 10% 

da população morreu vítima da leishmaniose visceral nos últimos anos (DAVIDSON 
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1998). A leishmaniose constitui-se numa das mais importantes zoonoses atualmente, sendo 

considerada uma das doenças emergentes no mundo. Estima-se que 1/10 da população 

mundial está em risco de contrair a infecção por Leishmanias, sendo que, na maioria das 

áreas endêmicas para esta doença a incidência vêm tendo uma tendência ao crescimento. 

(BERMAN 1988, JAFFE & GREENBLAT 1991, LYNDEN et al. 2001).  

 Várias espécies de Leishmanias estão associadas às diferentes formas clínicas da 

doença, havendo também uma distribuição diferencial das espécies do parasito nos 

continentes onde a doença ocorre. Nas Américas a forma tegumentar da doença é atribuída 

a infecções por L. mexicana e L. brasiliensis, esta última sendo também responsável pelos 

casos da forma mucocutânea, enquanto que no Velho Mundo tal forma da doença é causada 

por parasitos das espécies Leishmania major, Leishmania tropica e Leishmania aethiopica, 

sendo esta última espécie responsável pela forma mucocutânea. No Velho Mundo a forma 

visceral é causada principalmente por parasitos da espécie L. donovani, enquanto que no 

Novo Mundo tal forma da doença é atribuída a infecções por parasitos das espécies 

Leishmania chagasi e L. donovani. Existem ainda outras espécies do parasito causadoras da 

doença como L. infantum, L. amazonensis, L. guianensis, L. tarentolae e L. enrietti, 

havendo uma tendência em se agrupar as diferentes espécies segundo a forma clínica da 

doença que causam e a sintomatologia pertinente a cada caso (DORAN & HERMAN 1981, 

FRANCK et al. 1985, PETERS & KILICK-KENDRICK 1987, GROGL et al.1987, 

PUENTES et al. 1988, SARAIVA 1988, BERMAN 1988). 

Além de constituir-se numa das principais doenças endêmicas nos últimos anos, os 

efeitos da infecção na população humana com parasitos do gênero Leishmania têm 

assumido papel relevante, quando em combinação com os efeitos de outras doenças, 

sobretudo as complicações decorrentes da coinfecção de pacientes aidéticos com 
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leishmanioses. Com a disseminação do vírus da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida 

Humana (AIDS), casos de coinfecção com leishmaniose visceral tem aumentado, sendo que 

manifestações incomuns da doença tem ocorrido. Reativações da doença em pacientes 

previamente curados ou em pacientes assintomáticos ocorrem com freqüência. Mais crítico 

ainda, pacientes coinfectados com parasitos do gênero Leishmania e com o vírus da AIDS 

são freqüentemente resistentes ao tratamento e têm acelerada a progressão tanto da AIDS 

quanto da própria leishmaniose. Também é freqüente a evolução de outras formas clínicas 

da leishmaniose para a forma visceral da doença, sendo que esta forma clínica é letal na 

maioria dos casos (LOPEZ-VELEZ et al. 1998, AMBROISE-THOMAS 2000, PINTADO 

et al. 2001). 
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I.2. O parasito, os hospedeiros e a resposta imunológica. 

As Leishmanias apresentam três formas distintas em seu ciclo biológico, duas 

flageladas e uma não flagelada. A forma infectante para os vertebrados é a forma flagelada 

promastigota metacíclica, que é introduzida no hospedeiro vertebrado pela picada do inseto 

vetor flebotomíneo. Esta forma penetra nas células da linhagem monocítica, sobretudo no 

macrófago, diferenciando-se então na forma não flagelada denominada amastigota, forma 

esta que é parasita obrigatória do macrófago. Dados clínicos revelam que fatores ligados ao 

vetor, ao parasita e ao hospedeiro, definem em conjunto, a evolução da infecção e  as 

dificuldades em se controlar o avanço da doença (SACKS & PERKINS 1984, SACKS & 

PERKINS 1985, SACKS et al. 1985, DA SILVA & SACKS 1987, HOWARD et al. 1987). 

 Dois fatores principais respondem pela dificuldade do sistema imune em controlar a 

progressão da leishmaniose: a grande diversidade de espécies do parasito capazes de causar 

a doença, e a ausência de uma resposta imunológica celular contra a Leishmaniose. Após a 

penetração, a leishmania sobrevive e multiplica-se no macrófago, sendo que a ativação 

destas células constitui importante mecanismo efetor no combate ao parasito (MOSSER & 

ROSENTHAL 1993, JAMES & NACY 1993). A ativação dos macrófagos requer ainda a 

participação de fatores solúveis liberados por linfócitos T (LT) ativados. Macrófagos 

peritoneais de camundongos, ativados in vitro com interferon- (IFN-) e lipopolissacáride 

(LPS), são capazes de destruir o parasito através da produção maciça de óxido nítrico 

(REED & SCOTT 1993, STOUT 1993 e LIEW & O‟DONNELL 1993). A habilidade do 

parasito em resistir aos efeitos tóxicos do macrófago ativado constitui um dos eventos 

responsáveis pela ausência de uma imunidade protetora no caso da leishmaniose (CONVIT 

et al. 1972, HOWARD et al. 1980, CARVALHO et al. 1985 e COUTINHO et al. 1987). 
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Linfócitos T desempenham papel crucial na infecção por L. major em camundongos, 

como verificado pelo fato de que camundongos atímicos serem incapazes de impedir a 

progressão da doença. Estes mesmos animais tem a progressão da doença revertida quando 

recebem LT de camundongos singênicos durante o curso da infecção (MITCHEL et al. 

1980). Foi também observado que células T provenientes de tecido linfóide de 

camundongos resistentes, infectados com L. tropica, são capazes de conferir proteção 

quando transferidas para camundongos susceptíveis C57BL/6 infectados com L. tropica 

(HOWARD et al. 1981, LIEW et al. 1982). MILON  et al. (1986) demonstraram que a 

susceptibilidade a infecção experimental por L. major,  em camundongos susceptíveis 

BALB/c, decorre de um aumento na população de células T com fenótipo L3T4
+
 nos 

animais infectados. Foi ainda demonstrado que a susceptibilidade pode ser revertida pela 

administração maciça de anticorpos monoclonais anti-células T L3T4
+
. TITUS et al. (1985) 

relataram a importância das células T L3T4
+
 na resistência de camundongos BALB/c 

susceptíveis a infecção por L. major, porém mostraram que o efeito era dependente do 

isotipo de anticorpo monoclonal anti-L3T4.   

As células T CD4
+
 de camundongos foram divididas em duas subpopulações segundo 

o seu padrão de secreção de citocinas. Células T CD4
+
 secretoras de interleucina-2 (IL-2) e 

interferon gamaforam denominadas células Th1, enquanto que células T CD4
+
 secretoras 

de interleucina-4 (IL-4) e interleucina-10 (IL-10) foram denominadas células Th2 

(MOSMANN & COFFMAN 1989). GALLO et al. (1991) descreveram uma terceira 

subpopulação de células T, denominada Th3, secretora de IL-2, IL-4 e IFN-. SWAIN et al. 

(1991) caracterizaram subpopulações de células T CD4
+
 semelhantes às células Th3, cuja 

diferenciação e padrão de secreção de linfocinas é estimulado pelo fator de crescimento e 
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transformação de células T (transforming Growth Factor, TGF-). A produção de altos 

níveis de TGF- como caráter fenotípico das células Th3 foi posteriormente demonstrada,   

bem como a secreção de interleucina-13 (IL-13) pelas células Th2 (CHEN et al. 1994, 

ZURAWSKI & VRIES 1994).  

Existe ainda uma população de células T CD4
+
 precursora  (Th0), cujo perfil de 

secreção  de citocinas não foi ainda definido como Th1 ou Th2. Estudos in vitro e in vivo 

mostraram que citocinas presentes no início do processo de resposta imune têm importante 

papel na diferenciação destas células precursoras em Th1 ou Th2 (ROCKEN et al. 1992, 

O‟GARRA & MURPHY 1994). Têm-se considerado que as subpopulações Th1 e Th2 

correspondem aos extremos de uma ampla gama de fenótipos de expressão de linfocinas e, 

estas duas subpopulações celulares definem o tipo de resposta imune a ser desencadeado no 

organismo, celular ou humoral (MOSMANN & SAD 1994). 

A correlação entre a expansão de células Th1 e o controle da leishmaniose tem sido 

amplamente descrita na literatura, seja na infecção em modelos animais experimentais ou 

mesmo em casos da doença entre humanos. Camundongos susceptíveis BALB/c, quando 

infectados com L. major, desencadeiam uma resposta imunológica do tipo Th2, enquanto 

camundongos resistentes C57BL/6 e C3H/HeN desencadeiam uma resposta imunológica 

predominantemente do tipo Th1 (LOCKSLEY & SCOTT 1991). Camundongos BALB/c 

susceptíveis a infecção por L. major tornaram-se resistentes, após tratamento com anticorpo 

monoclonal anti-CD4 acompanhado da reposição, no curso da infecção, de células T CD4
+
 

obtidas de tecido linfóide de camundongos resistentes. A mesma resistência era adquirida 

quando os animais susceptíveis eram tratados com anticorpos monoclonais anti-IL-4, 
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resultando num aumento de células CD4
+
 secretoras de IL-2 e IFN- e numa diminuição de 

células CD4
+
 secretoras de IL-4 e IL-10 (HEINZEL et al. 1991).  

É amplamente discutido na literatura o papel das citocinas na evolução das 

leishmanioses, havendo mesmo resultados controversos. Diversos estudos in vitro e in vivo 

mostraram que o IFN- produzido por macrófagos e células T apresenta função efetora anti-

leishmania (MURRAY et al. 1983, REED et al. 1984, MURRAY et al. 1987). Em 1990 

SADICK et al. realizaram estudos nos quais administraram altas doses de IFN-a 

camundongos susceptíveis BALB/c, após infecção experimental com L. major. Tais autores 

não observaram quaisquer modificações na evolução da doença nestes animais. Após a 

combinação de IFN- e antimoniais pentavalentes administrados a pacientes com LVA, não 

respondedores a terapia convencional, BADARÓ et al. (1990) concluíram que tal 

combinação era eficaz no tratamento clínico da doença em pacientes humanos. Também foi 

demonstrado que o IFN-em combinação com o TNF- endogenamente produzido pelos 

macrófagos, induz a síntese das óxido nítrico sintases, enzimas responsáveis pela síntese de 

radicais reativos de nitrogênio no interior do fagolisossomo dos macrófagos, de ação tóxica 

para as leishmanias (GREEN et al. 1990, LIEW & O‟DONNEL 1993). Os estudos de 

SCOTT (1991) mostraram que camundongos resistentes C3H/HEN injetados com 

anticorpos monoclonais anti-IFN-durante infecção com L. major, após 28 dias de 

infecção, não apresentavam IFN- nos seus linfonodos. Os animais apresentaram uma 

supressão da resposta do tipo Th1 e concomitante progressão da doença. 

A IL-4 têm sido relacionada com a manutenção do quadro clínico da leishmaniose 

induzida por L. major. Foi observado o desenvolvimento de resposta celular do tipo Th1, 

em camundongos BALB/c tratados com anticorpos monoclonais anti-IL-4 no início da 
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infeção com L. major (SADICK et al. 1990, CHATELAIN et al. 1992). Observações 

semelhantes foram relatadas por AFONSO & SCOTT em 1993. Após tratarem 

camundongos BALB/c com anticorpos anti-IL-4, estes autores observaram tanto a redução 

das lesões provocadas nestes animais, após infecção por L. amazonensis, quanto a redução 

nos níveis de IL-4, sugerindo um papel relevante desta citocina na susceptibilidade destes 

animais à infecção por esta espécie de leishmania. A capacidade de células Th2 em induzir 

a liberação de citocinas como a IL-4 pode ser responsável pela inibição da função efetora 

destas células. Também é sabido que células Th2 induzem a secreção de IL-10 e IL-13, 

citocinas relacionadas com a redução da atividade anti-leishmania dos macrófagos (LIEW 

et al. 1993, MOORE et al. 1993, ZURALSKI & VRIES 1994). 

Outra citocina envolvida nos mecanismos de proteção contra a leishmaniose é a IL-

12. Foi observado que esta citocina aumenta a resposta Th1 em pacientes com leishmaniose 

visceral (GHALIB et al. 1995). O mesmo foi observado após infecção experimental de 

camundongos C3H por L. major (SCHARTON-KERSTEN et al. 1995). Sabe-se que esta 

citocina interage com células “natural killer” (NK) e com células T, desempenhando 

importante papel na iniciação e manutenção de uma resposta do tipo Th1 e na produção de 

IFN-A estimulação de células NK atéa produção de IFN-é responsável pelo início da 

diferenciação de células Th1 na leishmaniose e no controle da resistência inicial a infecção 

por L. major (SCHARTON-KERSTEN & SCOTT 1993).  

GURUNATHAN et al. (1998) demonstraram que a administração e manutenção de 

IL-12 , em combinação com o estímulo antigênico, produz uma imunidade muito mais 

duradoura que a obtida apenas na presença do estímulo antigênico isolado durante a 

infecção por L. major. ENGWERDA et al. (1998) utilizando anticorpos monoclonais anti-
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IL-12 demonstraram que a neutralização da IL-12, em camundongos BALB/c 

geneticamente susceptíveis a infecção por L. donovani, tanto nos estágios iniciais quanto 

tardios da doença, causou um retardamento na eliminação do parasito. Também foi relatada 

uma diminuição transitória dos níveis de IFN-, TNF-e IL-4, assim como uma redução 

nos níveis de óxido nítrico sintase indutível e supressão da formação de granuloma no 

fígado destes animais. A neutralização da IL-12, entretanto, não tem qualquer efeito sobre a 

morte dos parasitos no baço destes animais até 28 dias após a infecção. Após este período a 

IL-12 parece ser crítica para o desencadeamento dos eventos relacionados ao crescimento e 

manutenção do parasito no baço, sendo que sua neutralização culmina com uma 

progressiva desestruturação da arquitetura deste órgão. Estudos imunohistoquímicos têm 

mostrado que células normais de camundongos BALB/c geneticamente resistentes 

produzem grandes quantidades de IL-12. Foi demonstrado que a IL-12 parece estar 

relacionada tanto na geração de resposta do tipo Th1 quanto Th2 durante a infecção por L. 

donovani em camundongos BALB/ c, sendo que a expressão da  IL-12 no fígado e baço 

destes animais ocorre em tempos diferentes no curso da infecção, entretanto observou-se 

que a IL-12 não tem qualquer papel no curso da infecção no baço e fígado de camundongos 

susceptíveis CBA/n.  

Já é sabido que a progressão da leishmaniose está associada à redução nos níveis de 

IFN- e da atividade da óxido nítrico sintase, entretanto os níveis de IL-12 no fígado e baço 

dos camundongos BALB/c são diferentes nos estágios iniciais da infecção, havendo no 

baço níveis consideráveis desta interleucina, em comparação aos níveis observados no 

fígado dos mesmos animais. GORAK  et al. (1998) demonstraram que a IL-12 presente no 

baço de camundongos BALB/c infectados por L. donovani é produzida inicialmente, não 
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por macrófagos ou linfócitos, mas por células dendríticas. Estes autores sugeriram que a IL-

12 produzida por estas células estimularia a ativação de células T e células NK, o que 

explicaria o controle da progressão da doença neste órgão.  

GABAGLIA et al. (1999) protegeram camundongos susceptíveis BALB/c contra a 

infecção por L. major, injetando via intramuscular, adenovírus como vetor de expressão de 

IL-12. A IL-12 expressada era transitória e altamente expressa no tecido onde o vetor foi 

injetado, onde também se observou alta concentração de linfócitos secretores de IFN- e 

alta atividade de células NK. Inversamente, a injeção de adenovírus expressando IL-4 levou 

a um aumento da susceptibilidade  a doença, com aparecimento de lesões graves nos 

animais infectados. Estudos de QUINONES et al. (2000) demonstraram a presença de 

estoques de IL-12 induzidas pela estimulação de células mielóides com LPS mais 

interferon-após 2
 
a 4 horas da estimulação. Estes autores também demonstraram a 

presença de estoques preformados de IL-12 associados à membrana  de células mielóides 

em repouso, humanas e de camundongos (células dendríticas, macrófagos e tecidos ricos 

em células dendríticas). Segundo os autores estes estoques são imediatamente liberados 

após o contato in vitro e in vivo destas células com Leishmania donovani.  

BOURREAU et al. (2001) demonstraram que a ausência de resposta de células T 

humanas específicas para Leishmania guyanensis à IL-12 e a intensa produção de IL-13 por 

estas células seriam os eventos responsáveis pela persistência da infecção.  YAMAKAMI 

et al. (2001) demonstraram que a injeção intradérmica de uma única dose de antígeno 

solúvel de L. major, combinado a um plasmídeo contendo as subunidades P35 e  P40 da IL-

12, são suficientes para induzir uma resposta Th1 em camundongos BALBc infectados sete 

dias antes com L. major, havendo total cura das lesões e significativa redução dos parasitos 
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no sítio da infecção. Os animais totalmente curados tornaram-se resistentes a uma 

subsequente infecção com uma dose letal de parasitos. O efeito protetor estava associado a 

produção de níveis consideráveis de IFN- e de IgG-2a. Foi observado que a injeção do 

plasmídeo sem os insertos combinado ao antígeno solúvel, ou a injeção apenas do 

plasmídeo com os insertos, eram incapazes de produzir o efeito protetor e o perfil de 

resposta Th1. A administração de anticorpos anti-IL12 ou anti-IFN- também inibiram o 

efeito protetor.  

Estudos realizados por NOORMOHAMMADI et al. (2001) utilizando camundongos 

susceptíveis BALBc e camundongos resistentes C3H/He demonstraram que a injeção 

intramuscular de DNA codificando para IL-12 ou para o antígeno de superfície do parasito 

(PSA), isoladamente, induzia uma proteção significativa nos camundongos BALBc à 

infecção por L. major. Os camundongos CH/He vacinados neste protocolo apresentaram 

resolução das lesões em tempo ainda menor que os camundongos BALBc. Entretanto a 

vacinação destes animais com a combinação do DNA para IL-12 mais o DNA codificando 

para o PSA aboliu a resistência a infecção dos camundongos C3H/He e não conferiu 

proteção nos camundongos BALBc. NISHIKOMORI et al. (2001) estudaram os efeitos 

reguladores da IL-4 produzida precocemente na infecção de camundongos BALBc por L 

major sobre a expressão dos receptores para IL-12 (IL-12R2) e na manutenção do perfil 

de resposta TH2. Estes autores observaram um intenso acúmulo de células T CD4
+
/ IL-

12R2
+
 nos linfonodos de camundongos resistentes C57BL/6, infectados com L major. As 

células CD4
+
/IL-12R2

+
 produziram altos níveis de IFN-. Entretanto, camundongos 

BALBc susceptíveis a L major e transgênicos para a expressão do receptor CD4
+
/IL-

12R2
+
 não foram capazes de reverter o fenótipo Th2 após infecção por L major. Estes 
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camundongos apresentaram exacerbação da infecção quando tratados com IL-12 sete dias 

após a infecção, apresentando aumento da secreção de IL-4 induzida por antígenos do 

parasito.  

 O papel das citocinas e dos seus diferentes receptores, dos diferentes tipos celulares 

e das diferentes moléculas acessórias no estabelecimento de um perfil de resposta imune 

vem sendo atualmente elucidado. Suas funções tem sido desvendadas por estudos 

comparativos utilizando doenças que são modelos típicos de interações parasito-hospedeiro. 

Têm-se observado que esses elementos podem desempenhar papéis distintos de acordo com 

a doença envolvida e com o hospedeiro infectado, sendo suas atividades dependentes de 

fatores intrínsecos ao “status” imunológico do hospedeiro infectado (ALEXANDER et al. 

1999 e MARIE-PIERRE et al. 2001).   
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I.3. A doença: as terapias, os antígenos e as vacinas. 

Apesar de haver apenas duas espécies de flebotomíneos confirmadamente envolvidos 

na transmissão do parasito aos hospedeiros vertebrados, sabe-se que existem diversas 

espécies potenciais de invertebrados capazes de responder pela transmissão da doença. A 

erradicação dos vetores envolve o uso de agentes químicos extremamente danosos ao meio 

ambiente e de alto custo. Do ponto de vista de saúde pública, os hospedeiros vertebrados de 

importância são o cão e o homem, entretanto são conhecidas outras espécies de vertebrados 

silvestres capazes de serem infectadas pelas leishmanias, inviabilizando um controle a este 

nível.  Considerando-se o cão, a erradicação do parasito é feita mediante sacrifício dos 

animais infectados, o que acaba por gerar um custo social alto, haja visto que nem sempre 

os donos de animais infectados concordam com o sacrifício dos seus animais, apesar do 

conhecimento dos riscos de manterem seus animais infectados vivos (LAINSON & 

DIXON 1963, MODDABER 1990, DESJEUX 1991).  

Estudos clínicos com os antimoniais pentavalentes, agentes clássicos utilizados no 

tratamento da doença, permitiram estabelecer o melhor regime de utilização destes 

fármacos, permitindo um melhor controle dos efeitos colaterais associados a sua utilização, 

efeitos estes responsáveis pelas limitações do uso destas drogas. Apesar de ser 

desconhecido o mecanismo de ação dos antimoniais pentavalentes e da sua estrutura 

química, eles ainda são a droga de escolha para tratamento, seja isolado ou em combinações 

outros fármacos recentemente propostos, ou ainda em protocolos de imunoterapia. 

(BERMAN 1988, MAYRINK et al. 1992, CARVALHO et al. 2000, TOLEDO et al. 2001).  

O “design” de novas drogas também experimentou considerável avanço nos últimos 

anos, basicamente devido ao estudo das vias metabólicas do parasito. Tais estudos 



 

 

15 

mostraram que o metabolismo deste parasito apresenta diferenças em relação ao 

metabolismo de células eucariontes. O parasito apresenta  vias bioquímicas parasito-

específicas, relacionadas ao metabolismo de glicose, purinas, lípides e poliaminas. O 

conhecimento destas vias parasito-específicas tem permitido o aparecimento de uma 

variedade de modalidades de tratamento, empregando drogas relacionadas a diferentes 

aspectos do metabolismo do parasito. Dentre as novas drogas utilizadas destacam-se o 

cetoconazol, o alopurinol, a anfotericina B e as diaminidinas como a pentamidina  e os 

aminoglicosídeos como a paromomicina, esta última tendo se mostrado bastante eficiente 

no controle da leishmaniose tegumentar no modelo murino (BERGMAN 1988, JAFFE & 

GREENBLAT 1991, CARVALHO et al. 2000). 

O sucesso da utilização das diferentes drogas no tratamento das leishmanioses 

depende ainda de um rápido e preciso diagnóstico da doença. Por décadas, o diagnóstico 

definitivo das leishmanioses tem continuamente se baseado na detecção do parasito nos 

sítios de infecção. Tal procedimento consiste na obtenção de amostras de tecido das lesões 

de órgãos como baço, pulmões, medula óssea, linfonodos e pele, e/ou aspirado de fluídos 

dos órgãos afetados, seguida da análise  microscópica das amostras afim de se detectar a 

presença do parasito. Tais procedimentos, além de invasivos, são demorados, sendo 

ineficazes em estudos de campo ou epidemiológicos. Outros métodos tradicionais incluem 

o cultivo de parasitos em meios especiais para análise microscópica e o teste cutâneo com 

leishmanina ou o teste de Montenegro, que apresentam as mesmas restrições de rapidez e 

grau de certeza. Ainda hoje, em clínicas de zonas rurais, o diagnóstico é feito por análise da 

sintomatologia da leishmaniose, freqüentemente levando a confusão da leishmaniose 

visceral com doenças de sintomatologia semelhante, tal como a malária (PRICE & 

SILVERS 1977, SINGH et al. 1995).  
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BRAY & LAINSON (1965) descreveram pela primeira vez a utilização de anticorpos 

fluorescentes como técnica de coloração para identificação de parasitos em casos de 

leishmaniose. Ensaios para detecção de Leishmania utilizando anticorpos marcados com 

fluorescência foram explorados também por HERMAN em 1965. Nestes estudos anticorpos 

foram utilizados para detectar a forma infectante do parasito em macrófagos. A utilização 

de anticorpos fluorescentes para detecção indireta de antígenos de Leishmania em casos de 

leishmanioses foi explorada também por SHUIKINA (1965)  e por DEL REY (1966). A 

sensibilidade e especificidade do teste com anticorpos fluorescentes para detecção de 

antígenos do parasito em casos de leishmaniose foram determinados por MAYRINK et al. 

(1967) e ARAÚJO & MAYRYNK (1968) em comparação com a técnica de fixação de 

complemento (QUILICI  et al. 1968). Os ensaios de imunofluorescência para o diagnóstico 

de leishmanioses são ainda um dos mais utilizados, e sua eficiência, em comparação a 

outros métodos, foi revista por KALTER (1994).  

PRICE & SILVERS (1977) discutiram as vantagens dos testes sorológicos sobre os 

testes tradicionais no diagnóstico das leishmanioses, sobretudo o aspecto de poder explorar 

a presença de anticorpos dirigidos contra antígenos do parasito, tanto na busca de diferentes 

métodos de diagnóstico, quanto na obtenção de antígenos para fins de profilaxia. Ensaios 

diagnósticos de base sorológica têm sido propostos, tanto no sentido de aumentar a rapidez 

quanto a especificidade do diagnóstico das leishmanioses.  

BALDELLI et al. (1978) relataram o diagnóstico sorológico de leishmanioses em 

humanos utilizando a técnica de ELISA (Enzyme-linked  Immunosorbent Assay).  Da 

mesma maneira EDRISSIAN et al. (1979) relataram o diagnóstico de leishmanioses 

cutânea e visceral, utilizando soros de pacientes iranianos com estas formas clínicas da 

doença, demonstrando boa concordância entre o diagnóstico por ELISA e por 
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imunofluorescência indireta. Uma sucessão de ensaios diagnósticos de leishmanioses 

baseados em ELISA, utilizando tanto moléculas solúveis do parasito como parasitos 

intactos para detecção de anticorpos antiparasito foram posteriormente relatados (LUZZIO 

et al. 1979, ROFFI et al. 1980, MOHAMMED et al. 1985, HANDMAN et al. 1987, 

GARCIA-MISS et al. 1990, MONTOYA et al. 1997, MARTIN et al. 1998). 

MOHAMMED et al. (1985) argumentaram que a utilização de formas intactas do parasita 

seria mais indicada nos ensaios imunoenzimáticos uma vez que, os antígenos semi-

purificados ou purificados do parasito, por serem solúveis, exigem extensa manipulação, 

levando a perda de reprodutibilidade e de especificidade do diagnóstico.  

PIARROUX et al. (1994) utilizaram a técnica de PCR para amplificar uma seqüência 

repetida do genoma de Leishmania infantum. A ocorrência da repetição em pacientes de 

área endêmica para leishmaniose, nos quais a suspeita da infecção era avaliada por exame 

físico, foi comparada com exame direto de aspirados de medula óssea, mielocultura, e 

testes sorológicos. De 73 pacientes analisados, apenas 10 apresentaram diagnóstico 

indiscutível de calazar. De acordo com os autores nenhum dos testes apresentou 100% de 

sensibilidade para o diagnóstico da doença, mas entre todos o teste de PCR foi o mais 

sensível, apresentando sensibilidade acima de 82%. De todos os testes, os sorológicos 

foram os de maior sensibilidade e especificidade para os novos casos da doença, porém 

eram menos eficientes nos casos de recidiva, em comparação com o PCR. 

Regiões correspondentes ao DNA do cinetoplasto (kDNA) das espécies de 

Leishmanias têm sido utilizadas como alvo para testes de diagnóstico das leishmanioses, 

seja por PCR ou por ensaios de ELISA. Em estudo recente SALOTRA et al. (2001) 

amplificaram um fragmento de 600 Kb do kDNA de L donovani. Utilizando sangue de 

pacientes indianos com leishmaniose visceral, ou tecido colhido de pacientes com  
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leishmaniose visceral pós leishmaniose tegumentar, estes autores conseguiram amplificar o 

fragmento de 600Kb do kDNA de L donovani nestas amostras. Segundo os autores o teste é 

capaz de amplificar este fragmento partindo de amostras correspondentes ao kDNA de um 

único parasito. Mais importante ainda é o fato deste PCR não amplificar o DNA de 

parasitos normalmente coendêmicos com a Leishmania, sendo espécie-específico. O teste 

forneceu valores de 96% de positividade no diagnóstico de leishmaniose visceral e de 

93,8% para o diagnóstico de leishmaniose visceral pós-leishmaniose tegumentar. Estudos 

foram conduzidos para avaliar a sensibilidade da técnica de PCR para o diagnóstico de 

leishmaniose tegumentar causada por Leishmania (Viannia) guyanensis. Utilizando a 

amplificação de um fragmento do kDNA deste parasito a partir de amostras de biópsias de 

pele de pacientes infectados, foi obtido 100% de sensibilidade no diagnóstico, quando 

comparado a visualização de amastigotas do parasito nas amostras de biópsias. Apesar 

deste resultado, foi sugerido que o teste de PCR deveria ser utilizado apenas naqueles casos 

em que a visualização do parasito seja negativa, por questões do custo e do trabalho 

envolvido nesta técnica (ROMERO et al. 2001). 

Estudos foram conduzidos para avaliar a resposta imune de pacientes com 

leishmaniose visceral, utilizando ensaios de ELISA e como antígeno uma proteína 

recombinante purificada (rK39), obtida pela clonagem de um gene do cinetoplasto de L. 

chagasi. Esta proteína corresponde a um trecho repetitivo de 39 resíduos, proveniente de 

uma proteína de 230 KDa, predominante nas formas amastigotas do parasito, sendo uma 

proteína membro da superfamília de proteínas do cinetoplasto, as Cinesinas. Análises por 

“western blotting” revelaram seqüências relacionadas a essa proteína presentes em sete 

espécies de leishmanias, sendo que a maior homologia de seqüência da repetição ocorre 

entre as espécies L chagasi e L donovani. A avaliação sorológica por ELISA revelou que 
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98% dos pacientes brasileiros e 100% dos pacientes sudaneses com calazar, apresentaram 

altos títulos de anticorpos dirigidos contra a rK39. Anticorpos anti-rK39 estavam ausentes 

em pacientes com leishmanioses tegumentar e mucocutânea. Estes dados segundo os 

autores indicam que este antígeno purificado poderia substituir o extrato cru de parasitos 

como antígeno em testes de diagnóstico, sem perda de especificidade (BURNS et al. 1993). 

Também não foi observada reatividade cruzada da rK39 com soros de pacientes chagásicos 

(SINGH et al. 1995, BADARÓ et al. 1996).  

A importância de se trabalhar com antígenos específicos purificados é alvo de 

discussão na literatura. Entre outros aspectos encontram-se não só a questão do diagnóstico, 

mas também o acompanhamento da resposta imune ao longo da doença e a seleção de 

moléculas, possíveis candidatas para testes de vacinação (SHEPPARD & DWYER 1986, 

BLAXTER et al. 1988, REED et al. 1990, BURNS et al. 1993).  Por ser de extrema 

simplicidade e permitir o diagnóstico rápido das leishmanioses, inúmeros antígenos vêm 

sendo propostos para uso em ELISA com fins diagnósticos. Outras variáveis que possam 

maximizar o diagnóstico de leishmaniose por este ensaio foram estudadas recentemente, 

principalmente para o diagnóstico de Leishmaniose tegumentar, a mais predominante das 

formas clínicas desta doença (RAJASEKARIAH et al. 2001).  

Outra técnica sorológica que tem recebido atenção em ensaios de diagnóstico é o 

“immunoblotting”. Esta técnica não só tem se mostrado promissora para diagnóstico das 

leishmanioses, como também tem sido uma ferramenta importante para detecção e 

isolamento de antígenos potenciais, tanto para diagnóstico quanto para estudos 

epidemiológicos e de profilaxia. CARDENOSA et al. (1995) relataram a caracterização 

parcial de uma série de polipeptídeos provenientes L. infantum, de pesos moleculares entre 

14 e 100 KDa, reconhecidos por soros de pacientes com leishmaniose visceral. Dentre os 
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polipetídeos selecionados, uma banda de 17 KDa mostrou-se apropriada para estudos de 

avaliação clínica, pós-tratamento e também para estudos epidemiológicos.  

Componentes antigênicos de uma fração semi-purificada de L. infantum foram 

também estudados quanto a sua reatividade, frente a soros de 14 cães com leishmaniose 

visceral sintomática e 11 soros de cães aparentemente sadios, provenientes de área 

endêmica para leishmaniose visceral canina. Foram isolados 7 polipeptídeos de peso 

molecular (PM) entre 18 e 73 KDa reconhecidos pelos soros de animais infectados e dois 

componentes de PM de 63 e 70 KDa, reconhecidos por 3 dos 11 soros de animais sadios. 

Foi sugerido que estes antígenos específicos semi-purificados podem induzir uma resposta 

imune humoral, em animais infectados assintomáticos ou em animais com leishmaniose 

visceral ativa (COSTA et al. 1996).  

Apesar do número crescente de propostas de ensaios diagnósticos de base sorológica, 

ensaios alternativos tem sido propostos, baseados em metodologias já bem estabelecidas. 

BARRECA et al. (2000) demonstraram que o laranja de acridina, um corante bastante 

conhecido, é mais eficiente para identificar por microscopia, promastigotas de culturas de 

medula óssea de cães infectados com Leishmania, quando comparado com os métodos de 

uso corrente. O método proposto é também mais eficaz para detectar o parasito ainda nos 

estágios iniciais de progressão da infecção. Recentemente foi descrito um teste diagnóstico 

para leishmaniose visceral em pacientes e em ratos infectados com L. donovani (ATTAR et 

al. (2001). Neste teste, partículas de látex recobertas com anticorpos dirigidos contra 

antígenos de L. donovani se ligam a antígenos presentes na urina dos humanos com 

leishmaniose visceral ou dos ratos experimentalmente infectados com L. donovani. Este 

teste apresentou sensibilidade superior ao teste de ELISA para o diagnóstico de 
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leishmaniose visceral, sendo semelhante ao ELISA no monitoramento da evolução da cura 

da doença após tratamento. 

A busca por métodos diagnósticos mais eficientes incluem não só a purificação de 

antígenos potenciais para este fim, mas tem caminhado para a identificação, a nível 

molecular, dos epitopos ou porções mínimas das moléculas envolvidas, tanto no 

reconhecimento pelos anticorpos de pacientes infectados, quanto na influência destas 

interações Ag/Ac e/ou Ag/células sobre o sistema imune. Com o advento das técnicas de 

biologia molecular e engenharia genética, antígenos têm sido montados, pela clonagem de 

segmentos relevantes de uma molécula fundidos a segmentos igualmente relevantes de 

outra molécula,  e avaliados quanto ao seu potencial no diagnóstico de leishmanioses. Da 

mesma maneira uma série de estudos têm-se focado na seleção de segmentos de antígenos 

relevantes, tanto para diagnóstico quanto para fins de profilaxia.  

Em 1996 SOTO et al. sintetizaram peptídeos cobrindo toda a seqüência linear da 

histona H3 de L. infantum e demonstraram que os determinantes antigênicos deste Ag 

compreendem os 40 resíduos do terminal amino da molécula. Eles ainda demonstraram, 

utilizando proteínas recombinantes constituídas pelos 39 resíduos amino terminais e 

recombinantes constituídos pelos 90 resíduos carbóxi terminais, em experimentos de 

competição utilizando soros de cães com leishmaniose visceral, que realmente os 

determinantes antigênicos deste antígeno estão confinados na porção amino terminal. Como 

o soro de leishmaniose visceral não reage com histonas de mamíferos, os autores sugeriram 

que a resposta imune anti-histona, observada durante a infecção por leishmania, seja 

provocada pelas histonas do parasita. Eles então concluíram que desta proteína 

recombinante, a porção amino terminal (rLiH3-Nt) poderia ser útil para diagnóstico rápido 

e seguro de leishmaniose visceral canina. Estudos utilizando uma proteína recombinante, 
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constituída de diferentes determinantes antigênicos, provenientes de proteínas ribossomais 

de L. infantum (LiP2A, LiP2b e liPO) e da histona H2A da mesma espécie foram descritos 

por SOTO et al. em 1998. A proteína híbrida apresentou alta sensibilidade e especificidade 

no diagnóstico de leishmaniose visceral canina, em testes de Elisa com soros de cães 

infectados por L. infantum.  

Outra proteína cuja estrutura  tem sido explorada é a proteína de membrana-11 do 

cinetoplasto de L. donovani (KMP-11). JENSEN et al. (1998)  utilizaram três peptídeos, 

KMP-11-1, KMP-11-2 e KMP-11-3, derivados de trechos da seqüência da KMP-11, como 

ligantes em ensaios de ELISA e como antígenos em ensaios de linfoproliferação com 

células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de pacientes com leishmaniose. 

Anticorpos reativos contra os três peptídeos sintéticos foram encontrados no plasma de 63 

indivíduos sudaneses com leishmaniose visceral, entretanto a reatividade era distinta, sendo 

de 37% para KMP-11-1, 30% para KMP-11-2 e 58% para KMP-11-3. Foi também 

detectada reatividade cruzada com soros de pacientes sudaneses infectados com L. major e 

com soros de pacientes dinamarqueses infectados com Plasmodium falciparum. Nos 

ensaios de linfoproliferação, 10 de 17 isolados de PBMC, de pacientes infectados com L. 

major, mostraram resposta a um ou mais dos três peptídeos, porém com níveis de 

proliferação distintos, sendo que o KMP-11-3  foi o que induziu uma maior proliferação 

celular. A proteína KMP-11 intacta apresenta intensa reatividade cruzada com epitopos de 

T. cruzi, agente causador da doença de Chagas. Estes resultados comprometem o uso desta 

molécula para diagnóstico de Leishmaniose em regiões onde estas duas doenças sejam 

endêmicas (TRUJILO et al. 1999). Recentemente foi demonstrado que os epitopos 

responsáveis pela reatividade cruzada de KMP-11 com anticorpos contra a leishmaniose 

visceral residem na porção amino-terminal desta molécula. Epitopos imunodominantes 
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presentes na porção carbóxi-terminal desta mesma proteína são especificamente 

reconhecidos por anticorpos dirigidos contra a doença de Chagas (THOMAS et al. 2000). 

Estes resultados estão de acordo com a alta reatividade observada para o soro de pacientes 

Chagásicos com o antígeno B13, um antígeno constituído por uma série de repetições “in 

tandem” de um trecho da seqüência de uma proteína (140/116 KDa), altamente expressa na 

membrana de formas tripomastigotas infectivas de T. cruzi, sendo sua reatividade 

específica para soro de pacientes chagásicos (DURANTI et al. 1999). 

Outro nível de controle da progressão das leishmanioses consiste na obtenção de 

vacinas capazes de conferir proteção contra estas doenças. Inicialmente foram utilizados 

parasitos virulentos vivos para imunização, parasitos vivos atenuados, parasitos mortos, 

misturas complexas de moléculas ou de diferentes formas e espécies dos parasitos e, mais 

recentemente, pesquisas têm se focado na obtenção de moléculas purificadas derivadas de 

diferentes espécies e formas do parasito (MODDABER 1990, JAFFE & GREENBLAT 

1991, MAYRINK et al. 1979, GENARO et al. 1996, GUIMARÃES et al. 1996, 

SJOLANDER et al. 1998).  

Dada a sua importância como doença emergente, duas abordagens nos estudos de 

vacinação têm sido utilizadas para obtenção de imunidade protetora para as diferentes 

formas de leishmanioses. A primeira, sistemática, inclui estudos de identificação, 

purificação e produção de frações protéicas de várias espécies de leishmanias, capazes de 

induzir proteção, bem como a seleção de adjuvantes e avaliação da resposta imunológica 

em modelos animais. A segunda abordagem, pragmática, inclui a maioria das vacinas em 

testes clínicos atualmente, constituídas de extratos crus de leishmania ou formas vivas do 

parasito, as quais, embora padronizadas em alguns casos, são ainda muito pouco definidas. 

Ambas abordagens tem progredido e têm sido usados três procedimentos de vacinação. 
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a- Leishmanização. Consiste na inoculação do parasito vivo numa região não exposta 

do corpo, em pessoas que vivem em regiões de alta incidência da forma cutânea ou 

tegumentar da doença no velho mundo. Esta estratégia se baseia no fato de que as lesões 

promovidas pelas espécies de leishmania no velho mundo evoluem para cura espontânea, a 

qual está associada com um estado de proteção a infecções futuras pelo parasita. Em suma , 

consiste em promover a doença em pessoa sadia em condições controladas, de forma que 

um estado de imunidade se estabeleça nestes indivíduos contra infecções futuras. O fato de 

muitas das lesões artificialmente produzidas não terem evoluído para cura espontânea, 

levaram ao descarte desta metodologia de vacinação como método de uso em larga escala, 

sendo que ela não é mais recomendada pela Organização Mundial de Saúde (OMS).  

b- Vacinação com extratos de Leishmania sp. Embora mais restrita a modelos 

experimentais, esta abordagem foi testada recentemente com base nos resultados obtidos 

por MONJOUR et al. (1986a e b), que relataram a proteção contra a leishmaniose 

tegumentar induzida em um voluntário vacinado com um extrato solúvel de L. brasiliensis. 

Num segundo estudo de triagem clínica em área endêmica, MONJOUR et al. (1992) 

testaram frações antigênicas de L. brasiliensis como vacina em um grupo restrito de 

voluntários, obtendo resultados promissores e altamente encorajadores, apesar da ausência 

de controle nestes ensaios. 

c- Vacinas baseadas em diferentes formas do parasito mortas. Esta abordagem tem 

sido aplicada no controle da leishmaniose tegumentar no Novo Mundo e tem dado 

resultados promissores, tendo sido inclusive aprovada pela organização Mundial de Saúde 

(OMS) para testes em humanos em áreas onde a doença é endêmica.  

SALLES-GOMES (1939) utilizou uma suspensão de formas promastigotas mortas 

como antígeno imunizante em indivíduos na cidade de São Paulo, Brasil. A vacina consistia 
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de uma suspensão de  formas promastigotas de Leishmania sp dermotrópicas, mortas com 

fenol, que eram inoculadas em pacientes com leishmaniose tegumentar americana (LTA). 

Dois efeitos chamaram atenção do autor: as reações gerais diminuíam em grau, após 

injeção intravenosa da suspensão e, havia um efeito terapêutico, caracterizado pela redução 

no tamanho das lesões no paciente à medida que o tratamento progredia.  

PESSÔA & PESTANA (1940) utilizaram uma suspensão de promastigotas 

constituída de 18 linhagens dermotrópicas de Leishmania sp como vacina, preparadas numa 

solução salina contendo fenol. Esta vacina foi injetada em 527 indivíduos, sabidamente 

negativos para o Teste de Montenegro, por via intramuscular. Um grupo controle de 600 

indivíduos não vacinados foi incluído também neste estudo de triagem. Após 20 meses foi 

observado que 18% do grupo controle encontrava-se infectado com Leishmania, quando 

comparado aos 3.2% de indivíduos infectados no grupo vacinado, correspondendo a uma 

redução de 80% da infecção no grupo vacinado. Os autores também relataram a ausência de 

quaisquer efeitos colaterais significativos no grupo vacinado protegido (80% não infectados 

após a vacinação), sendo que o Teste de Montenegro dos indivíduos restantes (20% não 

protegidos) permaneceu negativo.  

MAYRINK et al. (1979) desenvolveram uma vacina constituída de formas 

promastigotas  de cinco linhagens dermotrópicas de Leishmanias. A vacina constituía-se de 

uma suspensão de promastigotas do parasito mortos e sonicados, suspensos em tampão 

fosfato 0,10 M pH 7,40, contendo timerosal na proporção de 1:10000. Os autores 

verificaram que a administração intramuscular desta vacina era capaz de induzir um teste 

de Montenegro positivo em indivíduos voluntários. Pela primeira vez ficou demonstrado 

que uma preparação de parasitos mortos era capaz de gerar uma resposta imune do tipo 
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celular em humanos. Os autores também ressaltaram que nenhum efeito colateral 

significativo foi observado após a vacinação.  

Cinco ensaios clínicos utilizando a vacina produzida por MAYRINK et al. (1979) 

foram conduzidos de 1978 a 1990. Nestes estudos foram testados desde diferentes 

protocolos de vacinação, variações no número e nas linhagens constituintes da vacina, 

ensaios de imunoterapia utilizando a vacina e avaliação da resposta imune humoral e 

celular observada em indivíduos vacinados. Um encontro científico, patrocinado pela OMS, 

foi realizado em 1991 para discutir os resultados destes estudos e entre as conclusões e 

decisões tomadas ressaltaram-se: 

1- A BIOBRÁS S/A (Bioquímica do Brasil) iria produzir a formulação da vacina 

constituída de cinco cepas do parasito (IFLA/BR/67/PH8, uma linhagem de L. 

amazonensis, MHOM/BR/70/M1176, uma linhagem de L. guyanensis, 

MHOM/BR/60/BH6, uma linhagem de L. mexicana e, MHOM/BR/71/BH49 e  

MHOM/BR/73/BH121, linhagens de L. major-Like (Silva et al. 1994)). Esta vacina 

recebeu a denominação de LEISHVACIN
®
 e seria feita segundo normas GMP (Good 

Manufacturing Pratices) da OMS. Esta vacina pentavalente, produzida em escala industrial, 

passou a ser utilizada a partir de então em novos ensaios clínicos, em regiões de alta 

incidência da doença. 

2- Em virtude das insuficientes indicações de diferenças de imunogenicidade entre as 

diferentes linhagens, critérios técnicos mais que imunológicos seriam adotados na escolha 

de uma linhagem do parasito, para produção de uma vacina constituída de cepa única. 

3- Entre as conclusões dos estudos utilizando a LEISHVACIN
®
 na formulação 

pentavalente destacaram-se:  
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i- Antígenos purificados da vacina pentavalente, isolados ou em combinação, apresentam 

eficácia semelhante a da vacina original na indução de proteção, quando testados em 

modelos experimentais (REGALADO et al. 1992, SANTOS et al. 1994).  

ii- Uma vacina de constituição química definida, com antígenos desta vacina, 

necessariamente deve conter mais que um dos antígenos isolados e testados nos ensaios de 

imunização em modelos experimentais. 

iii- A vacina apresenta propriedades terapêuticas quando utilizada isoladamente, ou em 

combinação com os fármacos utilizados tradicionalmente na terapia contra a doença, 

quando testada em humanos (MAYRINK  et al. 1991, MAYRINK  et al. 1992)  

iv- Tanto as propriedades de indução de proteção quanto as propriedades terapêuticas da 

vacina são mantidas após o armazenamento por 14 meses e/ou após autoclavagem (COSTA 

et al. 1996). 

v- A produção industrial do LEISHVACIN
®
 se concentraria numa única linhagem, ou seja, 

a marca LEISHVACIN
®
 passaria a ser utilizada apenas para denominar a versão 

monovalente da vacina. A linhagem escolhida para sua produção foi a IFLA/BR/67/PH8 

(MAYRINK et al. 1978, MAYRINK et al. 1979, MAYRINK et al. 1985, ANTUNES et al. 

1986, MAYRINK et al. 1989, NASCIMENTO et al. 1990, TAVARES et al. 1991, COSTA 

et al. 1996, GUIMARÃES et al. 1996, A Technical Consultation on Vaccine Development. 

Meeting on Vaccines. Washington. Fevereiro de 1991, Meeting on Vaccines Against 

Leishmaniasis. Belo Horizonte. Setembro de 1991).  

 Recentemente um novo programa de vacinação, utilizando formas promastigotas 

mortas de L. major, autoclavadas, foi aplicado no Sudão. A leishmaniose visceral é 

endêmica nesta região, sendo que cerca de 5093 voluntários humanos foram vacinados com 

duas doses intramusculares desta vacina, acrescida ou não de BCG. Os voluntários 
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vacinados foram acompanhados por cerca de 2 anos, não sendo observada nenhuma 

evidência significativa de níveis de proteção diferentes entre os dois protocolos de 

vacinação. Indivíduos vacinados que apresentaram a reversão do teste de Montenegro 

foram menos acometidos da  doença. O índice de proteção alcançado neste ensaio de 

vacinação foi 40%. (KALIL et al. 2000). 

Ensaios de vacinação utilizando formas promastigotas mortas tem sido testada em 

modelos animais filogeneticamente próximos ao humano. Vacinas constituídas por 

promastigotas de L. major autoclavadas (ALM) encontram-se em fase II de testes como 

vacina, utilizando protocolos de duas e três doses da vacina acrescida de BCG. Índices de 

proteção satisfatórios contra infecção por L. donovani têm sido obtidos em ensaios 

utilizando macacos Presbytes entelllus. MISRA et al. (2001) testaram a utilização de ALM 

ou de vacina constituída por antígenos autoclavados de L. Donovani (ALD), precipitados 

com alúmen e acrescidas de BCG neste mesmo modelo animal. Índices de proteção 

significativos foram obtidos utilizando estas formulações em ensaios de vacinação com 

dose única via intravenosa. Os níveis de IFN- no sobrenadante de PBMCs  do grupo 

vacinado foi sempre superior aos níveis de IFN-do grupo controle, após estimulação tanto 

por ALD quanto por ALM. Os autores sugeriram a formulação do ALM precipitada com 

alúmen acrescida de BCG como potencial vacina contra leishmaniose visceral.  

O controle das leishmanioses através de vacinação têm também explorado o uso de 

moléculas dos vetores do parasito como antígenos. KANHAWI et al. (2000) demonstraram 

que a saliva de Phlebotomus papatasi é capaz de conferir proteção contra infecção por 

Leishmania major em modelo murino. Mais importante ainda neste estudo foi o fato dos 

flebotomíneos utilizados no estudo não estarem infectados com L. major. O efeito protetor, 
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segundo este estudo, estava fortemente associado a promoção de uma reação de 

hipersensibilidade retardada (DTH) nos animais vacinados, caracterizada por intensa 

produção de IFN- no sítio de injeção de saliva dos flebotomíneos. O efeito protetor 

também foi observado em animais previamente inoculados com extrato de glândula salivar 

de flebotomíneos não infectados mais L. major, porém, a injeção apenas de L. major não 

era capaz de conferir proteção à picada por flebotomíneos infectados com o parasito.  

Em estudo recente foi isolada uma proteína salivar de P. papatasi, de cerca de 15 

KDa, capaz de conferir proteção contra infecção por L. major no modelo murino, em 

animais desafiados com extrato de glândula de P. papatasi mais L. major. Semelhante 

proteção foi obtida em animais vacinados com cDNA desta proteína de 15 KDa, sendo 

observada tanto uma intensa resposta do tipo DTH quanto humoral nos animais vacinados. 

Animais deficientes de células B, vacinados com cDNA da proteína de 15 KDa, 

apresentaram níveis satisfatórios de resistência a infecção por L. major mais o extrato de 

glândula salivar do flebotomíneo, o que indica que a resposta de DTH é a principal 

responsável pelo efeito protetor observado nestes animais (VALENZUELA et al. 2001). 

 Como os cães constituem o principal reservatório de parasitos causadores de 

leishmaniose em centros urbanos, vacinas visando proteger estes animais têm sido 

investigadas nos últimos anos, principalmente por serem estes os principais propagadores 

da forma visceral da doença para humanos. Os aspectos a serem considerados para obter-se 

uma vacina eficiente para controlar a progressão das leishmanioses em cães foram 

recentemente discutidos por GRADONI (2001). Numa primeira tentativa de vacinar cães 

contra leishmaniose visceral, utilizou-se preparações liofilizadas de proteínas de L. 

donovani, de pesos moleculares entre 94-67 KDa. Neste estudo, os níveis de proteção 
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obtidos durante o primeiro ano de acompanhamento foram inferiores ao do grupo controle, 

entretanto esta relação inverteu-se no segundo ano pós vacinação dos animais. Os autores 

deste estudo argumentaram que, apesar de se mostrar eficiente em modelo murino, esta 

vacina não era capaz de conferir proteção  por longo tempo contra a leishmaniose visceral 

nos cães utilizados neste estudo (DUNAN et al. 1989). O antígeno FMN (fucose-manose 

ligand) isolado por PALATNIK et al. (1989) foi descrito como uma das moléculas 

importantes para a penetração da Leishmania donovani no interior dos macrófagos. Este 

antígeno é uma fração glicoprotéica complexa, composta predominantemente por 

monossacarídeos (60%), rica em resíduos de fucose, manose e galactose. Estudos recentes 

tem utilizado este antígeno como vacina para o controle da leishmaniose visceral em cães. 

Estes estudos já se encontram em fase III de testes e uma proteção de cerca de 92% foi 

obtida entre os animais vacinados. Os animais vem sendo acompanhados a cerca de dois 

anos, indicando que o FMN pode ser útil para o controle da leishmaniose visceral entre cães  

(SILVA et al. 2001).  

A despeito das diferentes formulações de vacinas utilizadas em ensaios clínicos em 

humanos terem se concentrado em misturas complexas de parasito e/ou antígenos 

purificados, diversos estudos têm sido descritos sobre a possibilidade de se obter vacinas de 

constituição química definida. Estes estudos envolvem desde a purificação de antígenos 

quanto estudos sobre sua imunogenicidade, sobre a imunogenicidade de regiões isoladas da 

estrutura química dos antígenos (mapeamento de determinantes antigênicos) e, finalmente, 

a possibilidade de se utilizar misturas de diferentes epitopos relevantes e sabidamente 

protetores contra a leishmaniose, seja na sua forma original ou com algumas alterações na 

sua estrutura química original.  
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Dentre os diversos antígenos isolados, candidatos potenciais a vacina quimicamente 

definida contra leishmaniose destacam-se a gp63, a glicoproteína mais abundante da 

superfície de leishmanias e o lipofosfoglicano (LPG), a principal molécula de superfície de 

formas promastigotas de todas as espécies de leishmanias. NASCIMENTO et al. 1990 

imunizaram voluntários humanos contra leishmaniose tegumentar utilizando 

LEISHVACIN
®
, composto de estoques de cinco ou seis linhagens de Leishmania, com e 

sem Corynebacterium parvum (C. parvum) como adjuvante. Os  autores não observaram 

nenhuma diferença entre o índice de estimulação de linfócitos de pacientes nos grupos 

vacinados apenas com Leishvacin ou com a vacina combinada com o adjuvante, entretanto 

o índice de estimulação era significativamente maior para os grupos vacinados, quando 

comparados ao grupo controle não vacinado. Utilizando ensaios de linfoproliferação de 

linfócitos (PBL) dos indivíduos vacinados e de imunoprecipitação com soros dos mesmos 

indivíduos os autores concluíram que, dentre os antígenos responsáveis pela proteção 

salientava-se a gp63, que é imunogênica tanto a nível de resposta celular quanto humoral.  

Usando uma série de peptídeos sintéticos derivados da seqüência da gp63 de L. 

major, YANG et al. (1991) identificaram onze epitopos reconhecidos por células T de 

camundongos CBA e BALB/c. Seis dos peptídeos sintéticos eram reconhecidos por células 

T de camundongos CBA infectados experimentalmente com L. major. Após imunização 

com os peptídeos, observou-se que células de linfonodos dos animais eram capazes de 

reconhecer os mesmos peptídeos (sete para CBA e um para BALB/c). Cinco peptídeos 

compreendendo os resíduos 10 a 28 (p10-28), p22-40, p209-309, p459-471 e p467-482, 

induziam uma vigorosa resposta celular nos camundongos CBA, mas não eram 

reconhecidos por células T isoladas do mesmo animal. Quatro peptídeos (p321-336, p364-

476, p372-385 e p378-396) eram reconhecidos por células T provenientes de camundongos 
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CBA imunizados, mas não por células de animais normais. Três peptídeos (p146-171, 

p289-309 e p395-414) eram capazes tanto de induzir uma resposta de células T, quanto de 

serem reconhecidos por células recuperadas do animal após a imunização. Apenas dois 

peptídeos (p146-171 e p467-482) eram capazes de ativar células T, que também 

reconheciam epitopos expressados por células apresentadoras de antígeno (APC), de 

animais previamente infectados com promastigotas de L major.  As células T ativadas com 

estes peptídeos ou com uma mistura de ambos eram CD4
+
 produtoras de IFN- e de IL-2, 

mas não de IL-4. Estes dois peptídeos induziam uma típica resposta do tipo retardada 

(DTH) em camundongos CBA. Imunização de camundongos CBA com uma mistura dos 

dois peptídeos, com ou sem adjuvante (C. parvum), ou incorporados em lipossomos, 

induziu uma significativa resistência nos animais a uma subsequente infecção por L. major. 

A produção de uma vacina sintética composta por estes dois peptídeos foi sugerida pelos 

autores.  

Peptídeos derivados da seqüência da gp63, com potencial para induzir proteção na 

infecção por L. major, foram também estudados por SOARES et al. (1994). Utilizando 

camundongos susceptíveis e não susceptíveis a infecção pelo parasito, BALB/c e C57BL/6 

respectivamente, estes autores concluíram que peptídeos mais extensos e derivados da 

porção central da seqüência da gp63 eram mais eficientes em desencadear uma resposta do 

tipo Th1, em comparação com peptídeos derivados das seqüências vizinhas à região central 

da molécula, ou seqüências derivadas dos extremos da estrutura da proteína.   

Estudos de imunização de camundongos CBA, utilizando como antígeno um peptídeo 

sintético derivado da gp63, compreendendo a região da proteína constituída pelos resíduos 

467 a 482 (p467), covalentemente modificado na porção amino terminal pela adição de um 
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grupo lauril-cisteína (LC-p467) foram conduzidos por FRANKENBURK et al. (1996). 

Esses autores observaram que, em contraste com a exacerbação da doença observada 

quando animais eram imunizados com o p467, cisteinil-p467 ou a glicoproteína intacta e 

posteriormente desafiados com L. major, significativa proteção era obtida com a 

imunização utilizando o peptídeo modificado LC-p467. Também relataram uma intensa 

resposta proliferativa, seguida da secreção de IL-2, IFN- e GM-CSF pelas células 

esplênicas dos camundongos imunizados com o LC-p467, sugerindo que a imunização com 

o antígeno modificado induziu uma resposta do tipo Th1, associada com uma imunidade 

mediada por células. 

GUIMARÃES et al. 1996 demonstraram que entre os diversos antígenos purificados 

da LEISHVACIN
®

 e testados como vacina, a gp63 proveniente das cinco linhagens de 

leishmania constituintes da vacina, era capaz de conferir proteção em camundongos 

C57BL/10 infectados com L. amazonensis. Entretanto foram observadas diferenças 

significativas nos níveis de IL-2 e IFN- produzidos pelas células esplênicas dos animais 

após a imunização, dependendo da gp63 utilizada. Mesma observação pôde ser feita em 

relação aos níveis de IgM sérica que , apesar de aumentados após vacinação, não era 

igualmente aumentado para todas as gp63 utilizadas. 

TSIKARIS et al. (1996) ligaram covalentemente a seqüência antigênica 

IARSRYDQL da gp63 aos grupos H2 do épsilon amino de um carreador oligopeptídico 

contendo lisina como amino terminal. A estrutura química obtida ainda apresentava o 

octapeptídeo na sua estrutura química original, sendo esta estrutura utilizada para 

imunização de coelhos. Altos títulos de anticorpos capazes de reconhecer o octapeptídeo e a 

própria gp63 foram observados. Os autores sugeriram que este modelo quimicamente 
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definido poderia ser utilizado para incorporar epitopos protetores de leishmania, na 

formulação de uma vacina sintética multivalente.  

Estudos sobre a antigenicidade e conformação das seqüências compreendendo a 

região dos sítios de ligação de Zn de diversas metaloproteases, entre estas a gp63 de L 

major e a endopeptidase 24.11 de mamíferos (E-24.11) foram conduzidos por 

SOTERIADOU et al. (1996). Peptídeos sintéticos correspondentes a estrutura primária da 

região do sítio de ligação do Zn destas metaloproteases foram produzidos e anticorpos 

oligoclonais dirigidos contra eles foram purificados por afinidade. Os anticorpos eram 

altamente seletivos quando testados contra os respectivos peptídeos, a partir dos quais 

foram produzidos, entretanto  foi observada a ocorrência de reatividade cruzada quando o 

mesmo anticorpo oligoclonal era testado contra a gp63 e a E-24.11 de mamíferos. 

PAPADOPOULOU et al. (1998) relataram a imunização de camundongos BALB/c 

com gp63 incorporada em complexos imunoestimulantes (ISCONS). A proteção obtida foi 

avaliada pela redução das lesões após desafio dos animais vacinados com L. major. Os 

autores relataram um aumento da expressão de IgG nos soros dos animais vacinados, com 

mudança para o isotipo IgG2a. Células do baço, previamente colocadas em contato com os 

complexos imunoestimulantes e, em seguida reestimuladas in vitro com antígenos solúveis 

de leishmania ou com parasitos vivos, apresentaram intensa resposta proliferativa contra 

gp63, secretando altos níveis de IL-2, IFN- e IL-10, mas não de IL-4.  

Camundongos BALB/c imunizados com uma gp63 recombinante  de L. major, 

incorporada a ISCONS ou com C. parvum como adjuvante, seguidos de infecção desafio 

com L.  major, apresentaram um perfil de resposta do tipo Th1. Apesar desta imunização 

desencadear uma resposta do tipo Th1, não houve uma indução de imunidade protetora nos 
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animais vacinados. Segundo os autores estes resultados sugerem que a indução de proteção 

dependeria de uma habilidade do antígeno induzir células “Th1-like”, previamente 

comprometidas com a infecção. Eles também sugeriram que a conformação do antígeno 

pode ter uma importância muito mais ampla na indução de uma imunidade mediada por 

células T, que aquela proposta originalmente na literatura (SJOLANDER et al. 1998). 

Estudos recentes tem revelado aspectos moleculares da interação da gp63 de L major 

com receptores celulares. PETIT  et al. (1998) sintetizaram o octapeptídeo IASRYDQL, 

correspondente aos resíduos 250-257 da gp63 e obtiveram anticorpos monoclonais 

dirigidos contra a seqüência imunogênica SRYD.  Estes anticorpos reconheceram tanto os 

peptídeos contendo a fração SRYD quanto a gp63 intacta. Dois peptídeos contendo a fração 

RSYD mimetizam a seqüência RGDS de fibronectinas, sendo capazes de inibir a ligação do 

parasito à superfície de macrófagos. A estrutura do complexo RSYD ligada ao anticorpo 

monoclonal teve sua estrutura conformacional resolvida, mostrando-se comparável tanto a 

estrutura do octapeptídeo livre em solução de DMSO, quanto a  estrutura do octapeptídeo 

ligado a um anti-anticorpo que imita os sítios de ligação RGDS de macrófago. 

A estrutura cristalográfica completa da gp63 de formas promastigotas de L major foi 

obtida por SCHLAGENHAUF et al. em 1998. Da análise desta estrutura destacam-se a 

intensa similaridade estrutural entre a gp63 e outras metaloproteases de tripanossomatídeos. 

Também foram observados uma série de motivos estruturais novos, sugerindo que este tipo 

de estrutura pode ser mais amplamente distribuído entre zinco-proteases. A estrutura do 

sítio ativo da gp63 apresenta intensa similaridade com o sítio ativo de outras zinco-

proteases descritas. Estas informações podem ser úteis para o desenvolvimento de 

inibidores específicos, o que permitiria estudar o papel da gp63 na infecção do inseto vetor 

pelo parasito e o seu papel no curso da infecção nos hospedeiros vertebrados. O 
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conhecimento da resposta imune desencadeada por porções da gp63 de diferentes linhagens 

de Leishmania têm permitido testar vacinas de composição definida, baseadas apenas 

naquelas porções da molécula capazes de induzir proteção significativa. SPITZER et al. 

(1999) sintetizaram o peptídeo correspondente a porção da molécula de gp63 de L major, 

onde se localiza a His que liga o átomo de Zn pertencente ao centro ativo.  Este peptídeo, 

denominado PT3, foi sintetizado mantendo o único resíduo de Met presente no peptídeo na 

forma oxidada, como Met sulfóxido. Uma única injeção de PT3 mais o adjuvante 

poloxâmero 407 foi capaz de induzir proteção em camundongos BALBc desafiados com 

promastigotas de duas linhagens de L major, proteção esta que se estendeu por cerca de 10 

meses pós a infecção.  

Outro grupo de moléculas extremamente importantes na infecção por leishmanias são 

os glicoconjugados. Muita atenção têm sido recentemente dada ao estudo desta família de 

moléculas, tendo sido observada sua produção em diferentes estágios de vida do parasito, 

como moléculas associadas ou não a membrana, secretadas ou não e livres ou associadas a 

outras macromoléculas. Em 1972, SCHNUR et al. mostraram que formas promastigotas de 

leishmanias excretam componentes antigênicos para o meio de cultura, os quais eles 

denominaram fator excretado (EF). Este fator, semi-purificado, foi reconhecido por 

anticorpos relacionados ao parasito, sendo observada a precipitação de complexos Ag/Ac 

destes materiais. Aquecimento era capaz de romper os complexos imune, entretanto o EF 

não tinha sua capacidade antigênica abolida após este tratamento. Foram  obtidos EF de 

promastigotas de L. tropica e L. donovani, sendo que o EF de L. donovani constitui-se de 

um material altamente negativo, resistente a uma série de tratamentos químicos e extremos 

de pH, sendo todavia sensível a solventes orgânicos como dioxano e acetona.  
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SLUTZKY & GREENBLAT (1977) obtiveram frações antigênicas de L. tropica, 

através da precipitação do meio de cultura com soro de coelho imunizado com o meio de 

cultura ou com soro de coelhos infectados com promastigotas de L. tropica, seguida de 

cromatografia do precipitado com Sephadex G 120-150. As frações eluídas imediatamente 

após o volume de exclusão da coluna, apesar de ricas em proteína, não continham quaisquer 

antígenos reconhecidos por soro de animais imunizados com meio de cultura, ao passo que 

as frações seguintes, de conteúdo protéico decrescente, apresentavam reatividade crescente 

contra este soro. Estas frações foram reunidas e o componente protéico (cerca de 80%) foi 

separado do componente sacarídico. O componente protéico reagiu com o soro de coelhos 

previamente infectados com L. tropica, enquanto que o soro dos coelhos imunizados com 

meio de cultura reagiam com o componente sacarídico. Estes autores sugeriram que este 

componente corresponde ao fator excretado de L. tropica (EF).  

Os exometabólitos antigênicos de leishmanias têm sido alvo de discussão e de 

controvérsias na literatura, sobretudo sobre sua constituição química. SEMPREVIVO 

(1978) descreveu os exometabólitos de promastigotas de L. donovani como um 

glicopetídeo de baixo PM, exibindo espectros de absorção máximos em 193 e 278nm. 

DECKER-JACKSON & HONIGBERG (1978) descreveram estes exometabólitos como 

uma glicoproteína, com máximos de absorção em 230, 260 e 280 nm. EL-ON  et al. (1979) 

descreveram os mesmos exometabólitos como substâncias semelhantes a um 

polissacarídeo, com espectros de absorção máximos em 220 e 730 nm. Afim de definir a 

natureza química dos exometabólitos de promastigotas de L. donovani, SEMPRE-VIVO & 

HONIGBERG (1980) conduziram uma série de estudos simulando as diferentes condições 

em que os exometabólitos foram isolados, demonstrando que as diferenças observadas 

pelos autores era devida a forma de isolamento, aos tipos de meio de cultura utilizados, 
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forma de armazenamento e fase de vida da forma promastigota utilizada, e do tempo de 

cultivo da cultura da qual as formas promastigotas eram obtidas. Eles concluíram ainda que 

o exometabólito inicial é uma pequena molécula semelhante a um glicopeptídeo, sendo as 

diferentes formas químicas dos fatores de excreção encontradas na literatura, o resultado de 

modificações espontâneas que ocorrem após o isolamento deste glicopéptideo. 

MITCHEL & HANDMAN (1986) descreveram um gliconjugado solúvel derivado de L. 

major, cuja injeção em camundongos geneticamente resistentes C57BL/6,  levava a um 

aumento nas lesões e a persistência da infecção nestes animais. Este glicoconjugado é 

derivado de um glicolípide ligado a membrana do parasita e que, segundo os autores, seria 

o ligante utilizado pelo parasito para ligação ao receptor localizado na superfície dos 

macrófagos. Células linfóides de camundongos BALB/c imunizados contra o 

glicoconjugado e transfectadas para camundongos  BALB/c “nude” induziram a 

leishmaniose cutânea nestes animais. Segundo estes autores as células transfectadas seriam 

diferentes daquelas provenientes de animais não imunizados que, é sabido, são células 

capazes de permitir a reconstituição nos camundongos “nude “ sem induzir infecção. Ainda 

segundo os autores este glicoconjugado pode ser uma molécula importante para indução de 

proteção contra a leishmaniose, mas a presença de elementos protetores ou indutores da 

doença na mesma estrutura química poderia complicar sua utilização como vacina. 

Um glicoconjugado da superfície de formas promastigotas de L. donovani foi isolado 

por KING et al. em 1987. A molécula constituía-se de uma porção lipídica, uma sacarídica  

e continha ainda grupos fosfato na sua constituição, sendo denominada portanto como 

lipofosfoglicano (LPG). PIMENTA et al. (1991) estudaram glicoconjugados de superfície 

de L. major  e relataram a ocorrência de LPG também nesta espécie. Sabe-se hoje que o 

LPG corresponde a principal molécula de superfície, incluindo o flagelo, de formas 
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promastigotas de todas as espécies de leishmanias. Todos os LPGs estudados são 

constituídos de 4 domínios: uma âncora de lipídeos de fosfatidilinositol, um núcleo de 

fosfosacarídeos, uma região rica em repetições de açúcares fosforilados e um pequeno 

“cap” oligosacarídico. A análise de LPGs de várias espécies de leishmanias revelou que a 

âncora de fosfatidilinositol e o núcleo de fosfosacarídeos são extremamente conservados 

entre as diferentes espécies do parasito, enquanto que a composição de açúcares e a 

seqüência das repetições sacarídicas fosforiladas variam de uma espécie para outra, assim 

como a estrutura do “cap” (TURCO & DESCOTEUX (1992). Existem ainda algumas 

características estruturais dos LPGs que os torna bem distintos dos glicoconjugados de 

eucariotos. A porção polissacarídica é ancorada pôr um derivado fosfolipídico incomum, 

um 1-O-alquil-2-liso-fosfatidil(mio) inositol. A cadeia alifática consiste sempre de 

hidrocarbonetos de 24 ou  de 26 carbonos saturados e sem ramificações. O core 

fosfosacarídico apresenta entre outros, resíduos de galactofuranose, incomuns em 

glicoconjugados eucarióticos. Outro aspecto importante é a presença da unidade repetitiva 

Gal(1,3)Gal, um dos epitopos para os quais anticorpos circulantes têm sempre sido 

descritos em pacientes infectados com leishmanias.  

O aspecto mais marcante da estrutura dos LPGs encontra-se nas unidades sacarídicas 

fosforiladas. Todas elas são múltiplas unidades de um esqueleto do tipo PO
4-

6Gal(1,4)Man(1). Outra característica marcante desta porção da molécula é o resíduo de 

Man 4-O substituído, ausente em qualquer glicoconjugado conhecido de eucariotos. A 

presença nas unidades sacarídicas fosforiladas da repetição do dissacarídeo Gal-Man, 

comum aos LPGs descritos, e as substituições no grupo OH do C3 de resíduos de Gal, 

variáveis de uma espécie para outra, podem responder pelos epitopos espécie-específicos 
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descritos na literatura. Outro aspecto relevante desta região da molécula é que, em estudos 

de dinâmica molecular, observou-se que as unidades dissacarídicas repetidas, em solução, 

apresentam restrições de mobilidade em torno das ligações Gal(1,4)Man, enquanto que 

uma série de rotâmeros de baixa energia são obtidos para as repetições Gal(1,4)Man, 

sendo que elas podem ser encontradas, numa mesma molécula de LPG, em diferentes 

configurações, permitindo inclusive que a molécula possa variar seu comprimento em até 

duas vezes. Também foi observado que  o grupo OH, ligado ao C3 do resíduo de Gal, em 

qualquer dos rotâmeros de baixa energia, encontra-se exposto ao solvente e apresenta alto 

grau de mobilidade. Isto é relevante pois é nesta posição que ocorrem as substituições de 

resíduos, observadas nos LPGs de diferentes espécies do parasito (ORLANDI & TURCO 

1987, MACCONVILLE et al. 1990, HOMANS et al. 1992, ILG et al. 1992 ). 

Também é sabido que partes da estrutura do LPG são encontradas em outras 

moléculas do parasito, como nas âncoras de glicosilfosfatidilinositol (GPIs) e nos 

glicosilinositolfosfolípides de leishmanias, no fator excretado (EF) e como parte da 

estrutura química de glicoproteínas. O LPG também é encontrado complexado com 

proteínas dos meios de cultura, ou com proteínas séricas dos hospedeiros vertebrados, 

sendo que esta forma têm implicações a nível da resposta imune do hospedeiro infectado. 

Partes da estrutura do LPG foram observadas também em uma série de glicoconjugados 

excretados, como na fosfatase ácida (SAP) encontrada em meios de cultura, que contém as 

repetições de fosfoglicanos do LPG como parte de sua estrutura química,  ou nos 

fosfoglicanos que contém o “cap” ligado às mesmas unidades fosfosacarídicas encontradas 

no LPG (JARDIM et al. 1991, MENDONÇA et al. 1991, KELLEHER et al. 1992, TURCO 

& DESCOTEUX 1992, MENDONÇA et al. 1994, BEVERLEY & TURCO 1998).  
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Recentemente, vacinas sintéticas e semi-sintéticas tem sido propostas explorando o 

tetrasacarídeo correspondente ao „cap” do LPG de L donovani. O tetrasacarídeo contendo a 

ligação incomum Gal--(1 4)Man foi obtido por síntese química e, numa primeira 

construção o „cap” foi conjugado ao imunoestimulador Pam3Cys para produção de uma 

vacina totalmente sintética. Uma segunda construção foi feita conjugando o “cap” sintético 

ao carreador protéico KLH, produzindo-se desta forma uma vacina semi-sintética. Os 

ensaios de proteção contra infecção por L donovani utilizando camundongos vacinados 

com estas construções estão em andamento (HEWITT & SEEBERGER 2001). 

Muita informação têm sido acumulada sobre o papel do LPG na infecção por 

Leishmania. Esta molécula assim, como a gp63, têm sido considerada uma das prováveis 

candidatas a uma vacina de composição química definida contra a leishmaniose. Muitos 

aspectos da resposta imunológica, definidos em estudos com o LPG, com a gp63 e com 

partes da estrutura química de ambas, têm indicado que mais estudos devam ser conduzidos 

para definir melhor a resposta imune contra estes antígenos (MITCHELL & HANDMAN 

1986, JAFFE et al. 1990, KEMP et al. 1991). Estudos recentes utilizando técnicas de 

biologia molecular têm fornecido informações sobre os genes e moléculas ligadas a síntese 

do LPG e de glicoconjugados de parasitos intracelulares, indicando que estes podem ser os 

determinantes de virulência, nestes tipos de parasitos (BEVERLEY & TURCO 1998, 

MENGELING & TURCO 1998). A importância e o papel destes conjugados nos processos 

de resposta imunológica e as  suas interações com proteínas têm sido alvo de diversos 

estudos, tendo sido muito bem revistos (RUDD et al. 2001, SPENCER & DAVIES 2001).  
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II. OBJETIVOS. 
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II.1. Objetivo geral: 

 

Isolar , identificar e fazer a caracterização molecular e imunogênica de antígenos 

presentes em amostras da vacina contra Leishmaniose Tegumentar Americana 

(LEISHVACIN
®
), submetidas a longos períodos de armazenamento.  

 

II.2. Objetivos específicos: 

 

II.2.1. Isolar antígenos a partir da fração solúvel de amostras de Leishvacin 

polivalente e monovalente; 

 

II.2.2. Identificar a(s) cepa(s) de Leishmania das quais o(s) antígeno(s) isolado(s) da 

vacina polivalente são originados;  

 

II.2.3. Comparar a natureza química e imunogênica do(s) antígeno(s) isolado(s) da 

vacina polivalente com aquele(s) obtido(s) de vacina monovalente; 

 

II.2.4. Determinar o peso molecular dos antígenos isolados; 

 

II.2.5. Determinar a natureza química dos antígenos isolados; 

 

II.2.6. Determinar a composição química dos antígenos isolados; 
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III. MATERIAIS E METODOLOGIAS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

45 

III.1. MATERIAIS 

 

Extrato total de formas promastigotas de Leishmania. 

Como fonte de extrato total de parasitos foram utilizadas amostras de vacinas contra 

Leishmaniose Tegumentar Americana (Leishvacin ), produzidas pela Bioquímica do 

Brasil (BIOBRAS, SA), como proposto por MAYRINK et al. 1979. Antígenos foram 

isolados de vacinas constituídas de cinco cepas do parasito: Leishmania (Leishmania) 

amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), Leishmania (Leishmania) mexicana (MHOM/BR/BH6), 

Leishmania (Viannia) guyanensis (MHOM/BR/70/M1176), Leishmania major-like 

(MHOM/BR/BH49) e Leishmania major-like (MHOM/BR/63/BH21), lote 9031004-1V 

produzido em 1991. Antígenos foram também isolados de vacinas de cepa única do 

parasito, Leishmania (Leishmania) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), vacina monovalente, 

lote 3031012-1V produzido em 1993, ou vacina monovalente recém preparada. 

 

Soros 

Os soros humanos infectados com todas as formas de leishmaniose, soros de 

indivíduos vacinados e soros de pessoas residentes em área endêmica para leishmanioses, 

mas não afetados pela doença, e os soros de cães foram fornecidos pelo Departamento de 

Parasitologia da UFMG e tiveram o diagnóstico das infecções, quando presentes, 

confirmados por exame parasitológico. Os demais soros de pacientes foram fornecidos pela 

Fundação Hemominas e tiveram seu diagnóstico comprovado por teste de Elisa e por 

exame parasitológico.  
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III.2- METODOLOGIAS 

 

III.2.1. Preparação dos extratos solúveis de parasitos. 

Para obtenção da fração solúvel das vacinas, amostras de vacinas foram 

inicialmente centrifugadas a 1,0 x 10
5 

g por 75 min a 10
o
C. O sobrenadante (fração solúvel) 

foi então recolhido e filtrado em filtro de 0,45 m e o precipitado desprezado. A fração 

solúvel de amostras de vacina pentavalente foi denominada SFE. A fração solúvel de 

vacina monovalente de longo tempo de armazenamento foi denominada SF8 e a da vacina 

recentemente preparada foi denominada FM8.  

 

III.2.2. Quantificação de proteínas e de carboidratos totais. 

Dosagens de proteínas totais 

Todas as dosagens de proteínas foram feitas pelos métodos de LOWRY et al. 1951 

ou pelo método de BRADFORD 1976. Foram utilizadas em cada método, albumina bovina 

e ovalbumina, respectivamente. 

Dosagens de carboidrato total  

Todas as dosagens de carboidrato total foram feitas pelo método do fenol/ácido 

sulfúrico como proposto por DUBBOIS et al. (1956) utilizando glicose como 

monossacarídeo padrão. 
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II.2.3. Isolamento dos antígenos. 

 

Isolamento de antígenos por diálise em câmaras de microdiálise. 

Câmaras de microdiálise tiveram seus compartimentos separados por membranas de 

diálise de poros de 12-14 KDa. Um dos compartimentos foi preenchido com 1,2 mL de 

fração solúvel das vacinas e o outro compartimento com 1,2 mL de solvente. Neste sistema 

de isolamento, amostras de dialisado foram obtidas utilizando como solventes água, 

carbonato de sódio 0,10M pH 7,40 e acetato de amônio 0,10M pH 6,70. Amostras de 

dialisado foram coletadas em vários intervalos de tempo e diferentes sistemas de solventes. 

Como controle da integridade do sistema e das membranas de diálise, amostras de 

1,2 mL de solução de tripsina suína (10 mg/mL) foram dialisadas contra 1,2 mL de HCl pH 

3,0. Amostras de dialisado foram então coletadas e a atividade enzimática no dialisado foi 

medida utilizando uma solução do substrato tríptico BapNA (N-Benzoil-DL-Tirosil-p-

Nitroanilida) em tampão TRIS-HCl 0,050 M, pH7,40. 
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Isolamento de antígenos por métodos cromatográficos  

Cromatografia de exclusão molecular em FPLC. 

Amostras de fração solúvel das vacinas foram submetidas a cromatografia de 

exclusão molecular utilizando coluna Superose 12. Após o equilíbrio da coluna com 

tampão fosfato 0,10 M, pH 7,4, amostras da fração solúvel de diferentes formulações da 

vacina (SFE, SF8 ou FM8) foram aplicadas a coluna (2 mL/corrida) e eluídas com o mesmo 

tampão de equilíbrio, a temperatura ambiente. Foi utilizado um fluxo de 0,25 mL/min, 

sendo colhidas frações de 1,25 mL por tubo. A presença de material nas frações foi 

avaliada pelo monitoramento da absorção do eluato em 280nm. Frações de interesse foram 

coletadas e reunidas, concentradas e submetidas as etapa cromatográficas subsequentes. 

Uma curva de calibração da coluna foi feita utilizando como padrões de pesos moleculares 

o blue-dextran (2,00 x 10
6 

KDa), Álcool desidrogenase (150 x 10
3
 KDa), soroalbumina 

bovina (66,0 x 10
3
 KDa), ovalbumina (45,0 x 10

3
 KDa), anidrase carbônica (29,0 x 10

3
 

KDa) e ribonuclease (14,7 x 10
3
 KDa). Estes marcadores foram eluídos no mesmo tampão 

utilizado no isolamento de antígenos da fração solúvel das vacinas. O limite de exclusão 

desta coluna é de 300 KDa. 

 

Cromatografia de exclusão molecular em HPLC. 

As frações de interesse provenientes da cromatografia em coluna Superose 12 foram 

reunidas e submetidas a uma nova cromatografia de exclusão molecular utilizando a coluna 

Ultra Hydrogel Linear. Após o equilíbrio da coluna com tampão fosfato 0,10M, pH 7,4, 

amostras foram aplicadas e eluídas com o mesmo tampão de equilíbrio. Foi utilizado um 

fluxo de 0.8 mL/min e as frações eluídas foram coletadas manualmente. A presença de 
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material de interesse nas frações foi feita pelo monitoramento da absorção do eluato em 

280nm e 212 nm, simultaneamente. As frações de interesse obtidas nesta etapa foram 

reunidas, dialisadas e concentradas para o próximo passo cromatográfico. Uma curva de 

calibração desta coluna foi feita utilizando como padrões de peso molecular, dextrans de 

2,0 x 10
6
, 600,0 x 10

3
, 200,0 x 10

3
, 75,0 x 10

3
, 45,0 x 10

3
, 10,0 x 10

3
, 5,00 x 10

3
, e cadeia 

alfa da insulina humana (23,0 x 10
2
), eluídos no mesmo tampão utilizado no isolamento de 

antígenos. O limite de exclusão da coluna Ultra Hydrogel Linear é de 7,00 X 10
6
 KDa. O 

mesmo protocolo foi utilizado nas cromatografias de frações obtidas nesta mesma coluna. 

 

Cromatografia de fase reversa em HPLC. 

As frações de interesse provenientes da cromatografia de exclusão molecular em 

HPLC foram submetidas a uma cromatografia de fase-reversa em HPLC utilizando a 

coluna RP 300 HR (coluna C8) de 250/4,5 mm. Como eluente foi utilizada um solução de 

acetonitrila (CH3CN) 70% em ácido trifluoroacético (TFA) 0,08%. A coluna era 

previamente equilibrada com solução de TFA 0,02%. Após o equilíbrio da coluna, as 

amostras suspendidas em H2O eram aplicadas a coluna e eluídas em gradiente crescente de 

solução de CH3CN em TFA a temperatura ambiente. Foi utilizado um fluxo de 1,5 mL/ 

min. Frações correspondente aos picos eluídos foram coletadas manualmente. A presença 

de material de interesse nas frações foi avaliada pelo monitoramento da absorção do eluato 

em 280nm e 212 nm, simultaneamente. Nesta etapa as amostras foram também secas em 

“speed vac” e em  seguida ressuspendidas no solvente apropriado para as subsequentes 

análises. O mesmo protocolo foi utilizado quando amostras coletadas nesta coluna foram 

submetidas nesta mesma coluna.  
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III.2.4. Caracterização imunogênica dos antígenos isolados. 

 

Caracterização por ensaios de ELISA. 

Frações antigênicas foram selecionadas através de ensaios de ELISA como 

realizado por TAVARES et al. (1984). Placas de ELISA de 96 poços foram sensibilizadas e 

incubadas durante uma noite com os antígenos diluídos em tampão carbonato / bicarbonato 

de sódio 0,50 M, pH 9,60. Após esta incubação as placas foram lavadas 3 vezes com 

tampão salina fosfato 0,150 M, pH 7,40 (PBS), contendo 0,050% de Tween 20 (PBS-

Tween) e incubadas por 1 hora com solução de albumina bovina 2,0% em PBS. Após este 

período as placas foram lavadas e incubadas com os soros teste diluídos em tampão de 

incubação (PBS contendo 0,10% albumina bovina ) por 1 hora a 37
o
C. Após 3 lavagens as 

placas eram então incubadas com os conjugados apropriados, diluídos em tampão de 

incubação, por 1 hora a 37
o
C. Após 5 lavagens com PBS-Tween e 1 lavagem com PBS as 

placas foram incubadas com solução reveladora (tampão citrato/fosfato 5,0 M, pH 5,0, 

contendo 0.012% H2O2 e 0,0020% de OPD) por 15 minutos. A reação foi então paralisada 

pela adição de 20 l de H2SO4 8,0N e a densidade ótica em 492nm determinada em leitor 

automático de ELISA. 
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Caracterização por ensaios de “Western Blotting”. 

 Após separação dos antígenos por eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS 

(descrito em 3.2.5), bandas contidas no gel foram submetidas à eletrotransferência para 

membranas de nitrocelulose (0,22 ) segundo método descrito por TOWBIN et al. 1979. 

Após a transferência as membranas de nitrocelulose foram cortadas em tiras de cerca de 

0,50 mm. Tiras contendo marcadores de peso molecular foram reveladas por coloração com 

Ponceau 0,50% em solução de ácido acético 10%. Tiras contendo amostras foram lavadas 

com PBS-Tween 5,0% por 20 min. sob agitação. Em seguida as tiras foram incubadas com  

PBS-Tween contendo 0,30% de caseína por 30 min. Após o bloqueio, as tiras foram então 

incubadas com os soros apropriados diluídos em PBS-Tween por 60 min, sob agitação. 

Após esta etapa as tiras foram submetidas a duas lavagens de 20 min com PBS-Tween e 

duas lavagens de 20 min. com PBS. As bandas reativas foram evidenciadas pela incubação 

das tiras em tampão TRIS-HCl 0,10 M, pH 7,40, contendo 0.050% de 3,3‟ 

diaminobenzidina e 0,10% de H2O2. A reações foram paralisadas pela adição de ácido 

acético 60%. 
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III.2.5. Caracterização química dos antígenos isolados. 

 

Caracterização por métodos eletroforéticos em géis de poliacrilamida (PAGE). 

 As eletroforeses em gel de poliacrilamida foram conduzidas segundo proposto por 

LAEMLI 1970, com ligeiras modificações. Amostras foram suspendidas e dissolvidas em 

tampão TRIS-HCl 0,5 M, pH 6,8, contendo 0,002% de SDS e, 0,10% de azul de 

bromofenol (tampão de amostras). Quando conveniente, o tampão de amostras era 

acrescido de 5,0% de agente redutor (2-mercaptoetanol) para verificar a presença ou não de 

ligações de dissulfeto nas bandas observadas no gel. Géis em condições nativas foram 

obtidos utilizando tampões de corrida e de amostras sem SDS. O tampão de corrida 

utilizado foi o tampão TRIS-HCl 1,5 M, pH 8,30, com ou sem SDS. As corridas foram 

desenvolvidas a 150 V. 

 

Procedimentos de coloração dos géis de poliacrilamida pela método da prata. 

  Após a corrida eletroforética os géis foram coradas pela prata, como proposto por 

OAKLEY et al. 1980, com ligeiras modificações, para detecção de proteínas. Inicialmente 

os géis foram incubados por 1 h no sistema metanol / ácido acético / água na proporção 6,7: 

1,0: 2,3. Em seguida os géis foram incubados por 1 h no sistema metanol / ácido acético / 

água na proporção de 0,67: 1,0: 8,33. Numa terceira etapa os géis foram incubados em 

glutaraldeído 10% por 45 minutos. Após extensiva lavagem para retirada do excesso de 

glutaraldeído, os géis foram incubados por 20 minutos em solução amoniacal de prata. A 

solução amoniacal foi preparada pela suspensão de 0,70g de AgNO3 em 32 mL de solução 

de NaOH 0,36%, que foi titulada com NH4OH até a completa dissolução da prata. O 
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volume da solução foi então completado para 100 mL com H2O. Após incubação dos géis 

na solução de prata, procedeu-se a lavagem com H20 ( 5 lavagens de 5 min) e à posterior 

revelação das bandas. A solução de revelação foi preparada pela mistura de 25 L de ácido 

cítrico 2,60 M e 100 L de formaldeído em 100 mL de H2O. Os géis foram mantidos na 

solução reveladora até a visualização das bandas, sendo que a reação foi paralisada pela 

substituição da solução reveladora por ácido acético 0,020%. 

 

Coloração dos géis de poliacrilamida pelo método do ácido periódico-base de 

Schiff  (Periodic Schiff Acid, PAS). 

Para detecção de carboidratos, géis de poliacrilamida foram corados pelo método do 

PAS como proposto por DUBBOIS et al. 1956, com algumas modificações. Após a corrida 

eletroforética os géis foram incubados por 1 h numa solução fixadora composta por 

metanol / ácido acético / água na proporção de 7,0: 2,0: 1,0. Em seguida os géis foram 

incubados em 60 mM de H5IO6 em CH3COOH 5% por 1 h. O géis foram em seguida 

brevemente lavados com água e incubados por 20 minutos em 10 mM de Na2S2O5 em 

CH3COOH 5%. Após lavagem dos géis procedeu-se à revelação das bandas incubando o 

gel reagente de Schiff por 2 h. O reagente de Schiff foi preparado pela dissolução de 4g de 

fucsina básica em 800 mL de água a 100
o
C. Após fervura por 5 minutos, a solução foi 

resfriada até 50
o
C e acrescida de 100 mL de HCl 1,0 M sob agitação. A mistura foi então 

resfriada até 25
o
C e adicionou-se 6,80g de Na2S2O5. Após incubação por uma noite a 4

o
C, a 

solução foi decantada com 20g de carvão ativado durante 12 h, pré-filtrada em filtro de 

papel Whatmam N
o
 1 e em seguida filtrada em membrana Millipore de 0,45.   
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Caracterização por eletroforese em géis de agarose (AGE). 

Para a detecção de ácidos nucléicos nas frações, amostras foram submetidas a AGE 

como proposto por MANIATIS et al. 1982. Géis de 0,50% de agarose foram preparados 

pela dissolução a quente da agarose em tampão TRIS-borato 50 mM, pH 8,0, contendo 1,0 

mM de EDTA (TBE). Após a suspensão em tampão da amostra (azul de bromofenol 

0,040%, xilenocianol 0,040% e sacarose 6,60%) as amostras foram submetidas a 

eletroforese em TBE a 75V. Após a corrida o gel foi incubado em solução de brometo de 

etídeo 0,5o mg/mL e as bandas foram visualizadas em transiluminador sob luz ultra violeta. 

 

Caracterização dos epitopos por tratamentos químicos e enzimático em placas 

de ELISA. 

Após a sensibilização e bloqueio (ver item III.2.4), poços contendo amostras de 

antígenos (CT
+ 

) foram tratados por incubações isoladas em 100 L, por 4 h a 37
o
C, com os 

seguintes reagentes químicos e enzimas: 

- 2-mercaptoetanol 0,060 M, pH 4,71; 

- Ácido periódico 0,020 M, pH 4,70; 

- Pronase 1,0 mg/ml em tampão acetato de sódio pH 5,60; 

Após a incubação os poços foram lavados cinco vezes com PBS-Tween e uma vez com 

PBS e os ensaios de ELISA foram conduzidos como descrito no item III.2.4. Foram feitos 

poços sensibilizados mas não tratados (NT
+
), e poços controles não sensibilizados mas 

também tratados (TN
+
). Foram ainda feitos poços controles sensibilizados e não tratados 

mas incubados com soro normal ( NT
- 

). O efeito (E) foi  calculado de acordo com a 

equação:  
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E =  (A - B) + C, onde:  

A = NT
+
 - NT

- 

B =  CT
+ 

C = TN
+
 

 

Caracterização das frações antigênicas após tratamentos químicos, por 

cromatografia e por espectrofotometria. 

 

Protocolo de tratamento dos antígenos com 2-mercaptoetanol. 

Amostras dos antígenos foram dissolvidas em 2,0 mL de água desionisada, sendo 

retirada uma alíquota de 1,0 ml. O 1,0 mL restante foi então seco em centrífuga a  vácuo e 

ressuspendido em 200 L  de mercaptoetanol 0,060 M, pH 4,71 e então incubadas em 

banho a 95
o
C por 10 min. Após esta incubação as amostras foram secas em centrífuga a 

vácuo a 50
o
C, sendo em seguida incubadas a 37

o
C por 30 min com 200 L de tampão 

acetato de sódio 50 mM, pH 5,78 contendo 0,60 M de iodoacetamida. Após a reação com a 

iodoacetamida as amostras foram extensivamente dialisadas contra H2O e  secas em 

centrífuga a vácuo.  

Um controle de reação foi feito e consistiu em submeter amostras dos reagentes a 

todo o procedimento descrito anteriormente, na ausência dos antígenos. Após dissolução 

em 1,0 mL de água desionisada, as amostras tratadas foram analisadas por métodos 

cromatográficos em HPLC e por espectrofotometria. 
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Cromatografia em HPLC dos antígenos tratados, utilizando coluna de 

exclusão molecular Ultra Hydrogel Linear.  

Após o equilíbrio da coluna com tampão fosfato de sódio 0,10 M, pH 7,4, ou com 

H2O desionisada, amostras de 20 L de antígenos tratados foram aplicadas a coluna e 

eluídas nos respectivos sistemas de equilíbrio. Nos dois sistemas de eluição foi empregado 

um fluxo de 0,8 mL/min. A absorvância das frações foi monitorada a 280nm e a 212 nm, 

simultaneamente. Frações correspondentes a cada pico eluído, nos diferentes sistemas 

eluentes, foram coletadas manualmente e separadamente. As frações provenientes dos 

diferentes sistemas de eluição foram recromatografadas, cada qual isoladamente, 

empregando as mesmas condições de eluição da amostra original ou no outro sistema 

eluente empregado. 

 

Cromatografia em HPLC dos antígenos tratados utilizando coluna de fase 

reversa RP 300 HR (coluna C8).  

As amostras tratadas ou não com 2-mercaptoetanol foram submetidas a 

cromatografia de fase-reversa, a temperatura de 40
o
C. Como eluente foi utilizada uma 

solução de acetonitrila 70% em TFA 0,08%. A coluna era previamente equilibrada com 

solução de TFA 0,02%. Após o equilíbrio da coluna, amostras de 20 L foram aplicadas e 

eluídas em gradiente crescente de solução de CH3CN em TFA. Foi utilizado um fluxo de 

1,5 mL/ min. Frações provenientes da cromatografia de filtração, em HPLC, das amostras 

tratadas com 2-mercaptoetanol, foram também submetidas a este mesmo procedimento 

cromatográfico e nas mesmas condições. A presença de material nas frações foi avaliada 

pelo monitoramento da absorção do eluato em 280nm e 212nm, simultaneamente.  
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Caracterização dos antígenos tratados por espectrofotometria. 

 O espectrofotômetro foi zerado utilizando o controle de reação e a linha de base foi 

obtida utilizando o próprio controle de reação, após ter sido dialisado. Em seguida os 

espectros das amostras de antígenos tratadas com 2-mercaptoetanol e iodoacetamida foram 

obtidos tendo como branco o controle de reação. O espectro das amostras de antígeno não 

tratadas foram obtidos utilizando como branco a água desionisada. Neste caso a água 

desionisada foi utilizada para zerar o aparelho, bem como para obtenção da linha de base.  

 

Análise de aminoácidos nos antígenos por cromatografia de fase reversa em 

HPLC (Método Pico.Tag).  

 

Protocolo de hidrólise ácida. 

Amostras de antígenos contendo 100 g em peso e amostras de padrões de 

aminoácidos (Pierce) contendo cerca de 1,0 mol de cada resíduo foram acondicionadas em 

tubos de vidro limpos por pirólise e suspendidas em 100 L de água desionisada. Um 

branco de hidrólise foi também preparado pela adição de água desionisada em dois tubos. 

Os tubos foram então secos em centrífuga a vácuo e em seguida acondicionados em uma 

frasco de vácuo contendo 250 L de HCl 6,0 N e um cristal de fenol. O frasco de vácuo foi 

então fechado a vácuo e com atmosfera de N2, incubada em estufa a 100
o
C e mantida nesta 

temperatura em intervalos de 2, 6, 12 e 16 horas. Após hidrólise as amostras foram secas 

em centrífuga a vácuo durante 15 minutos a 50
o
C.  
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Amostras de cisteína foram previamente convertidas a ácido cistéico numa mistura 

de acido fórmico 97% contendo peróxido de hidrogênio  na proporção de 19:1. Amostras 

de 250 picomoles deste resíduo foram incubadas em 100 L desta mistura por 30 minutos a 

22
o
C e em seguida secas em centrífuga a vácuo. Após sua conversão a ácido cistéico as 

amostras foram submetidas ao procedimento de hidrólise ácida descrito anteriormente. 

Amostras de insulina humana foram utilizadas como controle do protocolo de oxidação de 

cisteína. Controles de insulina e cisteína não oxidados também foram analisados. 

 

Protocolo de hidrólise alcalina. 

 Amostras de antígenos contendo 100 g de carboidrato e amostras de padrões de 

aminoácidos (Pierce) foram acondicionadas em ampolas de 3,0 mL e suspendidas em 100 

L de NaOH 4,0 N. Um branco de hidrólise foi também preparado pela adição 100 L de 

NaOH 4,0 N em duas ampolas. As ampolas foram então fechadas a vácuo e em atmosfera 

de N2 e acondicionadas em frasco de vácuo, também fechada a vácuo e com atmosfera de 

N2. O frasco de vácuo foi então incubado a 100
o
C em intervalos de 2, 6, 12 e 16 horas. 

Após hidrólise as ampolas foram abertas e o pH das amostras foi neutralizado pela adição 

de 100 L de CH3COOH. Em seguida as amostras foram secas em centrífuga a vácuo a 

50
o
C durante 75 minutos.  

Amostras de cisteína e de insulina humana foram previamente oxidadas a ácido 

cistéico, como descrito anteriormente, antes de serem submetidas a hidrólise alcalina. 

Amostras de insulina humana e de cisteína não oxidadas foram também submetidas ao 

protocolo de hidrólise alcalina. 
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Procedimento de derivatização dos aminoácidos utilizando o método do 

fenilisotiocianato (COHEN et al. (1988). 

Amostras e padrões hidrolisados foram inicialmente submetidas a um procedimento 

de ressecagem em uma mistura de metanol/ ácido acético/ trietilamina (TEA) na proporção 

de 2,0: 2,0: 1,0. As amostras foram ressuspendidas em 20 L desta mistura e secas em 

centrífuga a vácuo durante 15 minutos. Após secagem as amostras e padrões hidrolisados  e 

amostras e controles não submetidos ao procedimento de hidrólise foram ressuspendidos 

em 100 L de solução de derivatização, composta por etanol/ H2O/ TEA/ PITC na 

proporção de 7,0: 2,0: 1,0: 1,0 e incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente. Após 

incubação o excesso de reagente foi retirado em centrífuga a vácuo, a temperatura 

ambiente, durante cerca de 1 hora.  

 

Análise cromatográfica dos hidrolisados por cromatografia de fase reversa em 

HPLC utilizando coluna Pico.Tag (Waters, Millipore).  

Após derivatização, as amostras secas foram ressuspendidas em tampão acetato de 

sódio 0,140 M, pH 5,80 contendo 5,0% de acetonitrila (CH3CN). Amostras de 20 L de 

padrões e de insulina, contendo cerca de 200 picomoles de cada resíduo foram aplicadas em 

cada corrida. Para as amostras desconhecidas foram aplicados volumes contendo cerca de 

10 g de amostra, em massa. 

A análise dos aminoácidos foi feita por cromatografia de fase reversa em HPLC, 

utilizando o método PICO.TAG, como proposto por KOOP et al. (1982), com algumas 

modificações. Como eluente foi usado o sistema acetonitrila / água (CH3CN 60%, solução 

B) e tampão acetato de sódio 0,14M, pH 5,8 contendo 0,05% de TEA (solução A). As 
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cromatografias foram conduzidas utilizando um fluxo de 1,0 mL / min e a 40
o
C, tendo a 

duração de 12 min. A coluna era previamente equilibrada por 10 min com 6,0% de CH3CN 

(10% de solução B) antes da aplicação de cada amostra. Após a completa eluição das 

amostras (11,5 min), a concentração da solução B era elevada para 100% e mantida assim 

por 7,0 min para completa lavagem da coluna, sendo então retomado o período de 10 min 

de equilíbrio da coluna. 

 

Caracterização das frações antigênicas por espectroscopia no infra vermelho. 

 

Amostras de 1,0 mg do antígeno foram misturadas a 1,0 mg KBr até se obter um 

pasta homogênea. A pasta foi então seca e comprimida sob pressão de 240 Kg/cm
2
 para se 

obter o disco de sal de KBr da amostra. Os espectros foram obtidos em espectrômetro  

FTIR utilizando detetor DGTS KBr. Como controle foi obtido o espectro do peptídeo C 

numa freqüência de 32 varreduras min
-1

 em resolução de 4,0 cm
-1

. A amostra do antígeno 

PI foi obtida utilizando uma freqüência de 46 varreduras min
-1

 numa resolução de 4,0 cm
-1

, 

sendo realizados 2000 varreduras. 
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Caracterização das frações antigênicas por cromatografias em camada delgada 

(TLC). 

 

Procedimentos de cromatografia em camada delgada. 

As cromatografias em camada delgada foram desenvolvidas utilizando como fase 

estacionária placas de sílica. Os ensaios foram conduzidas em capela de exaustão, sendo 

que em todas cromatografias foram aplicados 20g de amostras teste num volume de 2,0 

L e 2,0g de padrões de mono e / ou dissacarídeos num volume de 2,0 L por placa. Após 

a aplicação das amostras as placas foram colocadas na cuba de TLC contendo 20 mL da 

fase móvel. A fase móvel era colocada na cuba 30 min antes da colocação da placa para 

formar uma atmosfera da fase móvel na cuba antes de iniciar-se as cromatografias. Como 

fase móvel foi utilizado o sistema piridina/ butanol/ água na proporção de 3: 1: 3, sendo as 

corridas neste sistema realizadas em 60 min. Cromatografias foram também desenvolvidas 

utilizando como fase móvel o sistema acetonitrila/ água (CH3CN 85%), neste caso 

utilizando placas previamente tratadas com Na2S2O5 0,10 M e tampão citrato de sódio 9,0 

mM, pH 4,80.  O tratamento consistiu em imergir as placas brevemente na solução de 

metabissulfito seguida de secagem a 37
o
C. O processo foi então repetido com o tampão 

citrato seguido da secagem das placas nas mesmas condições antes da aplicação das 

amostras. No sistema acetonitrila/ água, três corridas com mesma placa eram realizadas em 

seqüência, sendo a placa seca a temperatura ambiente e em capela de exaustão no intervalo 

entre cada corrida. Após a última corrida as placas eram secas em capela de exaustão e a 

temperatura ambiente.  
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Procedimento de revelação das placas de TLC. 

A detecção dos carboidratos nas placas de cromatografia foi feita utilizando o 

sistema difenilamina/ anilina. A solução reveladora consistiu de uma mistura de 0,40 g de 

anilina dissolvidos em 8,0 mL de acetona, acrescida de 100 mL de anilina 4,0% v/v em 

acetona. O volume final da solução era então completado para 128 mL com 20 mL de ácido 

fosfórico 85%. As placas foram borrifadas com a solução reveladora e em seguidas secas a 

temperatura ambiente na câmara de exaustão. Após a secagem as placas foram incubadas a 

100
o
C em estufa até o aparecimento dos sinais de carboidratos. O tempo de incubação a 

100
o
C variou de 2,0 – 5,0 min. 

 

III.2.6. Análise estatística dos dados. 

Comparações entre dados foram analisadas para sua significância pelo Teste de 

Student (teste t) bicaldal, pareado, utilizando o programa comercial SIGMA PLOT da 

Jandel Coop. Diferenças foram consideradas significativas quando p < 0.01. 
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IV. RESULTADOS. 
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Numa primeira abordagem partimos para o isolamento de antígenos de amostras de 

vacina pentavalente por métodos de diálise. Com a intenção de evitar problemas com altas 

concentrações de sal nos possíveis antígenos isolados nesta abordagem, utilizamos três 

sistemas de solvente distintos nos procedimentos. Surpreendentemente apenas nos 

dialisados da vacina contra água obtivemos antígenos reativos com soro de pacientes com 

leishmaniose visceral. Nos outros dois sistemas solventes utilizados (acetato de amônio e 

carbonato de amônio)  os materiais obtidos não foram reativos (Figura 1).  

Outra característica observada nesta abordagem é que, com a diálise ao longo do 

tempo, a concentração dos antígenos presentes no dialisado contra H2O atingem uma 

concentração de equilíbrio nas primeiras 24 horas de diálise, ocorrendo uma queda nesta 

concentração por volta de 120 horas de diálise. Observa-se que após 24 horas de diálise 

ocorre precipitação parcial no dialisado. Apesar da vacina ser constituída de cepas de 

Leishmania causadoras da forma tegumentar da doença, a reatividade dos antígenos 

presentes no dialisado é observada somente contra soros de pacientes com a forma visceral 

da leishmaniose (Figuras 1 B e 2 A), não havendo nenhuma reatividade com soros de 

pacientes com a forma tegumentar da leishmaniose (Figura 2 B). Antígenos com esta 

propriedade não são observados no dialisado dos outros dois sistemas de solvente testados 

(Figura 1 B, símbolos verde e vermelho). Entretanto na fração não dialisável destes 

mesmos sistemas são observados antígenos com esta propriedade (Figura 1 A, símbolos 

verde e vermelho). 
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Figura 1. Reatividade dos antígenos da vacina pentavalente obtidos por diálise, medida 

em ensaios de Elisa. Reatividade dos antígenos não dialisáveis presentes na vacina (A). 

Reatividade dos antígenos presentes nos dialisados da vacina (B). As cores nos símbolos 

(preta, vermelho e verde) indicam os solventes contra os quais a vacina foi dialisada, H2O, 

CH3COONH4 0,10 M e (NH4)2CO3 0,10 M respectivamente. Foram aplicados 0,32 g de 

proteínas por poço e  utilizada um grupo de 5 soros de pacientes com leishmaniose visceral 

na diluição de 1 : 640. Como conjugado foi utilizada anti-IgG humana conjugada a 

peroxidase na diluição de 1 : 5000. Cada ponto corresponde a média de 3 determinações 

individuais. 
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Figura 2. Reatividade dos antígenos obtidos por diálise da vacina pentavalente contra 

água, observada em ensaios de “Western blotting”. Reatividade dos dialisados contra 

um grupo de 5 soros de pacientes infectados com leishmaniose visceral (A). Reatividade 

dos dialisados contra uma reunião de 5 soros de pacientes infectados com Leishmaniose 

Tegumentar Americana (B). Os soros foram utilizados na diluição de 1: 100. Como 

conjugado foi utilizada anti-IgG humana conjugada a peroxidase na diluição de 1 : 2000. 

Em cada canaleta do gel foram aplicados 100 L de dialisado que foram submetidos a 

SDS-PAGE (10%) antes da eletrotransferência.  
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Como observado na figura 2, as moléculas presentes no dialisado da vacina contra 

H2O, reativas com soros de pacientes humanos com leishmaniose visceral, apresentam peso 

molecular muito superior ao corte da membrana utilizada no procedimento de diálise (12-

14 KDa). Estes antígenos começam a surgir por volta de 24 horas de diálise e praticamente 

não penetram na malha do gel (Figuras 2 e 3 A). Em tentativas de se obter grandes 

quantidades destes antígenos procedendo com a diálise não em câmaras de diálise mas em 

sacos de diálise com maior volume de vacina, a precipitação do dialisado se torna mais 

evidente, e o rendimento obtido foi baixo. 

Observa-se que já nas primeiras 6 horas de diálise são detectados no dialisado 

moléculas de peso molecular (24 KDa) muito acima do corte imposto pela membrana de 

diálise, entretanto estas moléculas não reagem com os soros testados, apesar de se 

apresentarem em concentração maior, visíveis à prata, em comparação com aquelas de peso 

molecular alto e que são reativas (Figuras 2 A e 3 A). Estas moléculas de alto peso 

molecular não são provenientes de contaminação ou de vazamentos através da membrana, 

uma vez que amostras de tripsina suína, cujo peso molecular é de 24 KDa não atravessam 

de maneira significativa a membrana (Figura 3 B). Estas observações indicam que estes 

antígenos de alto peso molecular são, provavelmente, produtos de associação de moléculas 

menores que cruzam a membrana ao longo do processo de diálise.  

Este achado está de acordo com os resultados da figura 1, onde se observa que o 

material não dialisável da vacina contém a maior parte dos antígenos que reagem com o 

soro de pacientes com leishmaniose e, sua reatividade praticamente não se altera ao longo 

de 120 horas de diálise. Isso sugere que os antígenos presentes no dialisado já se encontram 

na fração solúvel da vacina original, podendo ser formados durante a diálise contra H2O por 

fenômenos de agregação molecular no compartimento do dialisado. 
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Figura 3. SDS-PAGE dos antígenos obtidos por diálise da vacina polivalente durante 

108 horas e atividade enzimática apresentada pelo dialisado de tripsina suína. Em (A): 

SDS-PAGE (10%) corado pela prata. Foram aplicados 100 L de cada dialisado por 

canaleta. Em (B): Atividade enzimática da tripsina suína presente nos dialisados (círculos 

cheios). Atividade enzimática da tripsina suína no compartimento da fração não dialisada 

(círculos vazios).  
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Apesar de antígenos terem sido obtidos por diálise da vacina pentavalente contra 

água, este sistema não se mostrou apropriado um vez que, após longos períodos de diálise, 

parte do dialisado sofre um processo de precipitação. Apesar da precipitação observa-se 

que, após redução química com 2-mercaptoetanol, tanto o precipitado formado durante a 

diálise (PrDM) quanto a porção solúvel do dialisado (SbDM) apresentam bandas 

semelhantes em SDS-PAGE, sugerindo que as duas frações, precipitada e sobrenadante, 

possuem identidade química semelhante (Figura 4). Pode-se observar ainda que, apesar 

desta vacina ter sido estocada por cerca de 10 anos, moléculas com peso molecular muito 

acima de 60 KDa ainda estão presentes (Figura 4, VPeS). Na fração correspondente ao 

sobrenadante do dialisado são vistas bandas que praticamente não penetram na malha do 

gel, independente ou não do tratamento com o 2-mercaptoetanol (Figura 4, SbDS e SbDM). 

Antígenos com a propriedade de reconhecer especificamente soros de cães e de 

pacientes humanos com leishmaniose visceral foram obtidos no dialisado de vacinas 

constituídas por 4 das cinco cepas presentes na vacina pentavalente (Figura 5). Em todos os 

casos, observou-se as mesmas propriedades vistas para os antígenos provenientes de vacina 

pentavalente, principalmente o fenômeno de precipitação após tempo extenso de diálise.  

Os resultados até aqui apresentados indicam que os antígenos presentes nas amostras de 

dialisados, das diferentes formulações da vacina, já se encontram nas vacinas 

originalmente. Os eventos de precipitação limitam o isolamento destes antígenos por 

diálise, além de não termos obtido antígenos de peso molecular baixo, o que era  a princípio 

esperado. Resolvemos então isolar estes antígenos diretamente da fração solúvel das 

vacinas por métodos cromatográficos e concentrar o estudo nas amostras das vacinas 

pentavalente ou monovalente constituída pela cepa PH8, de longos períodos de 

armazenamento.  
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Figura 4. SDS-PAGE em condições redutoras (com 2-mercaptoetanol) das frações 

precipitada e solúvel dos antígenos da vacina pentavalente (lote 9031004-1V, 1991), 

obtidos por diálise extensiva contra H2O. Gel de 10% corado pela prata. Foram aplicados 

10 g em proteínas de cada amostra de fração solúvel da vacina total  e da fração solúvel 

dos antígenos por canaleta. Da fração precipitada do antígeno foram aplicados 10 L por 

canaleta. Antígeno precipitado com redutor (PrDM). Antígeno precipitado sem redutor, 

(PrDS). Antígeno solúvel com redutor (SbDM). Antígeno solúvel sem redutor (SbDS). 

Fração solúvel total da vacina com redutor (VPeM). Fração solúvel total da vacina sem 

redutor (VPeS). Marcadores de peso molecular (Pd).  
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Figura 5. Reatividade dos antígenos, da vacina pentavalente e monovalentes obtidos 

por diálise, medida em ensaios de Elisa. Antígenos de vacina pentavalente (barra vazia), 

antígenos isolados de vacina da cepa BH06 (barra preta), antígenos isolados de vacina da 

cepa M1176 (barra vermelha), antígenos isolados da cepa BH121 (barra amarela), 

antígenos isolados de vacina da cepa BH49 (barra verde), antígenos isolados de vacina da 

cepa PH8 (barra azul). Foi utilizado para reação um grupo de 5 soros de cães com 

leishmaniose visceral na diluição de 1 : 640. Como conjugado foi usada anti-IgG de cão 

conjugada a peroxidase na diluição de 1 : 10000. 
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Por métodos cromatográficos também obtivemos moléculas de alto peso molecular 

da fração solúvel das vacinas. Moléculas foram obtidas tanto de amostra de vacina fresca, 

quanto de amostras de vacinas com mais de 7 anos de armazenamento. As vacinas 

armazenadas apresentam alto grau de degradação protéica, o que pode ser inferido da baixa 

absorção a 280nm das frações que eluem no volume de exclusão da coluna, quando se 

compara a vacina fresca (FM8) com as demais (Figura 6, setas). Isto concorda com o fato 

de não detectarmos proteínas nas frações que eluem nestes volumes, no caso das vacinas 

armazenadas, após concentrarmos estas frações até 1000X. 

Após reunir as frações e submetê-las a ensaio de ELISA, verifica-se que apenas as 

frações que eluem no volume de exclusão da coluna, denominadas P1, e as outras três 

frações que eluem imediatamente após este volume, denominadas P2, são reconhecidas 

pelo soro de cães com leishmaniose visceral. Observa-se ainda estes antígenos nas mesmas 

frações provenientes de vacina monovalente fresca (Figura 7, símbolos verdes, P1 e P2). 

Nenhuma reatividade é observada para as frações que eluem em volumes correspondentes a 

moléculas de peso médio ou baixo (< 100 KDa) (Figura 7, P4 – P12). A sobreposição das 

linhas de absorção a 280nm com a medida da reatividade das frações confirma que as 

frações reativas não apresentam conteúdo protéico, tomando a absorção a 280nm como 

indicativo da presença de proteína. Apesar das frações correspondentes a P1, isoladas de 

vacina fresca (FM8) apresentarem maior absorção a 280nm (Figura 7, linha verde), sua 

reatividade é menor (Figura 7, símbolo verde), em comparação as frações isoladas das 

vacinas armazenadas, FSE e FS8 (Figura 7, símbolos preto e vermelho). As frações 4, 5, 6 

da cromatografia de exclusão molecular (Figura 6) foram reunidas e denominadas PI se 

isoladas de vacina armazenada pentavalente, P8 se isoladas de vacina armazenada 

monovalente cepa PH8 e P9 se isoladas de vacina armazenada cepa BH49 de Leishmania. 
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Figura 6. Cromatografias de exclusão molecular da fração solúvel das vacinas em  

FPLC utilizando coluna Superose 12. Vacina pentavalente lote de 1991, FSE (círculos), 

vacina monovalente PH8 lote de 1994, FS8 (quadrados), vacina monovalente fresca lote 

1999, FM8 (triângulos). Em todos os casos foram aplicados 3,2 mg de proteína. As 

amostras foram eluídas com tampão fosfato de sódio 0,10 M, pH 7,4 em fluxo de 0,25 mL / 

min, na coluna previamente equilibrada com o mesmo tampão de eluição. Inserção: curva 

de calibração da coluna. Os números correspondem aos padrões utilizados para a 

calibração, em KDa. As setas indicam as frações correspondentes ao volume de exclusão da 

coluna. 
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Figura 7. Reatividade das frações obtidas por cromatografia das vacinas em coluna 

Superose 12 frente a soros de cães com leishmaniose visceral medidas por Elisa. 

Fração solúvel da vacina pentavalente, FSe (cor preta). Vacina monovalente armazenada 

da cepa PH8, FS8 (cor vermelha). Vacina monovalente recém preparada cepa PH8, FM8 

(cor verde). Cada símbolo corresponde à reunião de diferentes frações cromatográficas 

coletadas. P1 corresponde às frações 4, 5, e 6 que eluem no volume de exclusão da coluna. 

P2 corresponde à reunião das 3 frações que eluem imediatamente após o volume de 

exclusão da coluna (frações 7, 8 e 9). As linhas correspondem ao perfil de absorção em 

280nm de cada cromatografia. Para o Elisa cada poço foi sensibilizado com 20 L de 

amostra de cada reunião de frações cromatográficas. Foi utilizado um grupo de soros de 4 

cães infectados na diluição de 1 : 640. Como conjugado foi utilizada anti-IgG de cão 

conjugada a peroxidase na diluição de 1 : 10000. Cada símbolo corresponde a média de 2 

determinações individuais.  
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Assim como observado em ELISA, também em ensaio de eletrotransferência os 

antígenos PI e P8 mostraram-se reativos contra soros de pacientes humanos e de cães com a 

forma visceral da leishmaniose. Não se observa nenhuma reatividade deste antígenos contra 

soros de pacientes infectados com a forma tegumentar da doença e nem com soros normais 

de humanos e de cães (Figura 8). Observa-se que as mesmas bandas que reagem com o 

antígeno PI também reagem com o antígeno P8, indicando uma possível identidade química 

entre eles. Apesar da reatividade observada para estes antígenos, é interessante notar que 

esta reatividade ocorre com moléculas de pesos moleculares variando numa faixa de 90 

KDa a mais de 200 KDa, em contraste com a faixa de peso molecular esperada para estas 

bandas reativas, em torno de 300 KDa ou mais, de acordo com seu volume de eluição na 

cromatografia (Figura 6).  

A reatividade dos antígenos PI e P8 apresenta muita semelhança com aquelas 

observadas para antígenos que obtivemos por métodos de diálise. PI e P8 só são 

reconhecidos por soros humanos e de cães com a forma visceral da leishmaniose e 

apresentam peso molecular alto. Outra característica comum aos antígenos obtidos nas 

diferentes abordagens é o fato deles parecerem ser formados por associações de moléculas 

menores. No caso dos antígenos PI e P8 as bandas reativas de peso inferior à faixa de 

separação da coluna com a qual foram isolados, só poderiam ter surgido a partir de um 

fenômeno físico-químico durante o processo de eletroforese ou de eletrotransferência. 

Apenas bandas reativas com pesos igual ou acima de 300KDa seriam esperadas 

considerando o limite de exclusão da coluna e o volume de eluição de PI e P8. Para 

verificar quais eventos são responsáveis pela dissociação da estrutura molecular dos 

antígenos PI e P8, resolvemos testar o efeito de alguns dos reagentes utilizados na 

eletroforese e na eletrotransferência sobre a estrutura molecular dos antígenos.  
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Figura 8. Reatividade dos antígenos eluídos no volume de exclusão da coluna 

Superose12 (PI, antígeno pentavalente e P8, antígeno da vacina monovalente PH8 

estocada) em “western blotting”. Padrão de peso molecular corado por “Ponceau”, 

(Canaleta 1). Reatividade dos antígenos PI e P8 com soro de pacientes com leishmaniose 

visceral (canaletas 2 e 3). Reatividade dos antígenos PI e P8 com soro de pacientes com 

Leishmaniose Tegumentar Americana (canaletas 4 e 5). Reatividade de PI e P8 com soros 

de indivíduos normais (canaletas 6 e 7). Reatividade de PI e P8 com soros de cães com 

leishmaniose visceral (canaletas 8 e 9). Reatividade de PI e P8 com soros de cães normais 

(canaletas 10 e 11).  Em todos os casos foi utilizado um grupo de 4 soros em cada teste. Os 

soros humanos e de cães foram utilizados na diluição de 1 : 100. Os conjugados utilizados 

foram anti-IgG humana e de cão conjugadas a peroxidase na diluição de 1 : 5000.  
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Observa-se a formação de várias bandas em PAGE na presença tanto de 2 

mercaptoetanol quanto na presença de SDS (Figura 9).  Este resultado indica que o efeito 

de dissociação dos  antígenos  PI e P8 é causado pelo SDS, que estava  presente nas 

soluções dos ensaios eletroforéticos e de eletrotransferência desenvolvidos para se 

identificar as bandas reativas com os soros (Figura 8). As bandas de peso molecular 

inferiores a 300 KDa, reativas com os soros testados, são resultantes de uma ação 

desagregadora do SDS sobre os antígenos originais (Figura 9). No ensaio de 

eletrotransferência (Figura 8) o 2-mercaptoetanol não foi utilizado, entretanto observa-se 

que este reagente também age sobre a estrutura molecular dos antígenos PI e P8, 

produzindo uma série de bandas, porém o padrão destas bandas é distinto daquele 

produzido pelo SDS (Figura 9). Isto indica que os dois reagentes atuam sobre a estrutura 

química dos antígenos provavelmente por mecanismos distintos. 

Confirmando nossa suspeita, tanto a eletroforese quanto a eletrotransferência na 

ausência de SDS dão origem a uma única banda para o antígeno PI, que praticamente não  

penetra na malha do gel (Figura 10 A). Isto indica que o antígeno PI tem peso molecular 

muito alto, o que é compatível com sua origem cromatográfica (Figura 6). Observa-se ainda 

que, assim como se verificou para o antígeno isolado por diálise (Figura 2), apenas esta 

banda é reconhecida pelo soro de cão e de pacientes humanos infectados com a forma 

visceral da leishmaniose (Figura 10 B). Estes dados corroboram a hipótese de que os 

antígenos obtidos nas duas formas de fracionamento correspondem a mesma molécula e 

que ambos são formados por fenômenos de agregação molecular de pequenas moléculas. 

Apesar das evidências de que PI e P8 não seriam agregados protéicos, os efeitos do 

2-mercaptoetanol sobre os antígenos sugeriram que se confirmasse,  por teste direto, a 

ausência de cisteína e de outros aminoácidos na sua composição.  
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Figura 9. SDS-PAGE dos antígenos PI e P8 em condições redutoras. Padrão de peso 

molecular (Canaleta 2), antígeno P8 com e sem 2-mercaptoetanol (canaletas 4 e 6), padrão 

de baixo peso molecular pré corado com azul de “Coomassie” (canaleta 8), antígeno PI 

com e sem 2-marcaptoetanol (canaletas 10 e 12), padrão de peso molecular (canaleta 14). 

Foi aplicado o equivalente a 1,0 mL de cada antígeno por canaleta. Gel de 10% de 

acrilamida. 
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Figura 10. Eletroforese e “western blotting” do antígeno PI em condições nativas. Em 

(A): gel nativo de amostra de antígeno PI. Foram aplicados 12 g de açúcar total em gel de 

canaleta única. O gel foi corado pela prata. Em (B): fita 1= reatividade do antígeno PI com 

soro de cão com leishmaniose visceral, fita 2 = reatividade do antígeno PI com soro normal 

humano, fita 3 = reatividade do antígeno PI com soro de humano com leishmaniose 

visceral. Todos os soros foram usados na diluição de 1 : 500. Para revelação as fitas foram 

incubadas com anti-IgG humana ou de cão conjugadas a peroxidase nas diluições de 1: 

2000 e 1 : 4000 respectivamente. Em cada teste foi utilizado um grupo de cinco soros 

humanos ou de cães. 
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Nenhum sinal relativo a presença de proteína nos antígenos PI e P8 foi observado 

(Figuras 12 e 13). Também não foram detectados no antígeno PI resíduos de cisteína 

(Figura 11), apesar do 2-mercaptoetanol ser capaz de dissociar a estrutura dos antígenos em 

uma série de fragmentos de pesos moleculares variáveis. Tanto o mercaptoetanol quanto o 

SDS são agentes capazes de alterar estruturas protéicas, entretanto os antígenos PI e P8 não 

são proteínas apesar de corarem pela prata (Figuras 14A e 14B). Por se tratar de estruturas 

químicas de alto peso molecular e que são formadas por fenômenos de associação 

molecular, resolveu-se verificar se os antígenos PI e P8 pudessem ser ácidos nucléicos. 

Determinamos que estes antígenos não são ácidos nucléicos (Figura 14D, canaletas 2 e 3). 

Restaram então as hipóteses dos antígenos serem lipídeos ou polissacarídeos.  Até aqui não 

podemos descartar a hipótese da presença de lipídeos ou de ácidos graxos na composição 

destes antígenos agregados, entretanto a hipótese da presença de carboidratos na sua 

composição foi confirmada (Figura 14C, canaletas 1 e 3). Estes carboidratos se mostram 

sensíveis a ação do SDS (Figura 14C, canaleta 1) 

O SDS é um agente que tem tanto efeitos de carga quanto hidrofóbicos sobre as 

estruturas químicas com as quais interage, e nós supomos que é por um efeito de carga que 

o SDS dissocia os agregados PI e P8 em moléculas menores. O mercaptoetanol por sua vez 

é um agente que atua diretamente sobre ligações químicas, de forma que suspeitamos que 

sua ação provavelmente leve a uma perda da capacidade dos antígenos em serem 

reconhecidos pelos soros. Uma vez que demonstramos que PI e P8 apresentam carboidratos 

em sua composição, passamos a investigar qual a importância deste componente para a 

atividade destes antígenos. Como PI e P8 são antígenos de peso molecular acima de 300 

KDa, passamos então a caracterizá-los utilizando coluna com faixa de separação acima 

deste valor. 
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Figura 11. Cromatografias de fase-reversa dos hidrolisados antígeno PI. Padrão de 

aminoácidos não hidrolisado (A). Padrão de aminoácidos submetidos a hidrólise alcalina 

(B). Branco de hidrólise alcalina (C), Antígeno PI submetido a hidrólise alcalina (D). 

Padrão de aminoácidos não hidrolisado (E). Padrão de aminoácidos submetido a hidrólise 

ácida (F). Branco de hidrólise ácida (G).  Antígeno PI submetido a hidrólise ácida (H). Para 

análise foi utilizada uma amostra de 20 g do antígeno em peso e 250 pmoles de cada 

aminoácido padrão. Os traços verticais indicam os picos correspondentes aos aminoácidos, 

da esquerda para a direita, Asp, Glu, Ser, Gly, His, Arg, Thr, Ala, Pro, Tyr, Val, Met, Leu, 

Ile, Phe, Lys respectivamente. 
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Figura 12. Cromatografias de fase reversa de amostras hidrolisadas e oxidadas do 

antígeno PI. Padrão de aminoácidos oxidado (A). Insulina humana oxidada (B). Antígeno 

PI oxidado (C). As setas indicam o pico relativo ao ácido cistéico proveniente da oxidação 

de cisteínas. Foram utilizados 10 g de insulina humana e 20 g do antígeno PI em peso. 

Foram utilizados 200 pmoles de cada aminoácido no padrão.  
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Figura 13. Cromatografias de fase reversa dos hidrolisados do antígeno P8. Padrão de 

aminoácidos não submetido a hidrólise alcalina (A). Padrão de aminoácidos hidrolisado 

(B). Antígeno P8 hidrolisado, 100 g (C). Antígeno P8 hidrolisado, 20 g (D). Foram 

utilizados 20 pmoles do padrão de aminoácidos. Em C e D as linhas pontilhadas 

correspondem ao perfil da amostra de antígeno menos o branco de hidrólise e as linhas 

contínuas correspondem ao perfil da amostra. As setas pretas correspondem aos picos 

referentes aos aminoácidos padrões, Asp, Glu, Ser, Gly, His, Arg, Thr, Ala, Pro, Tyr, Val, 

Met, Leu, Ile, Phe, Lys respectivamente. As setas vermelhas indicam picos não 

relacionados à aminoácidos. 

Tempo de retenção (min) 



 

 

84 

 

Figura 14. Eletroforese em gel de poliacrilamida e de agarose dos antígenos PI e P8. 

(A) PAGE de PI corado pela prata: A1 - padrões de peso molecular, A2 - fração solúvel 

pentavalente na presença de SDS, A3 - antígeno PI na presença de 2-mercaptoetanol, A4 - 

antígeno PI na presença de SDS, A5 - antígeno PI em condições nativas. (B) PAGE de P8 

corado pela prata: B1 - antígeno P8 na presença de 2-mercaptoetanol, B2 - antígeno P8 na 

presença de SDS, B3 - antígeno P8 em condições nativas, B4 - fração solúvel da vacina 

monovalente PH8 na presença de SDS, B5 - padrões de peso molecular. (C) PAGE de PI 

corado pelo PAS: C1 - antígeno PI na presença de SDS, C2 - ovalbumina, C3 - 

tripsinogênio, C4 - antígeno PI em condições nativas. (D) AGE de PI e P8 corados por 

brometo de etídeo: D1 - marcador de DNA de 1,0 Kb, D2 - antígeno PI, D3 - antígeno P8, 

D4 - DNA de   hynd. Géis de 10% de acrilamida e de 0,50% de agarose. 
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A propriedade dos antígenos PI e P8 serem reconhecidos pelos soros de cães e 

humanos infectados com leishmaniose visceral é marcadamente diminuída quando estes 

antígenos são tratados com 2-mercaptoetanol (Figura 15). Ao contrário do que se observa 

quando os antígenos são tratados com SDS, que dissocia os antígenos mas produz 

intermediários de peso molecular alto ainda reativos (Figura 8). Estes resultados em 

conjunto confirmam que os mecanismos de ação do SDS e do mercaptoetanol sobre a 

estrutura dos antígenos é distinta. Isto indica que estes reagentes agem sobre sítios 

diferentes na estrutura dos antígenos. Como se esperava, também a ação do ácido periódico 

sobre a capacidade de PI e P8 serem reconhecidos pelos soros testados é marcadamente 

reduzida quando os antígenos são tratados com ácido periódico (Figura 15). Este resultado 

confirma a presença de carboidratos na composição tanto de PI quanto de P8, e está em 

conformidade com o observado nos ensaios eletroforéticos (Figura  14 D, linhas 1 e 4). Há 

ainda uma ligeira redução da capacidade dos antígenos se ligarem ao soros testados após 

tratamento dos mesmos com Pronase, redução que pode ser devida a possível contaminação 

das preparações desta enzima, que não são isentas de contaminações. 

Estes resultados indicam que os epitopos reativos dependem tanto do tamanho das 

formas agregadas dos antígenos quanto da sua massa molecular. Para isolar os produtos 

resultantes do tratamento dos antígenos com o 2-mercaptoetanol e caracterizar os 

monossacarídeos que os constituem, resolvemos fracionar, em coluna com faixa de 

separação mais ampla, tanto os antígenos não tratados como aqueles tratados com o 

redutor, para estabelecer qual o papel dos grupos reativos com este reagente para o 

processo de agregação e qual o peso molecular máximo dos antígenos. 
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Figura 15. Reatividade dos antígenos PI e P8 contra soros de cão com leishmaniose 

visceral, após tratamentos químicos e enzimático, em Elisa. PI sem tratamento (1), PI 

tratado com pronase (2), PI tratado com 2-mercaptoetanol(3), PI tratado com ácido 

periódico(4), P8 não tratado(5), P8 tratado com pronase(6), P8 tratado com 2-mercaptoetol 

(7), P8 tratado com ácido periódico (8). Cada poço foi sensibilizado com 0,03 g de 

carboidrato total. Foi utilizado um grupo de cinco soros de cães com leishmaniose visceral 

para reação diluída 1 : 640. Como conjugado foi utilizada anti-IgG de cão conjugada a 

peroxidase. Os resultados correspondem a média de 3 determinações individuais. 
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Pode-se observar que a coluna de exclusão molecular Ultra Hydrogel Linear, que é 

utilizada para cromatografias em HPLC, apresenta uma faixa de separação bem ampla. 

Também é importante salientar que o volume de exclusão desta coluna é de 7,0 x 10
6
 KDa, 

o que permite separar moléculas de faixas de peso variando de 7,0 x 10
6 

 a até 3,60 KDa 

(Figura 16). Após cromatografia na coluna Ultra Hydrogel Linear, surpreendemo-nos com 

o fato do antígeno PI eluir como dois picos distintos neste sistema, sendo que ainda foi 

observado um terceiro pico, bem menos evidente (Figura 17 A). Entretanto quando 

observamos a curva de calibração da coluna Ultra Hydrogel Linear (Figura 16), verificamos 

que os pico indicado como H2 e aquele que elui em seguida a este tem peso igual ou abaixo 

de 3,60 KDa, o que contrasta com origem cromatográfica do antígeno PI, que só deveria 

apresentar moléculas com pesos em torno de 3,0 x 10
3
 KDa, pois ele pertence ao volume de 

exclusão da coluna Superose 12. Como a amostra aplicada de PI foi de 50 L, nós 

suspeitamos que após termos secado a amostra de 1,0 mL e suspendido-a num volume de 

100 L do tampão fosfato 0,10 M, teríamos aumentado de tal forma a concentração de sal 

que a forma agregada de PI tivesse se dissociado em suas formas de peso molecular menor. 

Isto foi confirmado pelo fato de tanto o pico H1 quanto o pico denominado H2 , que eluem 

em tempos distintos na cromatografia inicial (Figura 17 A), eluírem com tempo de retenção 

idênticos quando submetidos a cromatografia utilizando um tampão com maior força 

iônica. Note-se que ambos eluem com tempo de retenção, caracterizado por cromatografia  

(Figura 16), como correspondente ao tempo de retenção de moléculas de 3,60 KDa, um 

peso molecular muito menor que o do antígeno original (Figura 17 B e Figura 17 C).  
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Figura 16. Curva de calibração da coluna de exclusão molecular Ultra Hydrogel 

Linear. Os números de 1 a 8 correspondem a Dextrans de pesos moleculares variando de 

2,0 x 10
6
 a 5,0 x 10

3
 KDa. O número 9 corresponde a cadeia  da insulina humana (2,30 x 

10
3
 KDa). As amostras foram eluídas com tampão fosfato de sódio 0,10 M pH 7,40 

utilizando um fluxo de 0,80 mL / min. 
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Figura 17. Cromatografias de exclusão molecular do antígeno PI em coluna Ultra 

Hydrogel Linear, em HPLC. Amostra de 50 L do antígeno PI em tampão fosfato de 

sódio 1,0 M, pH 7,40, eluída com tampão fosfato de sódio 0,10 M, pH 7,40 (A). Amostra 

de 50
 
L do pico H1 em tampão fosfato de sódio 1,0 M eluída com este mesmo tampão (B). 

Amostra de 50
 
L do pico H2 em tampão fosfato de sódio 1,0 M eluída com este mesmo 

tampão (C). Foi utilizado um fluxo de 0,80 mL / min. 
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Diferente do que acontece quando o antígeno PI é submetido a condição de alta 

força iônica, vários picos, com tempos de retenção distintos, são obtidos por cromatografia 

em HPLC de amostras do antígeno PI, previamente tratado com 2-mercaptoetanol (Figura 

18 A e 18 B). O volume correspondente aos picos foi coletado, tendo sido as frações 

correspondentes a cada pico nomeadas de acordo com o seu tempo de retenção como 5R, 

11R, 13R, 15R, 18R, 19R, 23R e 25R (Figura 18 B). Mais importante ainda é o fato destas 

frações eluírem em proporções distintas quando se troca o tampão de eluição (fosfato de 

sódio 0,10 M) por H2O desionisada, havendo uma predominância, no material eluído com 

água, de frações de maior peso molecular (Figura 18 B, frações 5R e 11R). Este resultado  

demonstra que as frações provenientes do tratamento com o redutor ainda podem se 

associar, dependendo das condições de força iônica à qual são expostas.  

Apesar destas frações se agregarem de maneira distinta na H2O ou no tampão 

empregado, os resultados até aqui apresentados mostram que, após tratamento dos 

antígenos PI e P8 com o 2-mercaptoetanol, nenhuma reatividade das frações com soros 

infectados com a forma visceral da leishmaniose é observada, independente do peso 

molecular das frações (Figura 15). 
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Figura 18. Comatografias de exclusão molecular em coluna Ultra Hydrogel Linear do 

antígeno PI tratado com 2-mercaptoetanol. Amostra de 16 g PI eluída com tampão 

fosfato de sódio 0,10 M, pH 7,40 (A). Fluxo de 0,80 mL / min. Foram coletadas as frações 

correspondentes aos tempos de retenção de 5, 11, 13, 15, 18, 19, 23 e 25 minutos. amostra 

de 16 g PI eluída com H2O desionisada, pH 6,70 (B). Fluxo de 0,80 mL / min. Foram 

coletadas as frações correspondentes aos tempos de retenção de 5, 11, 13, 15, 18, 19, 23 e 

25 minutos. 
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A hipótese de que o antígeno PI é formado por agregação de fragmentos 

moleculares menores é confirmada pelo fato de que, quaisquer dos fragmentos produzidos 

pela ação do 2-mercaptoetanol, independente do seu peso molecular, é capaz de gerar 

agregados de peso molecular superior, desde que a força iônica seja controlada (Figura 19). 

Observa-se ainda que, enquanto o aumento da força iônica produz intermediários de peso 

molecular em torno de 2,30 KDa (Figura 17 B e 17 C), a ação do 2-mercaptoetanol produz 

intermediários de pesos bem abaixo deste, como inferido dos tempos de retenção das 

frações coletadas neste caso (Figura 18 A e 18 B). Entretanto a fração que elui no final da 

cromatografia em H2O, do material previamente tratado com o 2-mercaptoetanol, que elui 

aos 25 minutos, denominada 25R, é suficiente para produzir as demais frações observadas 

(Figura 19 A, 19 B, 19 C e 19 D). Notar que  a associação de 25R forma inclusive frações 

de tempo de retenção semelhante àqueles de H1 e H2 (Figura 17 B e C), obtidas quando o 

antígeno original se dissocia em alta força iônica e na ausência de 2-mercaptoetanol. A 

fração 25R tem peso em torno de 0,60 KDa, estimado por cromatografia utilizando 

peptídeos comerciais como padrões.  

 Também o antígeno P8 é sensível a variações bruscas da força iônica do tampão de 

eluição, dando origem a frações semelhantes àquelas obtidas do antígeno PI nas mesmas 

condições (Figura 20). As frações obtidas para este antígeno tendem, assim como as frações 

de PI, a se reagregar de maneira distinta quando colocadas em H2O ou em tampão de maior 

força iônica. Quando eluído com água frações com tempo de retenção igual ao do antígeno 

P8 original são observadas (Figura 21 B), entretanto em tampão fosfato 1,0 M praticamente 

todas as frações obtidas tem tempo de retenção inferior ao do antígeno original (Figura 21 

A). Estes resultados reforçam a hipótese  de que PI e P8 correspondem ao mesmo antígeno. 
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Figura 19. Cromatografias de exclusão molecular, em HPLC, das frações provenientes 

da cromatografia de exclusão molecular do antígeno PI tratado com 2-

mercaptoetanol. Amostra de 50 L da fração 11R (A). Amostra de 50 L da fração 19R 

(B). Amostra de 50 L da fração 23R (C). Amostra de 50 L da fração 25R (D). Todas as 

amostras estavam em H20 e foram eluídas com tampão fosfato 0,10 M , pH 7,40 utilizando  

fluxo de 0,80 mL / min. 
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Figura 20. Cromatografias de exclusão molecular do antígeno P8, em HPLC, 

utilizando coluna Ultra Hydrogel Linear. Amostra de 20 g do antígeno P8 em tampão 

fosfato de sódio 0,10 M, pH 7,4, eluída com tampão fosfato de sódio 1,0 M, pH 7,4 (A). 

Amostra de 20 g do antígeno P8 em tampão fosfato de sódio 0,10 M, pH 7,40, eluída com 

H2O desionisada (B). Em ambos os casos foi utilizado um fluxo de 0,80 mL / min. 

A 

B 

A
b
so

rv
ân

ci
a 

re
la

ti
v

a 
a 

2
1

2
n

m
 

Tempo de retenção (min) 



 

 

95 

O fato das diferentes frações provenientes do tratamento dos antígenos com o 2-

mercaptoetanol se reassociarem lançou dúvidas se a iodoacetamida estaria realmente 

reagindo com a estrutura dos antígenos no passo seguinte do tratamento. Esta dúvida foi 

afastada pois o espectro dos antígenos no visível, após tratamento com os dois reagentes 

indica a incorporação da amida no material tratado. Pode-se inferir ainda que a mesma 

modificação química ocorre em todos os antígenos testados, independente da vacina da 

qual são isolados, indicando tratar-se em todos os casos da mesma molécula (Figura 21).  

Para identificar os possíveis grupos responsáveis pelo fenômeno de agregação e / ou 

que fossem alvo para a ação do agente redutor foi feito o espectro do antígeno PI no 

infravermelho (Figura 22 B) Como se trata de um antígeno de carboidrato o espectro 

apresentou uma grande quantidade de sinais relativos a grupos hidroxila, região acima de 

3000. Sinais característicos de ligações peptídicas na amostra do antígeno estavam ausentes 

como já era esperado, porém são abundantes na amostra de peptídeo C humano, um 

controle por nós utilizado (Figura 22 A) Este fato exclui também a possibilidade de termos 

resíduos de aminoácidos não aromáticos na estrutura dos antígenos. Os sinais mais 

importantes observados são aqueles observados na região entre 750 e 1250, comuns aos  de 

monossacarídeos. Outro achado deste espectro são as vibrações entre 500 e 750, que podem 

ser resultantes de vibrações de monossacarídeos derivados contendo grupos sulfato ou  

grupos sulfonato.  

Partimos então para  análises por cromatografia de fase reversa no intuito de separar 

os diferentes estados dos antígenos agregados, ou mesmo de isolar as frações provenientes 

do antígeno tratado com 2-mercaptoetanol na sua forma de menor peso molecular.  
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Figura 21. Espectros no visível dos antígenos PI, P8 e P9 após o tratamento químico 

com 2-mercaptoetanol. Espectro das amostras não tratadas (linhas pretas). Espectro das 

amostras após tratamento (linhas azuis). Foram tratados 20 g de carboidrato total de cada 

antígeno. PI corresponde ao antígeno isolado de vacinas pentavalente; P8 e P9 aos 

antígenos isolados de vacinas monovalente das cepas PH8 e BH49 respectivamente. 
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Figura 22. Espectro no infravermelho do antígeno PI. Espectro do peptídeo C humano 

(A). Espectro do antígeno PI (B). Para obtenção dos espectros foi utilizado 1,0 mg de cada 

amostra. O espectro do antígeno foi obtido a partir de 46 varreduras / min. Foram realizadas 

2000 varreduras. Região de absorção de ligações peptídicas (setas pretas). Região de 

absorção de grupos hidroxilas (setas azuis). As demais setas  indicam a presença 

monossacarídeos.  
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 O antígeno PI elui no sistema de fase reversa como um único pico, indicando a 

presença de um único componente. Pelo seu tempo de retenção na coluna pode-se inferir 

que trata-se de uma molécula altamente polar (Figura 23 A). A amostra do antígeno 

previamente tratada com 2-mercaptoetanol, por sua vez, elui neste sistema como dois picos, 

indicando a presença de dois componentes distintos. Este dois componentes eluem com 

tempos de retenção intermediários ao tempo de retenção do antígeno original, porém muito 

próximos, sugerindo que estes componentes são também muito polares (Figura 24 B).  

Duas das frações obtidas por gel filtração do antígeno PI tratado com o 2-

mercatotanol (Figura 18 B) foram também analisadas em cromatografia de fase reversa. 

Estas duas frações (25R e 19R) eluem no sistema de cromatografia de fase reversa 

exatamente com o mesmo tempo de retenção, confirmando que não existem diferenças de 

polaridade entre elas (Figura 24 A e 24 B). Mais importante ainda é o fato deste tempo de 

retenção ser idêntico àquele do pico do antígeno previamente tratado, quando aplicado na 

coluna de fase reversa sem fracionamento prévio por gel filtração. Este dado sugere que 

todas as frações resultantes do tratamento com o redutor só diferem entre si pelo peso 

molecular, mas não pela polaridade. Este resultado também sugere que a fração 25R é a 

unidade molecular alvo de modificação pelo 2-mercaptoetanol. Partimos então para 

análises dos antígenos e de suas formas quimicamente tratadas por cromatografias em 

camada delgada, concentrando o foco na identificação dos monossacarídeos que constituem 

os antígenos e nos grupos da sua estrutura alvos de modificação química.  
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Figura 23. Cromatografia de fase-reversa do antígeno PI tratado ou não com 2-

mercaptoetanol. Antígeno PI não tratado (A). Antígeno PI tratado (B). Foram aplicadas 

amostras de 20 g de carboidrato total suspendidos em solução de TFA 0,020%. As 

amostras foram eluídas com solução de acetonitrila 70% em TFA 0,080% com  fluxo de 

1,50 mL / min. A linha vermelha corresponde ao gradiente de acetonitrila. 
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Figura 24. Cromatografias de fase-reversa das frações provenientes da cromatografia 

de exclusão molecular em HPLC, do antígeno PI tratado com 2-mercaptoetanol. 

Amostras de 50g em peso, suspendidas em TFA 0,020%, foram aplicadas a coluna e 

eluídas com solução de acetonitrila 70% em TFA 0,080% com um fluxo de 1,5 mL / min. 
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Apesar dos antígenos serem efetivamente hidrolisados, a resolução dos 

monossacarídeos resultantes não foi suficiente nos ensaios de cromatografia em camada 

delgada. Hidrolisados ácidos submetidos a esta abordagem sugerem a presença de galactose 

como componente do antígeno PI, entretanto a hidrólise ácida nas condições que 

trabalhamos parece não ser completa (Figura 25 B). A hidrólise alcalina de PI mostrou-se 

mais eficiente que a hidrólise ácida, permitindo inferir que este antígeno apresenta ainda 

glicose e manose na sua composição, e sugere também a presença de galactose. Nesta  

mesma abordagem a presença de ácido siálico  e de açúcares aminados e fosfatados é 

também sugerida (Figura 25 D). Apesar de sua ocorrência freqüente em polissacarídeos, 

não temos nenhum indício da presença de fucose neste antígeno (Figuras 25 A e 25 B). O 

antígeno não hidrolisado sequer deixa a origem de aplicação, entretanto sua formas tratadas 

com SDS ou 2-mercaptoetanol migram muito mais que todos os padrões de 

monossacarídeos testados (Figura 25 C).  

A coloração observada para os diferentes monossarídeos no sistema de revelação 

que utilizamos é característica (Figura 26 A). As amostras de P8 tratadas com SDS coram 

em branco, enquanto as amostras tratadas com o redutor coram em azul (Figura 26 C). As 

amostras de PI submetidas a estes mesmos tratamentos também coram da mesma maneira 

(Figura 25 C). Um possível sítio de ação do SDS sobre açúcares poderia ser o amino grupo 

de açúcares aminados, entretanto amostras de padrões tratados com este agente não 

mostraram qualquer  alteração no seu padrão de migração (Figura 26 B).  
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Figura 25. Cromatografias do antígeno PI em camada delgada. Em (A) padrões de 

monossacarídeos. Em (B) hidrolisados ácidos de 12 (H12) e de 6 horas (H6) do antígeno 

PI. nH corresponde ao controle não hidrolisado. Em (C) antígeno PI tratado com 2-

mercaptoetanol (PIM) e com SDS (PIS). PI corresponde ao controle não tratado. Em (D) 

cromatografia de hidrolisado alcalino de 12 horas do antígeno PI (12h). nH corresponde ao 

controle não hidrolisado. Amostras de padrões = 2 g. Amostras do antígeno = 20 g. S e 

M correspondem aos reagentes. Fase móvel: butanol/ piridina/ H2O. Todas as 

cromatografias foram reveladas com o sistema difenilamina/ anilina/ H3PO4. 
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A ação do 2-mercaptoetanol sobre oligossacarídeos e / ou monossacarídeos também 

foi explorada nesta abordagem cromatográfica. Observa-se que este reagente não é capaz 

de quebrar a ligação glicosídica dos diferentes dissacarídeos testados, uma vez que não se 

observa o aparecimento de manchas correspondentes aos valores de Rf dos 

monossacarídeos, após o tratamento (Figuras 26 A e 26 B). Entretanto o tratamento é capaz 

de alterar o padrão de migração de alguns destes dissacarídeos, como a lactulose e a 

sacarose (Figuras 26 A e 26 B). Note-se que estes dois dissacarídeos são formados pela 

ligação de resíduos de glicose e frutose, diferindo entre si apenas pelo tipo e posição da 

ligação entre os monossacarídeos. Esta observação é importante porque glicose e frutose 

isolados não são sensíveis a ação do 2-mercaptoetanol (Figura 26 D). 

Como etapa final deste estudo verificou-se a eficiência de PI em discriminar a forma 

visceral da leishmaniose de outras doenças. Observa-se que PI é capaz de discriminar de 

forma significativa (p < 0,01) cães sadios daqueles infectados com leishmaniose visceral 

(Figura 27, grupos 10 e 11). No caso de humanos, PI é capaz de discriminar de forma 

significativa (p < 0,01) pessoas normais ou infectadas com calazar daquelas com outras 

formas clínicas da doença (Figura 27, grupos, 3, 4, 6 e 7). Também não se observa 

reatividade cruzada de PI com soros de pacientes infectados com doença de Chagas (Figura 

27, grupos 6 e 8) e nem com pacientes com outras doenças (Figura 27, grupos 6 e 9). Soros 

de indivíduos normais que vivem em área endêmica, não vacinados e um ano após serem 

vacinados e, soro de indivíduos tratados e curados por imunoterapia com a vacina,  não 

reagem de maneira significativamente diferente (p > 0,01) com PI (Figura 27, grupos 1, 2 e 

3). Um dado curioso é que soros de indivíduos normais, de área endêmica para 

leishmaniose tegumentar ou de área não endêmica para leishmanioses, reagem de forma 

significativamente diferente (p > 0,01) com o antígeno PI (Figura 27, grupos 1 e 5). 
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Figura 26. Cromatografias em camada delgada de monossacarídeos, dissacarídeos e do 

antígeno P8 tratados com SDS ou com 2-mercaptoetanol. Cromatografia de 

dissacarídeos tratados (A). Cromatografia de dissacarídeos tratados (B). Cromatografia de 

lactulose (Lat), glicogênio (Glg) e do antígeno P8 tratado (C). Cromatografia de 

monossacarídeos tratados (D). Os sufixos M e S indicam tratamento com 2-mercaptoetanol 

e SDS respectivamente. S e M correspondem a controles da cromatografia. Como fase 

móvel em todas as cromatografias foi utilizada uma solução de acetonitrila 85%. Todas as 

cromatografias foram reveladas com o sistema difenilamina/ anilina/ H3PO4. Amostras de 

dissacarídeos = 2,0 g. De monossacarídeos = 2,0 g. Do antígeno = 20 g.    
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Figura 27. Reatividade do antígeno PI contra soros humanos e de cães em Elisa. (1) 

indivíduos humanos normais de área endêmica (LTA), (2) os mesmos indivíduos humanos, 

de área endêmica para LTA, 1 ano após terem sido vacinados. (3) pacientes com LTA 

tratados e curados por  imunoterapia utilizando a vacina. (4) pacientes com LTA. (5) 

indivíduos humanos normais de área não endêmica para LTA. (6) pacientes com LVA. (7) 

pacientes com leishmaniose mucocutânea ativa. (8) pacientes com doença de Chagas. (9) 

pacientes com tuberculose. (10) cães com LVA. (11) cães normais. Em cada grupo foram 

testados 10 soros. Cada poço foi sensibilizado com 0,030 g de carboidrato total. Os soros 

humanos foram usados na diluição de 1 : 100. O conjugado utilizado foi anti-IgG humana 

conjugada a peroxidase na diluição de 1 : 5000. Os soros de cães foram utilizados na 

diluição de 1 : 320 e como conjugado foi utilizada anti-IgG de cão conjugada a peroxidase 

na diluição de 1 : 10000. Os traços horizontais correspondem ao valor médio da reação para 

cada grupo. A linha pontilhada corresponde ao valor de corte para os soros humanos 

normais mais 3 desvios padrão. A linha cheia corresponde ao valor de corte para os soros 

de cão mais 3 desvios padrão.  
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DISCUSSÃO. 
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No combate as leishmanioses têm sido utilizado o isolamento e a caracterização de 

diferentes moléculas capazes de permitir não só um rápido e preciso diagnóstico da doença 

nas suas diferentes formas, mas também em induzir proteção prévia contra a infecção, na 

forma de vacinas (SHEPPARD & DWYER 1986, BLAXTER et al. 1988, REED et al. 

1990, BURNS et al. 1993). Moléculas com estas propriedades têm sido isoladas tanto na 

sua forma intacta como fragmentada. Estas moléculas compreendem proteínas, lipídeos e 

polissacarídeos, ou moléculas híbridas constituídas por estas três classes de 

macromoléculas. Já é sabido que nem todas as moléculas provenientes do parasito são 

capazes de induzir proteção, mais importante ainda, sabe-se que trechos da seqüência 

primária de proteínas podem ser tanto protetores como indutores da leishmaniose. O 

mesmo é válido para moléculas de natureza não protéica, como polissacarídeos e lipídeos, 

ou híbridos destes três tipos de moléculas (BEVERLEY & TURCO 1998, HEWITT & 

SEEBERGER 2001).  

Moléculas descritas como possíveis candidatas ao diagnóstico das leishmanioses 

também apresentam restrições quanto a sua eficiência para ensaios diagnósticos. Tais 

restrições podem estar ligadas a fatores relacionadas ao ensaio diagnóstico no qual elas são 

utilizadas, a forma do parasito do qual são isolados, ou mesmo, em se tratando de 

fragmentos de moléculas, de qual porção da molécula estes são obtidos. Fatores ligados a 

espécie do parasito do qual tais moléculas são isoladas também limitam sua utilização para 

diagnóstico preciso das doenças, além da reatividade cruzada observada para antígenos 

isolados de parasitos filogeneticamente relacionados (RAJASEKARIAH et al. 2001). 

Neste estudo foram isoladas em duas abordagens distintas, moléculas de vacinas 

contra Leishmaniose Tegumentar Americana capazes de discriminar soros de pacientes e de 

cães infectados com a forma visceral da leishmaniose, daqueles infectados com  forma 
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tegumentar da doença e de doenças relacionadas a leishmaniose. A reatividade é observada 

tanto em ensaios de “western blot”‟ quanto em ensaios de Elisa (Figuras 2, 8 e 27). 

Antígenos reativos em “western blot” contra soros de pacientes com leishmaniose visceral 

foram descritos na literatura. Estes antígenos foram isolados de cepas de L. infantum e 

apresentam peso molecular entre 14  e 40 KDa (MARY et al. 1992). Estes antígenos são 

glicoprotéicos sendo que sua porção de carboidratos é responsável pela reatividade cruzada 

com soros de pacientes humanos infectados com doença de Chagas. Foi ainda demonstrado 

que a reatividade contra estes antígenos desaparece com a cura da doença, após tratamento 

utilizando antimoniais (CARDENOSA et al. 1995).  

Alguns autores têm correlacionado a expressão de diferentes subclasses e subtipos 

de imunoglobulinas com as diferentes fases de desenvolvimento das leishmanioses. ANAN 

et al. (1999) demonstraram que o processo de cura por quimioterapia em pacientes com 

leishmaniose visceral está relacionado com redução nos níveis de IgG, IgE e IgM contra 

antígenos de membrana de L.  donovani. Também mostraram que a resistência de pacientes 

a droga (estibogluconato de sódio) correlaciona-se com altos níveis do subtipo IgG1 e a 

manutenção dos níveis de IgG4 e IgG2, com predomínio de IgG1 na fase aguda da doença. 

Para a classe IgG foi demonstrado que realmente, em humanos, há um predomínio de IgG1 

ao longo do curso da doença, em relação aos demais isotipos de IgG, tanto contra a proteína  

intacta rKMP-11 de L. panamenis, quanto ao extrato total deste parasito. Como esta 

proteína é extremamente conservada entre as diferentes espécies de Leishmania (99% de 

homologia), a reação contra segmentos peptídicos desta proteína também foram exploradas. 

Foi demonstrado que, enquanto a proteína completa é reconhecida preferencialmente por 

soros de pacientes com leishmaniose, peptídeos derivados de sua seqüência são 

reconhecidos preferencialmente por soros de pacientes com doença de Chagas, indicando 
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que soros de pacientes com leishmaniose reagem principalmente com antígenos 

conformacionais (TRUJILO et al. 1999, THOMAS & LONGOBARDO 2001).  

No presente estudo a reatividade de IgG total contra o antígeno PI foi analisada. 

Observa-se que o soro de indivíduos normais e de pacientes infectados com leishmaniose 

tegumentar, provenientes de uma mesma área endêmica, apresentam diferenças 

significativas (p = 0,005)  nos níveis desta classe de imunoglobulinas (Figura 27, grupos 1 e 

4). Observa-se ainda que soros dos indivíduos normais de área endêmica, antes e um ano 

após terem sido vacinados com a vacina pentavalente, não apresentam diferenças 

significativas (p = 0,479) de reatividade contra PI, (Figura 28, grupos 1 e 2). Estes dois 

grupos também não apresentam diferenças significativas (p = 0,234) de reatividade contra 

PI quando comparados com aqueles tratados e curados por imunoterapia utilizando a vacina 

(Figura 27, grupos 1, 2 e 3). Estes resultados mostram que independente de utilizarem a 

vacina ou de contraírem ou não a  leishmaniose, indivíduos vivendo em área endêmica já 

apresentam um nível basal de IgG contra o antígeno PI. Estes dados sugerem que o contato 

prévio com antígenos do parasito pode ser importante para o estabelecimento da capacidade 

do sistema imune em responder à infecção.  

Apesar de curados por imunoterapia, indivíduos tratados, indivíduos não 

infectados da mesma área endêmica e indivíduos infectados com leishmaniose tegumentar 

respondem igualmente ao antígeno PI (Figura 27, grupos 1, 2, e 3), mas a reação é 

significativamente diferente (p < 0,01) daquela observada para o soro de indivíduos 

normais de área não endêmica (Figura 27, grupo 5). Estes resultados contrastam com 

aqueles observados por CARDENOSA et al. (1995), uma vez que a reatividade de PI 

contra o soro de pacientes curados por imunoterapia não é diferente daquela de indivíduos 

normais da mesma área endêmica (Figura 27, grupos 2 e 3), pelo menos em níveis 
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quantitativos. Apesar de PI e P8 serem antígenos polissacarídicos (Figura 14 C, canaletas 1 

e 3 e Figura 15), não se verifica reatividade de PI com soros de pacientes com doença de 

Chagas (Figura 27, grupo 8) e nem com soros de pacientes com tuberculose (Figura 27, 

grupo 9), quando comparados aos indivíduos com a forma visceral da leishmaniose (Figura 

27, grupo 6). Nossos resultados contrastam também com aqueles descritos para o antígeno 

fucose-manose (FML), um antígeno de carboidrato (Palatnik et al. 1989). Soros de 

indivíduos normais, de área não endêmica para LTA (Figura 27, grupo 5), reagem 

significativamente diferentes com o antígeno PI (p = 0,0001), quando comparado aos soros 

de indivíduos normais de área endêmica para LTA (Figura 27, grupo 1). A reatividade do 

antígeno FMN com soros de indivíduos normais de área endêmica para LVA e com soros 

de indivíduos normais de área não endêmica para esta doença é a mesma, em termos 

quantitativos. Por sua vez, após cura da LVA por quimioterapia, a reatividade do soro dos 

pacientes contra antígeno FML torna-se significativamente diferente (menor) que aquela 

observada antes do tratamento (PALATNIK-de-SOUZA et al. 1995).  

As leishmanioses caracterizam-se por desencadear uma resposta imune do tipo 

Th2, sendo que uma das características desta resposta é uma intensa produção de 

anticorpos. No caso da forma visceral da doença o título de anticorpos é em geral 

extremamente alto, sobretudo em cães.  As diferenças de reatividade observadas quando se 

compara os antígenos PI, FML e aqueles descrito por CARDENOSA et al. (1995)  sugerem 

que o  contato de indivíduos e de cães com antígenos do parasito pode estimular a produção 

de anticorpos nestes indivíduos sem que eles necessariamente desenvolvam a infecção. 

Considerando o antígeno PI, pode-se deduzir a partir dos resultados apresentados que, a 

presença de anticorpos contra este antígeno não está relacionada com a manutenção da 
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LTA nos pacientes testados, dado que não existe diferenças significativas (p > 0,01) nos 

níveis de anticorpos nos diferentes grupos testados (Figura 27, grupos 1, 2, 3 e 4).  

O antígeno PI reage significativamente diferente com soros de pacientes com 

leishmaniose visceral (p < 0,01), quando comprado com todos os demais soros humanos 

testados. A reatividade do soro de pacientes com leishmaniose visceral é significativamente 

diferente (p = 0,0016) daquela observada com o soro de indivíduos normais (Figura 27, 

grupos 5 e 6). Estes resultados indicam que este antígeno pode ser utilizado em ensaios de 

Elisa ou de “western blot” para o diagnóstico de leishmaniose visceral, mesmo em áreas 

onde esta doença coexista com a doença de Chagas ou outras formas da leishmaniose. 

Tanto o antígeno PI quanto P8 não apresentam reatividade contra soro de pacientes com 

leishmaniose tegumentar, o que é inesperado, uma vez que as vacinas de onde estes 

antígenos foram isolados são constituídas de cepas dermotrópicas do parasito (Figura 8, 

canaletas 6 e 7) e  (Figura 27, grupo 4). 

Em ensaios de Elisa PI e P8 reagem com soros de cães infectados com 

leishmaniose visceral (Figura 5). É sabido que cães infectados com leishmaniose visceral 

apresentam uma reação imune  do tipo humoral intensa, com altos títulos de anticorpos 

dirigidos contra antígenos do parasito, principalmente do isotipo IgG. Esta reatividade têm 

sido explorada no sentido de se desenvolver ensaios de imunodiagnóstico das 

leishmanioses nestes animais, uma vez que este hospedeiro é principal propagador da forma 

visceral da doença para a população humana (GRADONI et al. 2001). Tanto o antígeno PI 

quanto o antígeno P8 são capazes de discriminar soros de cães infectados com leishmaniose 

visceral do soro de animais normais em “western blot” (Figura 8, canaletas 8, 9, 10 e 11). 

Ainda nesta figura pode-se ver que a reatividade destes antígenos ocorre apenas com 

moléculas de peso molecular acima de 90 KDa. Também o antígeno FML, um antígeno 
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glicoproteico que apresenta bandas em SDS-PAGE numa faixa de PM entre 9,0 e 90 KDa 

está relacionado à infecção por Leishmania (PALATNIK et al. 1989). Este antígeno é 

também capaz de discriminar soros de cães infectados com leishmaniose visceral de soros 

de cães sadios (CABRERA et al. 1999), entretanto este antígeno está numa faixa de PM 

abaixo daquela de PI e de P8. Como observado para soros humanos, soros de cães 

infectados com leishmaniose visceral reagem significativamente diferente com PI (p = 

0,0001) quando comparados com soros de cães sadios (Figura 27, grupos 10 e 11). 

Antígenos com reatividade contra soros de cães com leishmaniose, semelhantes a PI e P8, 

também foram isolados por métodos de diálise de outras vacinas monovalentes preparadas 

com as cepas que constituem a vacina pentavalente. Nota-se que das cepas presentes na 

vacina pentavalente, apenas a cepa BH06 (Leishmania (L.) mexicana) não apresenta 

antígenos com as propriedades antigênicas de PI e de P8 como componentes do seu 

dialisado (Figura 5). Estes resultados indicam que PI e P8 podem ser usados também para o 

diagnóstico de leishmaniose visceral em cães, seja em “western blot” ou em ELISA. 

É crescente o número de antígenos capazes de discriminar soros de pacientes e de 

cães com leishmaniose visceral de soros normais. A grande maioria destes antígenos é de 

natureza protéica, sendo obtidos tanto por fracionamento como por clonagem. Estes 

antígenos tem sido obtidos de linhagens causadoras de leishmaniose visceral como  L. 

chagasi  (BADARÓ et al. 1993, MARTIN et al. 1998), L. infantum (MARY et al. 1992, 

CARDENOSA et al. 1995) e  de L. donovani (RAJASEKARIAH et al. (2001). Antígenos 

com estas propriedades também estão presentes em linhagens causadoras de leishmaniose 

tegumentar como L. (L.) amazonensis, L. (V.) guyanensis, e em linhagens de Leishmania 

major-like, as linhagens BH49 e BH121 (SILVA et al. 1994), como demonstrado no 

presente estudo. Esta reatividade cruzada entre antígenos de Leishmania, causadoras de 
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diferentes formas clínicas da doença justifica o fato da vacina pentavalente conferir 

proteção em humanos, em áreas onde a leishmaniose tegumentar americana é causada 

principalmente por parasitos de espécies diferentes daquelas utilizadas nos ensaios de 

vacinação com esta vacina (MAYRINK et al. 1979, ANTUNES et al. 1986, 

NASCIMENTO et al. 1990, GENARO et al. 1996)). Neste mesmo contexto, vacinas 

preparadas com promastigotas mortos de L. major tem promovido proteção eficiente em 

ensaios de vacinação no Sudão, em áreas onde a doença é causada principalmente por 

parasitos da espécie L. donovani (KALIL et al. 2000).  

Os antígenos aqui estudados, tanto isolados por métodos de diálise quanto por 

métodos cromatográficos, não apresentam material protéico em sua composição (Figuras 

11, 12, 13 e Figura 22). Após sensibilizar-se a placa com a mesma quantidade de proteína 

proveniente do dialisado de vacina pentavalente ou da fração não dialisável da mesma 

vacina, a reatividade da fração não dialisada é duas vezes maior que a da fração dialisada 

(Figura 1A e 1B). Observa-se ainda que o(s) antígeno(s) presente(s) no dialisado 

apresentam peso molecular muito acima do corte imposto pela membrana de diálise (Figura 

2 A), o que indica que este(s) antígeno(s) devem ser produto de agregação de moléculas 

pequenas que atravessam a membrana de diálise (cujo corte é de 12 a 14 KDa). Estes 

eventos de agregação são sugeridos também pelo observado na figura 3 A, onde se verifica 

que, nas primeiras horas de diálise, a grande maioria das moléculas presentes no dialisado 

tem peso molecular em torno de 24 KDa, entretanto elas não são reativas com quaisquer 

dos soros testados (Figura 2 A e 2 B).  O resultado apresentado na figura 3 B indica que 

este antígeno origina-se de um fenômeno de agregação de moléculas que cruzam a 

membrana ao longo do processo de diálise, pois a membrana restringe a passagem de 

moléculas acima de 14 KDa. Isto é confirmado pela baixa atividade enzimática de tripsina, 
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cujo peso molecular é de 24 KDa, observada no dialisado de solução desta enzima. Este 

resultado confirma que moléculas com peso igual ou acima de 24 KDa não cruzam a 

membrana de diálise numa taxa significativa e que o antígeno dialisado é formado por 

fenômenos de agregação de moléculas de PM menores que 24 KDa. 

O fenômeno de agregação, no caso dos antígenos obtidos por diálise, dá origem a 

moléculas de peso molecular tão alto que ocorre a precipitação delas ao longo da diálise. 

Entretanto verifica-se que tanto a fração que precipita quanto aquela que fica solúvel são 

originárias de uma mesma molécula, uma vez que apresentam um padrão de bandas muito 

semelhante em SDS-PAGE, na presença ou não de 2-mercaptoetanol (Figura 4). Os 

antígenos PI e P8, obtidos por métodos cromatográficos, também são formados pela 

agregação de pequenas moléculas, pois bandas reativas com soros de humanos e de cães 

com leishmaniose visceral são observadas numa faixa de PM entre 90 KDa ou mais de 200 

KDa (Figura 8). Estes pesos são incompatíveis com o esperado para moléculas que eluem 

no volume em que os antígenos são coletados durante o fracionamento, que corresponde ao 

volume da exclusão da coluna, que deve conter moléculas em torno de 300 KDa ou acima 

deste valor (Figura 6 e inserção da mesma figura). A desagregação dos antígenos PI e P8 

gera moléculas de pesos que variam desde 29 KDa a mais que 200 KDa. Estas moléculas 

aparentemente surgem de efeitos de dissociação, provavelmente induzidos pelo SDS e pelo 

2-mercaptoetanol, sobre uma molécula originalmente de peso maior (Figura 9, canaletas 4, 

6, 10 e 12). PI é realmente uma molécula de alto peso molecular, como evidenciado na 

figura 10 A, sendo sua dissociação em moléculas de menor peso molecular promovida pelo 

SDS (Figura 14 A, canaleta 4 e Figura 14 C, canaleta 1).  

Tanto os antígenos PI e P8 quanto os antígenos isolados por diálise apresentam 

várias propriedades em comum: (a) praticamente não penetram nos géis em condições 
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nativas e coram como banda única muito superior a 200 KDa (Figura 2 A, 10 A e Figura 10 

B canaletas 1 e 3), (b) eles só reagem em ELISA ou em western blot com soros de 

pacientes ou de cães com leishmaniose visceral, mas não com soro de pacientes com a 

forma tegumentar da doença (Figuras 1 B e 1 A, Figura 8 e Figura 27, grupos 6 e 4), (c) 

eles dissociam em uma série de moléculas menores sob ação do 2-mercaptoetanol (Figura 

4, Figura 9 e Figura 14 A, canaleta 3 e Figura 14 B, canaleta 1), nesta condição ocorrendo 

perda da reatividade como antígeno (Figura 15), (d) eles dissociam também na presença de 

SDS, sem haver entretanto perda da reatividade como antígenos (Figura 2 A, Figura 4 e 

Figura 8) e finalmente, (e) ambos são isolados das mesmas amostras de vacina. Todas estas 

propriedades sugerem que estes antígenos parecem ser a mesma molécula. Esta suspeita é 

reforçada pela perda da capacidade de PI e de P8 serem  reconhecidos pelo soro de cães 

com leishmaniose visceral após serem tratados com ácido periódico (Figura 15), além de PI 

e P8 corresponderem as mesmas frações cromatográficas, com padrão de absorção a 280nm 

e reatividade semelhante em “western blot”, na presença de SDS (Figura 6 e Figura  8). 

Moléculas antigênicas de alto peso molecular, formadas por fenômenos de 

agregação molecular de moléculas menores foram descritas na literatura, tendo sido sua 

formação e composição química objeto de discussão. El-ON et al. (1979) descreveram um 

antígeno sacarídico isolado de meios de cultura de L. tropica e L. donovani, o qual 

denominaram EF (excreted factor). Entre as propriedades descritas para este antígeno, 

chama a atenção o fato deles não absorverem na região do espectro entre 220 e 750 nm, o 

que contrasta com os antígenos PI e P8, cujas bandas de absorção no espectro se localizam 

exatamente entre 250 e 220 nm (Figura 21, linha preta). O EF não apresenta em sua 

composição ácidos nucléicos, uma característica comum entre o EF e os antígenos PI e P8 

(Figura 14 D, canaletas 2 e 3). Entre as propriedades físico-químicas descritas para  o EF, 
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mostrou-se que este antígeno não é sensível a agentes como HCl 10%, H2SO4 5%, altas 

concentrações de acetona ou NaCl, altas variações de pH ou de temperatura e tratamento 

com pronase. PI e P8, assim como os antígenos isolados por diálise, precipitam quando 

dialisados extensivamente contra água, sendo que estas formas precipitadas dos antígenos 

apresentam propriedades físico-químicas semelhantes àquelas do EF. Apesar das formas 

precipitadas de PI e P8 apresentarem as mesmas propriedades antigênicas  das suas formas 

solúveis, uma das propriedades físico-químicas dos antígenos na sua forma solúvel difere 

daquela observada para o EF. Em condições de força iônica alta , PI e P8 se dissociam em  

componentes de menor peso molecular que o antígeno original (Figuras 17 B e 17 C e 

Figura 20 A). Outra característica marcante dos antígenos PI e P8 é que, após a completa 

retirada do sal das amostras e liofilização, os antígenos só são solúveis em meio ácido, o 

que sugere que estes antígenos são moléculas ácidas. É interessante salientar que os 

antígenos PI e P8 são isolados da fração solúvel das vacinas enquanto que o EF 

corresponde a um antígeno solúvel que é excretado no meio de cultivo por formas 

promastigotas da Leishmania. 

Outro antígeno com características semelhantes às de PI e P8 é o PRA 

(polysacharide-rich antigen), isolado de meio de cultura de promastigotas de L. donovani. 

Este é também um antígeno formado por fenômenos de agregação molecular. Este 

antígeno, apesar de ser predominantemente composto por carboidratos (80%), contém 

material de natureza protéica (RAY & GHOOSE 1985), o que contrasta com os antígenos 

PI e P8, que são essencialmente constituídos por carboidratos (Figura 14 C, canaletas 1 e 4, 

Figuras 11 e 13). O antígeno PRA não é também reconhecido pelo soro de pacientes com a 

forma visceral de leishmaniose, o que é diferente do observado para os antígenos PI e P8 

(Figura 8 canaletas 2 e 3 e Figura 27, grupo 6). Este resultado é surpreendente uma vez que 
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PRA é reconhecido por soro de coelho imunizado com formas promastigotas de L. 

donovani. PRA apresenta uma grande heterogeneidade de bandas em SDS-PAGE, assim 

como os antígenos PI e P8 (Figura 9), sendo que as formas mais reativas de PRA com o 

antisoro de coelho são aquelas que apresentam peso molecular até 45 KDa. Diferentemente 

do antígeno PRA, PI e P8 reconhecem apenas moléculas de PM igual ou acima de 90 KDa. 

Apesar de serem fortemente reconhecidos por soro de pacientes e de cães infectados com 

leishmaniose visceral, tentativas de se obter anticorpos contra PI e P8 falharam, quando 

utilizou-se o modelo de camundongos BALBc injetados por via subcutânea com 10 g 

destes antígenos por animal (não mostrado). Experimentos preliminares sugerem que PI, 

entretanto, é capaz de induzir a síntese de interferon- por macrófagos peritoniais 

infectados com L. amazonensis, quando estimulados com 5 a 10 g do antígeno, sendo que 

se observa forte inibição desta resposta quando as células  são estimuladas com 50 g de 

antígeno (não mostrado). O fato de não termos induzido a síntese de anticorpos contra PI e 

P8 em camundongos pode ser devido a diversos fatores, entre outros a quantidade de 

antígeno utilizado na imunização, a forma de injeção ou mesmo o adjuvante utilizado 

nestes ensaios, o hidróxido de alumínio. 

As características de PI e P8 indicam que eles são moléculas resultantes de 

alterações físico-químicas que ocorrem nas vacinas originais. Mudanças nas propriedades 

físico-químicas de moléculas, resultantes da ação de agentes químicos, ou de componentes 

presentes nos meios onde estas moléculas são estocadas ou isoladas foram bem estudadas 

por SEMPRE-VIVO & HONIGBERG (1980). Estes autores demonstraram que os 

antígenos AAGP (Antigenically Active Glycoprotein) (DECKER-JACKSON & 

HONIGBERG 1978) e o EF (excreted Factor) (EL-ON et al. 1979) isolados de meio de 
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cultura de L. donovani correspondem a diferentes estados moleculares de uma mesma 

molécula. No contexto do componente principal a partir do qual o EF e o AAGP se 

formam, foi sugerido que as propriedades destes antígenos se assemelham muito a 

compostos descritos na literatura por LIGTH & SMITH (1963), compostos estes formados 

pela condensação de triptofano com carboidratos (SEMPRE-VIVO & HONIGBERG 

1980). Apesar das características comuns com os antígenos EF, AAGP e PRA, os antígenos 

PI e P8 aqui descritos são distintos destes antígenos em muitos aspectos.  

A ação do 2-mercaptoetanol sobre a estrutura dos antígenos PI e P8 não só 

desagrega a estrutura destes antígenos em vários fragmentos, como também abole a 

reconhecimento dos mesmos por soros humanos e de cães infectados com leishmaniose 

visceral (Figura 15). Os antígenos com propriedades semelhantes às de PI e P8,  apresentam 

algum conteúdo protéico em sua estrutura, mas não foram analisados quanto a ação do 2-

mercaptoetanol (DECKER-JACKSON & HONIGBERG 1978, EL-ON et al. 1979, RAY & 

GHOSE 1985, PALATNIK et al. 1989). As alterações nestes antígenos poderiam ser 

explicadas pela presença de proteínas ou peptídeos na sua composição, entretanto para PI e 

P8 isto não é válido, uma vez que eles não apresentam cisteína na sua estrutura (Figura 12 

C e Figura 13). Assim como já se tinha observado várias bandas em ensaios de eletroforese, 

após o tratamento do antígeno PI com 2-mercaptoetanol (Figura 9, Figuras 14 A, canaleta 3 

e 14 C, canaleta 1), uma série de frações foram obtidas em ensaios de cromatografia de 

exclusão molecular após tratamento do antígeno com 2-mercaptoetanol (Figura 18 A e B). 

Observa-se ainda que, apesar do tratamento com o 2-mercaptoetanol gerar pelo menos dez 

frações de tempos de retenção distintos, quando a amostra tratada é eluída em H2O ou em 

tampão fosfato a distribuição destas frações é diferente, predominando frações de alto peso 

molecular na eluição com água (Figura 18 B) em comparação com a amostra eluída com o 
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tampão fosfato (Figura 18 A). Apesar do tratamento com o 2-mercaptoetanol dissociar o 

antígeno em diversas frações de peso molecular variável, moléculas com PM igual àquela 

do antígeno original ainda são observadas (Figura 18 B, fração 5R). Quando estas frações 

são analisadas individualmente quanto a sua reatividade em ELISA, inclusive 5R, nenhuma 

delas é reconhecida pelo soro de cães infectados com leishmaniose visceral como o 

antígeno original (não mostrado), confirmando o resultado anteriormente mostrado (Figura 

15). Foi também observado que toda a reatividade das vacinas totais com soros humanos e 

de cães com leishmaniose visceral é devida aos antígenos PI ou P8 (não mostrado). 

Os resultados até aqui apresentados indicam que o 2-mercaptoetanol altera 

quimicamente o antígeno, enquanto o SDS age apenas dissociando-o, sem introduzir 

alterações químicas do tipo covalente. Qualquer das frações obtidas por cromatografia de 

exclusão molecular do antígeno PI após tratamento com o 2-mercaptoetanol é capaz de se 

associar em frações de peso molecular superior ao da fração original (Figura 19), entretanto 

nenhuma destas formas agregadas apresenta a reatividade do antígeno original, como era 

esperado. Este resultado indica que o fenômeno de agregação é provavelmente resultante de 

interações iônicas, hidrofóbicas ou mesmo do tipo pontes de hidrogênio, entre grupos 

químicos presentes nas unidades de menor peso molecular que se associam. Assim como 

PI, o antígeno P8 também desagrega em frações de pesos moleculares menores que as do 

antígeno original quando submetido a alta força iônica (Figuras 20 A e 20 B), tendendo a 

apresentar formas de agregação de peso molecular mais alto, se submetido a condições de 

força iônica menores (Figura 20 B). Estes resultados mostram que também a formação de 

P8 envolve associações não covalentes de moléculas durante o fenômeno de agregação. 

Os resultados observados na Figura 18 mostram que a ação do 2-mercaptoetanol 

sobre PI dá origem a várias frações de pesos moleculares bem abaixo daquele do antígeno 
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original, entretanto a simples manipulação da força iônica a que estas frações são 

submetidos é suficiente para induzir a reagregação dos fragmentos menores em formas de 

maior peso molecular (Figura 19). Quaisquer daquelas frações vistas na figura 19  se 

submetidas a esta condição dá origem a uma espécie intermediária de tempo de retenção 

semelhante às frações H1 e H2, obtidas pela dissociação do antígeno original (não tratado 

com 2-mercaptoetanol) pelo aumento da força iônica (Figuras 17
 
B e 17 C). É importante 

salientar, entretanto, que as novas espécies obtidas por reagregação das frações oriundas da 

ação do 2-mercaptoetanol (Figura 19) não apresentam as mesmas propriedades antigênicas 

do antígeno original. Estes resultados demonstram que a associação da(s) unidade(s) 

básica(s) que se agregam independentemente do(s) grupo(s) químico(s) alterados pelo 2-

mercaptoetanol, mas a reatividade com os soros depende da estrutura topológica dos 

agregados formados. Isto indica que os antígenos PI e P8 são antígenos conformacionais. 

Estudos recentes têm mostrado que anticorpos de pacientes com leishmanioses 

reconheceriam preferencialmente antígenos conformacionais, enquanto anticorpos de 

pacientes chagásicos reconheceriam preferencialmente epitopos lineares (DURANTI et al. 

1999, TRUJILO et al. 1999, LONGOBARDO et al. 2001). Nossos resultados concordam 

com aqueles apresentados por estes autores uma vez que PI, apesar de ser um antígeno de 

carboidrato, não é reconhecido por soros de pacientes chagásicos (Figura 27, grupo 8), mas 

é fortemente reconhecido por soros de pacientes com leishmaniose visceral (Figura 27, 

grupo 6). Ainda neste contexto, nenhum dos grupos de frações apresentadas na figura 7, 

provenientes de vacinas armazenadas (símbolos preto e vermelhos), são reconhecidas por 

soros de pacientes com LTA (não mostrado). Isto concorda com o fato destas vacinas 

apresentarem alto grau de degradação e, portanto, apresentarem a maior parte dos seus 
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componentes como fragmentos de moléculas sem a conformação das moléculas das quais 

se originaram. 

Após a cromatografia na coluna Ultra Hydrogel Linear utilizando alguns 

marcadores peptídicos, de pesos numa faixa entre 0,6 KDa  e 2,30 KDa, foi estimado que  o 

peso das moléculas que eluem com tempo de retenção igual ao da fração 11R (Fig. 18 B) é 

de 2,30 KDa e da fração 25R (Fig. 18 B) é em torno de 0,60 KDa (não mostrado). A 

variação de peso molecular das bandas presentes em SDS-PAGE do antígeno PI (calculada 

a partir da Figura 9, canaleta 10) foi estimada ser em torno de 2,50 KDa (+/- 0,50 KDa) 

para as bandas de pesos moleculares até cerca de 66,0 KDa. Acima deste valor as bandas 

aumentam em peso como múltiplos de 2,50 KDa ou como somas deste valor, com 

variações de peso muito mais altas de uma banda para outra. Note-se que em SDS o 

antígeno se dissocia como na presença de altas concentrações de sal,  e esta variação de 

2,50 KDa é compatível com o peso estimado por cromatografia para as frações H1 e H2 

(2,3 KDa), provenientes da desagregação do antígeno PI por ação do tampão fosfato 1,0 M 

(Figuras 17 B e 17 C). Analisados em conjunto estes resultados indicam que a menor 

unidade a partir da qual o antígeno PI se forma tem peso molecular em torno de 2,50 KDa, 

sendo as frações produzidas pela ação do 2-mercaptoetanol produtos de alterações 

covalentes introduzidas nesta unidade básica de 2,50 KDa. Este peso molecular é diferente 

daquele descrito para as unidades formadoras dos antígenos agregados PRA e ESA 

(excreted saccharide antigen) descritos por RAY & GHOSE (1985 ), cujo peso molecular 

mínimo foi descrito como 20 KDa, e com o peso molecular descrito para o EF que é de 

33,0 KDa (El-ON et al. 1979). O antígeno FMN por sua vez, que corresponde a uma fração 

glicoprotéica, é composto por moléculas cujo peso molecular varia entre 9,0 a 95 KDa 
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(PALATNIK et al. 1989). Estes resultados confirmam que PI e P8 são antígenos diferentes 

dos descritos por estes autores. 

O fato dos antígenos PI e P8 reagirem com 2-mercaptoetanol e a ausência de 

cisteína na composição destes antígenos surpreende, uma vez que após o tratamento dos 

antígenos com este reagente, a iodoacetamida, um agente químico capaz de alquilar tióis 

livres ainda reage com os antígenos PI, P8. Observa-se que o espectro do antígeno original 

muda consideravelmente após a etapa de reação com a iodoacetamida, havendo o 

aparecimento de bandas de absorção típicas de grupo amida no espectro dos antígenos 

tratados (Figura 21, linha preta). Outro fato importante é que após o tratamento dos 

antígenos com 2-mercaptoetanol ainda é possível dosar o teor de carboidrato da amostra, 

entretanto após a etapa de bloqueio dos tióis com a iodoacetamida esta dosagem já não é 

mais possível. A cor alaranjada característica da formação de furfurais, após a adição do 

H2SO4 á solução a ser dosada, é alterada por uma coloração púrpura intensa, se o antígeno 

for previamente tratado com 2-mercaptoetanol e em seguida com iodoacetamida.  

A estrutura de PI não apresenta quaisquer sinais relativos a presença ligações 

peptídicas em seu espectro no infravermelho, confirmando a ausência de estruturas 

protéicas neste antígeno. A presença de resíduos de aminoácidos não aromáticos na 

estrutura de PI é também descartada, uma vez que não se observa sinais relativos à vibração 

de ligações peptídicas (Figura 22 B), enquanto estes sinais são abundantes no controle 

utilizado, o peptídeo C humano (Figura 22 A, setas pretas). Estes resultados estão em 

acordo com aqueles observados na análise de aminoácidos, que descartaram a presença de 

proteína nas estruturas de PI e de P8 (Figuras 11 D e 11 H e Figura 12 D). Como esperado, 

sinais relativos a presença de hidroxilas são abundantes no espectro do antígeno PI (Figura 

22 B, setas azuis), o que é uma característica típica de polissacarídeos. Os picos na região 
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entre 1250 e 1450 cm
-1

 podem refletir a presença na estrutura de PI de ligações do tipo C-

O-H (Figura 22 B, setas cinzas). O espectro do antígeno PI apresenta ainda sinais intensos 

entre 800 e 1250 cm
-1

, que são indicativos da presença de monossacarídeos (Figura 22, 

setas vermelhas), sendo que sinais na região entre 850 cm-1 e 900 cm-1 são associados a 

vibrações e estiramento de ligações do tipo C-O-H. Estes picos estão associados a presença 

de ligações glicosídicas, sendo os picos entre 890 e 900 cm
-1

, mais precisamente em 897 

cm
-1

 (Figura 22 B, seta púrpura), típico de ligações -glicosídicas (PAPPAS et al. 2001).  

Observa-se ainda alguns picos entre 775 e 825 cm
-1

 (Figura 22, setas verdes). Sinais nesta 

região do espectro tem sido atribuídos ao estiramento e a deformações de ligações do tipo 

C-O-S (TOIDA et al. 1999), sendo que picos exatamente em 800 cm-1 (Figura 22, seta 

marron) tem sido associados a vibrações destas ligações em grupos sulfonato de resíduos de 

monossacarídeos ácidos, como aqueles do ácido glucurônico (SANDERSON et al. 1987).   

A caracterização de antígenos de carboidrato ou de glicoconjugados têm crescido 

nos últimos anos, baseado no fato de que estes antígenos, assim como algumas proteínas ou 

peptídeos derivados deles, serem tão eficientes em induzir proteção em modelos 

experimentais, em humanos e em cães, como vacinas de composição quimicamente 

definida (PAPADOPOU et al. 1998, SPITZER et al. 1999, DA-SILVA et al. 2001, 

HEWITT & SEEBERGER 2001).  Resolvemos então identificar o número de componentes 

dos antígenos PI e P8 por cromatografia de fase reversa e também tentar identificar os 

monossacarídeos destes antígenos por cromatografia em camada delgada. A análise dos 

componentes de PI por cromatografias de fase reversa sugere que o antígeno é composto 

por componentes altamente polares pois ele elui como pico único em torno 2,5% de 

acetonitrila, que praticamente não se ligam a coluna (Figura 23 A). O segundo pico 
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observado na figura  (que elui por volta de 45% de acetonitrila) corresponde a 

contaminantes presentes no sistema eluente, pois ele é também visto quando se corre uma 

amostra do branco (20 L de solução de TFA 0,02 %). Os resultados observados nas 

Figuras 23 A e B permitem-nos descartar por completo a presença de ácido graxos e de 

lipídeos na composição de PI, uma vez que não se observa nenhum material eluindo em 

concentrações mais altas de acetonitrila. Amostras do antígeno PI tratado com 2- 

mercaptoetanol por sua vez eluem como dois picos neste sistema de fracionamento (Figura 

23 B). Os dois picos apresentam tempos de retenção intermediários quando comparados ao 

tempo de retenção do pico observado para o antígeno não tratado. Este resultado contrasta 

com aquele observado para a cromatografia de exclusão deste mesmo material eluído com 

água (Figura 18 B), onde são observados pelo menos 8 frações distintas, o que sugere que 

as várias frações obtidas pelo tratamento de PI com 2-mercaptoetanol, de peso molecular 

aparente distintos, são homogêneas quanto a sua polaridade. As frações provenientes da 

cromatografia de exclusão molecular do antígeno tratado (Figura 18 B) foram também 

submetidas a análise por cromatografia de fase reversa. Tanto a fração 19R quanto a fração 

25R eluem como dois picos na cromatografia de fase reversa (Figura 24 A e B), exatamente 

com mesmo tempo de retenção observado para o antígeno PI após ser tratado (Figura 23 B).  

Analisando os resultados em conjunto podemos sugerir que os antígenos PI e P8 

são  formados por no mínimo dois componentes, que por filtração molecular apresentam 

PM em torno de 2,50 KDa. Um componente que elui naquele sistema com tempo de 

retenção de cerca 11,6 min e outro de tempo de retenção de cerca de 12,2 min Estes 

componentes apresentam a mesma polaridade pois eluem na cromatografia de fase reversa 

como um único pico, com tempo de retenção de 3,3 min (Figura 23 A). Após o tratamento 
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com o 2-mercaptoetanol estes dois componentes sofrem alterações químicas, levando a um 

ligeiro aumento na polaridade de um dos componentes, que elui em 3,1 min, e a uma 

redução na polaridade do outro, que elui com 3,6 min (Figura 23 B). A presença de dois 

componentes distintos é reforçada pelo fato de quaisquer das frações mostradas na figura 

18 darem origem a dois componentes, sempre com tempos de retenção de 3,1 e 3,6 min, 

quando aquelas frações são eluídas separadamente no sistema de fase reversa. Este 

resultado indica que todas as frações mostradas na figura 18, a princípio de PM aparente 

distintos, são resultantes do fenômeno de associação dos mesmos dois componentes de PM 

em torno de 2,50 KDa, quando colocados na condição de baixa força iônica. É importante 

observar que PI e provavelmente P8 são constituídos por formas agregadas em equilíbrio, 

sendo que no tampão original da vacina do qual são isolados (fosfato de sódio 0,10 M, pH 

7,4) predominam as formas de PM muito alto (Figura 17 A, H1), enquanto em condições de 

maior força iônica predominam as formas de menor PM, a partir das quais os antígenos se 

formam (Figura 17 A, H2). A distribuição das várias formas agregadas em H2O ou em 

tampão fosfato de diferente força iônica pode refletir a presença de dois componentes de 

associação distintos, um hidrofóbico que seria favorecido em H2O e um outro iônico, que 

seria favorecido em função da força iônica ou pH do meio (Figuras 17, 18, 19 e 20).  

Apesar da baixa resolução observada nos experimentos de cromatografia dos 

antígenos em camada delgada (Figura 25), algumas considerações importantes podem ser 

inferidas destes experimentos. A técnica de TLC é capaz de detectar até 2,0 g de 

monossacarídeos, sendo que cada monossacarídeo cora com uma cor característica (Figura 

25 A). Após ser submetido a até 12 horas de hidrólise em condições ácidas, o antígeno PI 

aparentemente não é totalmente hidrolisado, uma vez que o hidrolisado não migra até a 
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região onde a maior parte dos açúcares neutros migra, na fase móvel utilizada (Figura 25 B, 

H6 e H12). Apesar da baixa resolução, a presença de Galactose na estrutura do antígeno 

pode ser inferida deste resultado. Apesar da sua alta polaridade (Figura 23 A), PI não 

hidrolisado sequer deixa o ponto de aplicação da amostra em TLC (Figura 25 B, nH e 

Figura 25 C, PI), o que é provavelmente uma conseqüência do seu alto peso molecular. Isto 

pode também explicar a não migração do Glicogênio (Glg), ou de Glg tratado com 2-

mercaptoetanol (Figura 26 C, Glg e GlgM). Enquanto PI na sua forma nativa PI sequer 

deixa o ponto de aplicação da amostra, o antígeno tratado com 2-mercaptoetanol migra 

muito mais que todos os padrões de monossacarídeos utilizados (Figura 25 C, PIM), mas 

cora de maneira distinta daquela amostra do antígeno tratada com SDS, que também migra 

consideravelmente (Figura 25 C, PIS). Na presença de mercaptoetanol PI cora como uma 

mancha totalmente branca, enquanto que em SDS ele cora como uma mancha totalmente 

azul, confirmando a ação química  distinta dos reagentes sobre a estrutura dos antígenos. 

Também chama a atenção o fato do antígeno PI tratado com 2-mercaptoetanol migrar mais 

que fucose, o monossacarídeo neutro que mais migra na fase móvel empregada. Os 

produtos do tratamento dos antígenos com 2-mercaptoetanol são tão polares quanto  o 

antígeno não tratado, o que está de acordo com resultados anteriores (Figuras 23 B e 

Figuras 24 A e B). A migração aumentada em TLC dos antígenos após tratamento com 

SDS e 2-mercaptoetanol, em comparação aos antígenos não tratados, é compatível com os 

resultados apresentados (Figura 9, canaletas 4, 6, 10 e 12 e Figuras 18 A e B) que mostram 

que, nestas condições, as frações resultantes dos tratamentos tem peso molecular aparente 

de 2,50 KDa ou menos, principalmente os produtos do tratamento com 2-mercaptoetanol. 

Neste caso não só há indícios de aumento de polaridade nos componentes que se agregam 

mas também de possíveis quebras de ligações químicas gerando fragmentos de PMs muito 
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abaixo de 2,50 KDa e mais polares que os monossacarídeos neutros testados (Figuras 18 A 

e 18 B, Figura 19, Figuras 23 e 24 e Figuras 25 C e 26 C). 

A hidrólise alcalina do antígeno PI é mais eficiente que a hidrólise ácida. Nessa 

abordagem pode-se inferir que PI apresenta na sua composição açúcares neutros como a 

glicose, galactose e a manose. Não se observa mancha na área correspondente ao Rf de 

resíduos de fucose, confirmando a ausência deste açúcar neutro na composição de PI 

(Figura 25 D, H12 e Figura 25 B, H6 e H12). A presença de ácido siálico é sugerida,  em 

função da presença de uma mancha na região de Rf deste açúcar ácido (Figura 25 D, H12 e 

Sia). A presença de açúcares fosfatados é também sugerida pois é observada uma mancha 

nítida na região de Rf destes monossacarídeos (Figura 25 D, H12, Glc6P e Gal1P). Os 

resultados obtidos em TLC não permitem descartar a presença de açúcares aminados na 

composição de PI e P8. Os resultados da análise de aminoácidos não apresentaram nenhum 

pico relativo a presença de açúcares aminados em PI ou P8, que também seriam alvo de 

derivatização com o PITC naquela abordagem, a menos que estivessem com os amino 

grupos bloqueados (Figura 11 D e 11 H). Alguns picos foram observados quando 

trabalhou-se com a hidrólise alcalina de uma amostra maior (100 g) de P8 seguida da 

derivatização com o PITC, cujos tempos de retenção não correspondem a aminoácidos e 

nem aos aminoaçúcares comuns (Figura 13 C, setas vermelhas), com tempos de retenção 

característicos de material consideravelmente hidrofóbico. Ensaios preliminares utilizando 

a análise de monossacarídeos por espectrometria de massa combinada com ensaios de 

ressonância magnética nuclear confirmaram a ausência de fucose em PI e em P8. Nestes 

ensaios a presença de glicose (10 %), galactose (60%) e manose (30%) como os açúcares 

neutros presentes na composição dos antígenos vem sendo confirmada (não mostrado). A 
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identificação de monossacarídeos carregados bem como de derivados de monossacarídeos 

em PI e P8 vem sendo estudada nesta abordagem. 

Numa tentativa de verificar como o mercaptoetanol atua sobre a estrutura dos 

antígenos PI e P8 submetemos amostras de monossacarídeos, dissacarídeos e trissacarídeos 

ao mesmo tratamento. A hipótese de que o 2-mercaptoetanol aja por quebra de ligações 

glicosídicas pode ser descartada. Os dissacarídeos maltose, celobiose, lactose, lactulose e 

sacarose não apresentaram manchas em TLC correspondentes aos valores de Rf dos 

monossacarídeos que os constituem, após o tratamento com 2-mercaptoetanol (Figura 26 A, 

Glc, Gal, Fru), sugerindo que não há quebras de ligações glicosídicas. Este resultado 

entretanto não descarta a possibilidade de que outra ligação covalente, que não a 

glicosídica, seja o alvo do 2-mercaptoetanol nas estruturas de PI e P8. Além disto, lactulose 

e sacarose apresentam um aumento nos seus valores de Rf após o tratamento (Figura 26 A,  

Lat e LatM e Sac e SacM), indicando um aumento da polaridade destes dissacarídeos. A 

maior migração da sacarose tratada com 2-mercaptoetanol comparada ao controle não 

tratado foi confirmada em um segundo experimento (Figura 26 B,  Sac e SacM), bem como 

o da lactulose tratada (Figura 26 D, Lat e LatM).  A ausência de quebra de ligações 

glicosídicas também é confirmada, uma vez que não se observa manchas correspondentes 

aos valores de Rf de Glicose e de frutose na linha de corrida dos dissacarídeos tratados 

(Figuras 26 A, B e C). Neste experimento foi também descartada uma possível ação do 

SDS sobre açúcares aminados como a glicosamina ou a galactosamina, uma vez que estes 

monossacarídeos não tem seu perfil de deslocamento alterado pela presença deste reagente 

(Figura 26 B, GlcN e GlcNS e GalN e GalNS).  

Assim como o antígeno PI, também P8 na presença de 2-mercaptoetanol e SDS 

migra muito mais que todos os monossacarídeos testados (Figura 26 C, P8M e P8S). Nessa 
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figura pode ser vista a coloração branca da mancha correspondendo ao Rf do antígeno após 

tratamento com 2-mercaptoetanol e a mancha  azul correspondente ao Rf do antígeno 

tratado com SDS. Observa ainda que a lactulose tratada com 2-mercaptoetanol, assim como 

a sacarose tratada nas mesmas condições, migram mais durante a cromatografia em camada 

delgada que o controle não tratado (Figura 26 B Sac e SacM) e (Figura 26 C, Lat e LatM). 

Nota-se ainda que amostras de glicogênio tratadas ou não com 2-mercaptoetanol 

permanecem no ponto de aplicação das amostras (Figura 26 C, Glg e GlgM). Isto sugere 

que não há alterações nos resíduos deste polímero, razão pela qual provavelmente eles 

permanecem na origem de aplicação, além de serem polímeros de alto peso molecular. 

Tanto a lactulose quanto a sacarose, que se mostraram sensíveis ao 2-mercaptoetanol, são 

dissacarídeos formados pela ligação de glicose com frutose, diferindo apenas na posição e 

no tipo de ligação que une os dois monossacarídeos. Interessante ainda é o fato de ambos 

reagirem com o 2-mercaptoetanol, apesar de sacarose não ser um açúcar redutor mas da 

lactulose ser. Também é relevante o fato dos dissacarídeos formados apenas por glicose não 

serem afetados pelo 2-mercaptoetanol  (Figura 26 A, Clb e ClbM, Mal e  MalM e Lac e 

LacM), além do glicogênio, que também é formado só por resíduos de glicose (Figura 26 C, 

Glg e GlgM). Como a frutose é um glicofuranosídeo e glicose um glicopiranosídeo, 

suspeitamos que a frutose pudesse ser o resíduo alterado pelo 2-mercaptoetanol e isto 

poderia explicar a migração alterada da lactulose e da sacarose tratadas pelo 2-

mercaptoetanol. Como era esperado,  a glicose e a galactose tratadas com 2-mercaptoetanol 

não tem o seu valor de Rf alterado quando comparadas aos controles não tratados, para 

nossa surpresa, entretanto, também a frutose aparentemente não tem o seu valor de Rf 

alterado, migrando exatamente igual ao seu controle não tratado (Figura 26 D, Glc e GlcM, 

Gal e GalM e Fru e FruM). Apesar destes resultados, a ação do 2-mercaptoetanol sobre a 
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estrutura de PI e P8 sugere que a estrutura de carboidratos é de alguma forma passível de 

sofrer alterações químicas promovidas por este reagente, resultando em fragmentos mais 

polares inclusive, que os monossacarídeos testados.  

Relatos na literatura sobre a reação de 2-mercaptoetanol com carboidratos são 

escassos, entretanto é sabido que este reagente é capaz de alterar a cinética de interação de 

drogas como as enediinas com DNAs. Sabe-se que estas drogas agem sobre o terminal 4‟ 

do DNA produzindo, por mecanismos que envolvem radicais livres, radicais livres de 

desoxiribose que são estabilizados pelo 2-mercaptoetanol. O mecanismo proposto para esta 

atividade envolve a transferência de átomos de H da hidroxila do tiól para os radicais da 

droga e para o radical desoxiribose (LOPEZ-LARRAZA et al. 2001). Outro mecanismo de 

ação do 2-mercaptoetanol envolve a incorporação simultânea de átomos de hidrogênio e de 

uma molécula do reagente 2-mercaptoetanol durante a quebra de ligações do tipo C-S-C 

(TSIKAS et al. 1999), presentes em vasodilatadores fisiológicos humanos inibidores da 

agregação de plaquetas. No presente estudo temos evidências de que a reação do 2-

mercaptoetanol envolve ou um ataque aos antígenos via hidroxila do reagente, deixando o 

grupo tiól livre para a incorporação da iodoacetamida, já que este reagente reage após a 

etapa de tratamento do antígenos com 2-mercaptoetanol (Figura 21) ou, outro mecanismo 

que resulte na manutenção de grupos tióis livres na estrutura dos antígenos. Um mecanismo 

de ação como o proposto por TSIKAS et al. (1999) responderia pelo observado para a 

reação dos antígenos PI e P8 com o 2-mercaptoetanol, uma vez que o produto de quebra de 

ligações do tipo C-O-S, que podem estar presentes em PI e P8 (Figura 22, setas verdes), 

resultariam em produtos com tíois livres para o ataque pela iodoacetamida. Nossos 

resultados entretanto não são suficientes para confirmar isto. Como observado nos estudos 

de espectroscopia no infravermelho, muitas são as possibilidades de reação dos antígenos 
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PI e P8 com o 2-mercaptoetanol, sendo que a determinação precisa da composição e as 

quantidades relativas de cada monossacarídeo são necessárias para se vislumbrar um 

modelo completo de como estes antígenos são formados por agregação e como o 2-

mercaptoetanol altera estes complexos agregados. 

O fato de termos determinado a presença de glicose, galactose e manose na 

estrutura dos antígenos PI e P8 não é incomum, uma vez que estes monossacarídeos são 

freqüentes em polissacarídeos de Leishmania. El-ON et al. (1979) não caracterizaram as 

hexoses presentes no EF e relataram a ausência de ácido siálico, de aminoaçúcares e de 

frutose, assim como a presença de ácido urônico neste antígeno. Os resultados aqui 

apresentados sugerem que PI e P8 podem apresentar ácido siálico em sua estrutura, assim 

como fosfoaçúcares. Os resultados também apontam para a presença de monossacarídeos 

derivados modificados com grupos sulfato e/ou sulfonato. RAY & GHOSE (1985) 

identificaram galactose como monossacarídeo presente nos antígenos PRA e ESA e 

observaram um outro componente em TLC, mas não o identificaram. Em comparação ao 

antígeno FMN descrito por PALATNIK et al. (1989), nossos resultados descartam a 

presença de fucose como constituinte dos antígenos PI e P8, bem como de aminoácidos. 

Como se trata de antígenos obtidos de amostras de vacinas de longos períodos de 

estocagem, PI e P8 podem ser formados por agregação de fragmentos de qualquer molécula 

presente nas cepas de Leishmania a partir das quais a vacina é produzida. Neste contexto é 

relevante salientar que partes da molécula do lipofosfoglicano (LPG) são encontradas como 

constituintes de uma série de moléculas isoladas de Leishmanias, como a fosfatase ácida, o 

próprio EF, nas âncoras de glicosilfosfatidilinositol (GPIs), em glicosilinositolfosfolípides 

(GIPLs) e em glicoproteínas (MENDONÇA et al. 1991, KELLEHER et al. 1992, 

BEVERLEY & TURCO 1998), o que sugere que porções isoladas desta molécula 
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desempenham papel crucial no processo de infecção pelo parasito, sendo portanto alvos 

potenciais nos estudos voltados para o desenvolvimento de vacinas. Antígenos 

predominantemente de carboidrato têm sido testados quanto ao seu papel como vacinas. O 

antígeno FMN encontra-se em fase III de testes como vacina contra leishmaniose visceral 

em cães (DA-SILVA et al. 2001). PATEL & LINDHORST (2001) têm estabelecido 

estratégias de síntese química para obter vacinas constituídas por porções de moléculas de 

carboidrato relevantes no processo de infecção por Leishmania. HEWITT & SEEBERGER 

(2001) produziram por síntese química um antígeno correspondente ao tetrasacarídeo do 

“core” do LPG de L. donovani, que está em fase de testes para uso como vacina contra 

leishmaniose visceral em humanos. PI e P8 são moléculas de carboidrato que fazem parte 

da vacina contra Leishmaniose Tegumentar Americana produzida por MAYRINK et al. 

(1979). O papel destes antígenos na proteção induzida pela vacinação em humanos pode ser 

importante no contexto da vacina como um todo, permanecendo este papel como uma 

perspectiva futura de estudo. 
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CONCLUSÕES. 
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i. Antígenos foram isolados tanto de amostras de vacinas compostas por cinco 

cepas de parasitos do gênero Leishmania, quanto de amostras de vacinas produzidas a partir 

de quatro das cinco cepas presentes na vacina polivalente; 

 

ii. Os antígenos isolados destas vacinas são fortemente reconhecidos pelos soros 

de indivíduos humanos e de cães infectado com a forma visceral da leishmaniose, mas não 

pelo soro de indivíduos humanos infectados com outras formas da leishmaniose, sendo 

capazes de permitir o diagnóstico diferencial destas doenças; 

 

iii. Os antígenos isolados destas vacinas são fortemente reconhecidos pelos soros 

de indivíduos humanos e de cães infectado com a forma visceral da leishmaniose, mas não 

pelo soro de indivíduos humanos normais, sendo capazes de permitir o diagnóstico de 

leishamaniose visceral em humanos e em cães; 

 

iv. Os antígenos isolados destas vacinas não dão reatividade cruzada com soro de 

indivíduos humanos infectados com doenças relacionadas com a leishmaniose visceral e 

nem com soro de indivíduos humanos infectados com outra doenças; 

 

v. Os antígenos isolados da vacina polivalente, antígeno PI e o antígeno isolado de 

vacina monovalente, antígeno P8, reconhecidos especificamente pelo soro de humanos e de 

cães com leishmaniose visceral, são antígenos de carboidrato; 
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vi. As vacinas contra Leishmaniose Tegumentar Americana utilizadas neste estudo 

sofrem mudanças na sua composição molecular, principalmente devido a fenômenos de 

agregação molecular, dando origem a moléculas de alto peso molecular, antigenicamente 

reativas; 

 

vii. Os fenômenos agregação molecular que dão origem a estes agregados 

antigênicos ocorrem independentemente do tempo de estocagem das vacinas, sendo estes 

agregados isolados mesmo de vacinas recém preparadas; 

 

viii. Os antígenos PI e P8 isolados neste estudo são formados por fenômenos de 

agregação molecular, e correspondem a agregados moleculares de alto peso molecular, em 

torno 7,0 x 10
6
 KDa; 

 

ix. Os antígenos PI e P8 são sensíveis a ação dos reagentes SDS e 2-

mercaptoetanol, dissociando-se em seus constituintes de menor peso molecular por ação 

destes agentes químicos; 

   

x. Os produtos de dissociação dos antígenos PI e P8 pela ação do SDS não perdem 

a capacidade de serem reconhecidos pelo soro de humanos e de cães infectados com 

leishmaniose visceral, sobretudo os intermediários de pesos moleculares acima de cerca 90 

KDa; 
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xi. Os produtos de dissociação dos antígenos PI e P8 pela ação do 2-

mercaptoetanol perdem completamente a capacidade de serem reconhecidos pelo soro de 

humanos e de cães infectados com leishmaniose visceral; 

 

xii. A desagregação dos antígeno PI e P8 pela ação do SDS é mediada por efeitos 

iônicos enquanto a desagregação dos antígenos PI e P8 por ação do 2-mercaptoetanol 

envolve alterações covalentes na estrutura química dos antígenos; 

 

xiii. O antígenos PI e P8 são constituídos por glicose, galactose, manose, e 

possivelmente por ácido siálico  e/ou ácido glucorônico, açúcares fosfatados e açúcares 

sulfatados e/ou sulfonatados;    

 

xiv. Os epitopos reativos dos antígenos PI e P8 são de carboidratos e são os 

antígenos PI e P8 antígenos conformacionais; 
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RESUMO. 

 

Este trabalho baseou-se na idéia de se isolar antígenos de vacinas contra 

Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), armazenadas por longos períodos, 

(Leishvacin


). Estas vacinas apresentam alto grau de degradação em função dos anos de 

armazenamento, mas são ainda capazes de induzir proteção contra a leishmaniose 

tegumentar em humanos, apesar de terem sido estocadas por períodos acima de cinco anos. 

Antígenos foram isolados de amostras de vacina polivalente, constituídas por cinco 

diferentes linhagens dermotrópicas de Leishmania, e de amostras de vacina monovalente 

constituída pela linhagem do parasito   Leishmania amazonensis, por dois diferentes 

métodos de fracionamento (diálise e cromatografia). Pelo método de diálise foram isolados 

antígenos de quatro das cinco linhagens de Leishmania presentes na vacina polivalente 

(Leishmania (L) amazonensis, Leishmania (L) mexicana, e duas linhagens de Leishmania 

major-like). Estes antígenos são capazes de discriminar soros de indivíduos americanos  e 

de cães infectados com a forma visceral da doença (LVA) de soros de indivíduos infectados  

com a forma tegumentar da doença (LTA), ou de indivíduos saudáveis. Estes antígenos 

foram também isolados de amostras de vacina fresca constituída por L amazonensis, 

indicando que sua formação é independente do tempo de estocagem das vacinas. Tais 

antígenos são formados por fenômenos complexos de agregação molecular de pequenas 

moléculas, apresentando peso molecular na faixa de 10
6
 KDa, tendo sido obtidos tanto no 

dialisado das vacinas quanto na fração não dialisada. 

Por cromatografias de exclusão molecular foram isolados antígenos da fração 

solúvel da vacina polivalente (antígeno PI) e de vacina monovalente da linhagem 
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Leishmania (L) amazonensis, cepa PH8  do parasito (antígeno P8). Assim como os 

antígenos obtidos no dialisado e na fração não dialisável destas vacinas, PI e P8 são 

também antígenos formados por fenômenos de agregação molecular de pequenas 

moléculas, independente do tempo de armazenamento das vacinas. Estes antígenos são 

também especificamente reconhecidos pelo soro de humanos  e de cães com LVA, mas não 

pelo soro de indivíduos normais ou infectados com outras formas da leishmaniose ou com 

outras doenças. Não há reatividade cruzada destes antígenos com soro de indivíduos com 

doença de Chagas, seja em ensaios de Elisa ou em ensaios de “western blot”.  PI e P8 são 

moléculas de peso molecular na faixa de 10
6
 KDa, assim como os antígenos obtidos pelo 

fracionamento da vacina por métodos de diálise. 

Análises dos antígenos PI e P8 por métodos químicos e físicos indicam que estes 

antígenos não apresentam material de natureza protéica ou ácidos nucléicos na sua 

composição. A análise direta por métodos quantitativos confirmam a ausência de proteínas 

na composição dos antígenos. Por outro lado, tanto a análise por métodos químicos quanto 

a análise por métodos de análise quantitativos confirmam que PI e P8 são antígenos de 

carboidrato. PI e P8 são sensíveis ao tratamento por agentes químicos como o dodecil 

sulfato de sódio (SDS), 2-mercaptoetanol e o ácido periódico, sendo que os dois últimos 

agentes são capazes de abolir por completo a reatividade destes antígenos com o soro de 

humanos e de cães com LVA. Nossos estudos indicam que os três reagentes agem na 

estrutura destes antígenos dissociando-os em seus componentes de menor peso molecular, 

porém a desagregação ocorre por mecanismos distintos de acordo com o reagente utilizado. 

Os resultados indicam que o SDS age desestabilizando interações iônicas na estrutura dos 

antígenos, enquanto o 2-mercaptoetanol age, provavelmente, rompendo ligações químicas 

intra ou intermoleculares nos antígenos. Os resultados também indicam que o 2-
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mercaptoetanol não promove o rompimento de ligações glicosídicas, sendo que a perda da 

capacidade dos antígenos de reagirem com os soros de indivíduos com LVA envolve 

alterações na conformação dos antígenos, sendo estes antígenos PI e P8 provavelmente 

formados por epitopos conformacionais. 

Análises em eletroforese e por cromatografia de fase reversa indicam que PI e P8 

são formados pela agregação de moléculas de peso molecular (PM) em torno de 2,50 KDa. 

Os resultados obtidos por fase reversa descartam a presença de ácidos graxos ou de lipídeos 

na composição química dos antígenos. Finalmente, análises por métodos de cromatografia 

em camada delgada confirmam que PI e P8 são antígenos de carboidrato. PI e P8 são 

constituídos por glicose, galactose, manose e, possivelmente, apresentam na sua 

composição derivados de açúcares como fosfoaçúcares, aminoaçúcares e sulfoaçúcares. 

Os resultados aqui apresentados indicam que as vacinas, objeto deste estudo, sofrem 

alterações consideráveis em sua composição química sendo as mais relevantes: i) o alto 

grau de degradação de moléculas gerando moléculas de menor PM, ii) formação de 

antígenos de alto PM por fenômenos de agregação molecular, ii) o reconhecimento destes 

antígenos por soro de indivíduos com LVA mas não por soro de indivíduos com LTA, iv) o 

fato destes antígenos agregados serem essencialmente constituídos de carboidrato. 
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