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RESUMO 

INTRUDUÇÃO: A vacinação é uma das intervenções médicas mais importantes já 
implementadas. Apesar de todos os avanços, ainda existem muitas doenças sem vacinas 
disponíveis. Entre estas doenças, pode-se destacar a leishmaniose. Esta é uma doença 
parasitária que apresenta grande impacto na saúde pública. Existe um consenso que a indução 
de uma forte resposta imune celular seja protetora para leishmaniose. Dentre as novas 
plataformas para apresentar antígenos e induzir esta resposta podemos destacar novas formas 
de delivery e os adjuvantes. Neste trabalho, foram abordadas três estratégias visando gerar 
conhecimentos sobre o desenvolvimento de uma vacina contra este parasito. Primeiramente, foi 
avaliado o efeito adjuvante de nanopartículas lipídicas sólidas (NLS) catiônicas e aniônicas 
sobre histonas nucleossomais de L. infantum em células dendríticas (DC) murinas. 
Posteriormente, foi avaliado o efeito protetor destas histonas nucleossomais como antígenos 
vacinais em associação com CpG ODN, bem como de parasitos nocautes, ambos utilizando o 
modelo murino cutâneo de L. braziliensis. OBJETIVO: Avaliar o papel protetor de histonas 
nucleossomais (H2A, H2B, H3 e H4) de Leishmania como estratégia vacinal contra a 
leishmaniose cutânea experimental causada por L. braziliensis. MATERIAIS E MÉTODOS: 
As NLS catiônicas e aniônicas foram preparadas pelo método de dupla emulsão, utilizando 
Precirol ATO 5 como um lipídio, e quitosana a fase aquosa externa para obter NLS catiônicas. 
As partículas foram analisadas por tamanho, índice de polidispersão (PdI) e potencial zeta por 
espalhamento dinâmico de luz. Em seguida, a captação de NLS por DC e ativação delas foi 
avaliada por microscopia confocal e citometria de fluxo, respectivamente. Para os ensaios de 
imunização e desafio foi utilizado o modelo de infecção de orelha em BALB/C. Foram 
realizadas três imunizações com histonas nucleossomais acompanhadas de CpG, ou uma 
imunização com L. infantum nocaute para o gene LPG2 (Li Δlpg2). Após o desafio com L. 
braziliensis o curso da doença foi avaliado medindo o tamanho da lesão, e decorridas 10 
semanas do desafio, foi avaliada a carga parasitária, a resposta imune celular e humoral. 
RESULTADOS: Foi possível padronizar formulações de nanopartículas negativas e positivas. 
Estas apresentaram tamanhos médios de 260 e 340 nm, respectivamente, cargas de -31 e +56 
mV e índices de polidispersão de 0,2 e 0,4. Em seguida, a avaliação da captação por DC 
demonstrou uma baixa taxa de internalização. Além disto, não foi possível notar diferenças nos 
marcadores de ativação celular após exposição das DC às NLS. Ensaios de imunização e desafio 
revelaram uma redução significativa do tamanho de lesão apenas no grupo imunizado com o 
parasito nocaute Li Δlpg2. Também houve uma redução da carga parasitária no linfonodo em 
todos os grupos quando comparados ao grupo Salina. A análise da resposta humoral revelou 
razões equilibradas IgG2a/IgG1 para os grupos salina e histona + CpG contra antígenos solúveis 
de Leishmania (SLA), e uma resposta de perfil mais Th1 para o grupo Li Δlpg2. Não houve 
diferença significativa na produção de citocinas por esplenócitos entre os grupos avaliados. 
CONCLUSÕES: Foi possível padronizar a produção de NLS positivas e negativas, porém 
essas não demonstraram um efeito adjuvante. A imunização com Li Δlpg2 levou à proteção 
parcial contra o desafio por L. braziliensis e esta proteção pode estar associada a uma resposta 
de perfil Th1 contra SLA. 

Palavras-Chave: Adjuvantes, Nanopartículas lipídicas sólidas, Histonas nucleossomais, 
Leishmania, Vacinas. 
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ABSTRACT 

INTRODUCTION: Vaccination is one of the most important medical interventions develop 
so far. Despite all the advances, there are many diseases without available vaccines. 
Leishmaniasis is one of them, a parasitic disease with considerable impact on public health. 
There is a consensus that protective immunity can be achieved through the induction of a strong 
cellular immune response against this parasite.Among the new vaccine available platforms for 
antigen presentation and the induction of such response, we can highlight new delivery systems 
and adjuvants. In this work, we have approached three different antigen presentation strategies 
to generate knowledge about the development of a vaccine against this parasite. First, we 
evaluated the adjuvant effect of cationic and anionic solid lipid nanoparticles (SLN) on L. 
infantum nucleosomal histones in murine dendritic cells (DC). Next, the protective effect of the 
nucleosomal histones in association with CpG ODN adjuvant or the use of knockout parasites 
Li Δlpg2 were evaluated, both exploring the cutaneous model of L. braziliensis. OBJECTIVE: 
Assess the protective role of nucleosomal histones (H2A, H2B, H3 and H4) of L. infantum as a 
vaccine strategy against experimental cutaneous leishmaniasis caused by L. braziliensis. 
METHODS: Cationic and anionic SLN were prepared by the double emulsion method, using 
Precirol ATO 5 as a lipid, and chitosan as the external aqueous phase to obtain cationic NLS. 
The particles were analyzed by size, polydispersity index (PdI) and zeta potential by dynamic 
light scattering. Then, the uptake of SLN by DC and their activation were evaluated by confocal 
microscopy and flow cytometry, respectively. For immunization and challenge assays we have 
used the BALB/C ear infection model. Three immunizations doses were performed with 
nucleosomal histones and CpG ODN, or one immunization dose with L. infantum knockout Li 
Δlpg2. After L. braziliensis challenge the course of the disease was monitored by lesion size. 
Ten weeks after the challenge, parasitic load, cellular and humoral immune response were 
evaluated. RESULTS: Negative and positive SLN were successfully formulated. These 
presented average sizes of 260 and 340 nm; charge of -31 and +56 mV and polydispersity 
indexes of 0.2 and 0.4, respectively. The uptake assays revealed low internalization loads of 
SLN by DC. Moreover, DC cells did not reveal an activation profile after SLN exposure. 
Immunization and challenge trials revealed a significant reduction in lesion size only in the 
group immunized with the knockout parasite Li Δlpg2. There was also a reduction in the 
parasitic load on the lymph nodes of all analysed groups in comparison to control group. The 
analysis of the humoral response revealed a balanced IgG2a / IgG1 ratio for control and histone 
+ CpG groups against soluble Leishmania antigens (SLA), and a more Th1 profile response for 
the Li Δlpg2 and CpG control groups. No significant difference in the production of cytokines 
by splenocytes from different groups was observed. CONCLUSIONS: Positive and negative 
SLN were formulated, however, this formulation did not induce an adjuvant effect. The 
immunization with Li Δlpg2 partially protects mice against L. braziliensis and this could be 
related to a more Th1 prone immune response induced against SLA. 
 
Key-words: Adjuvants, Solid lipid nanoparticles, Nucleossomal Hhstones, Leishmania, 
Vaccines.  
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1   INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

A vacinação é uma das intervenções médicas mais importante já implementada, 

prevenindo a morte de cerca de 2.5 milhões de pessoas por ano no mundo, o que equivale a 

evitar 7 mil mortes todos os dias (WHO, 2017). Apesar do sucesso da vacinação, ainda existem 

muitas doenças de alto impacto na saúde pública sem vacinas disponíveis, como por exemplo, 

o HIV, tuberculose, esquistossomose, malária e leishmaniose. A falta de uma vacina contra 

essas doenças tem motivações diversas, mas pode-se destacar a alta complexidade e 

variabilidade antigênica de algum desses microrganismos, a falta do completo entendimento 

dos mecanismos de proteção e o fato da maioria delas atingir populações marginalizadas o que 

inibe o interesse comercial de grandes empresas farmacêuticas (SACKS et al., 2014).  

As leishmanioses constituem um grupo de doenças causadas por parasitos do gênero 

Leishmania, é a segunda doença parasitária que mais leva a óbito, e a terceira doença em anos 

de vida perdidos ajustados por incapacidade (DALY) (DEN BOER et al., 2011). A leishmaniose 

pode ser classificada como tegumentar (LT) ou visceral (LV) (PEARSON e SOUSA, 1996). 

Foi estabelecido que uma resposta protetora para leishmaniose deve induzir uma forte resposta 

imune celular caracterizada pela presença de linfócitos T CD4, produtores de IFN-ɣ, e baixa 

produção de IL-4 e IL-10 (CARVALHO et al., 1994; BELKAID et al., 2002). No caso da LT, 

essa resposta celular deve ser capaz de diminuir o desenvolvimento da lesão e a replicação 

parasitária. O fato de seres humanos desenvolverem uma imunidade protetora e de longa 

duração após a cura de lesões cutâneas por leishmaniose reforça o racional de desenvolvimento 

de uma vacina (PETERS et al., 2014). 

Entre os antígenos estudados para o desenvolvimento de uma vacina contra Leishmania, 

as histonas nucleossomais (H2A, H2B, H3 e H4) revelaram um papel protetor em modelo 

experimental murino contra a infecção por diferentes espécies de Leishmania (CARRION et 

al., 2007; CARRION et al., 2008a; AGALLOU et al., 2012). Além disso, já foi visto que estas 

proteínas são identificadas pelo sistema imune de pacientes com leishmaniose. Foram 

detectados anticorpos contra as histonas H2A e H2B em pacientes com leishmaniose visceral 

(MAALEJ et al., 2003; PASSOS et al., 2005), e contra as histonas H1 e H2B em pacientes com 

leishmaniose cutânea (CARMELO et al., 2006). Além da resposta humoral, as histonas 

nucleossomais de Leishmania também estão envolvidas na resposta imune celular. Foi 

demonstrado que células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de pacientes com 
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leishmaniose cutânea quando estimuladas com H2B ou H3 são capazes de proliferar e secretar 

IFN-γ (DE CARVALHO et al., 2003). 

A maioria dos trabalhos feitos até o momento com estes antígenos utilizaram vacinas de 

DNA, que resultaram em respostas de perfil Th1 com proteção parcial (IBORRA et al., 2004; 

CARRION et al., 2008b; CHENIK et al., 2006; CARRION, 2011). Apenas três trabalhos 

avaliaram as histonas nuclessomais sob a forma de proteínas recombinantes para LT. Masina 

et al., 2003 avaliaram a histona H1 formulada com o adjuvante Montanide, e observaram 

redução do tamanho da lesão. Entretanto, este adjuvante apresenta limitações como não ser 

biodegradável, não ser muito estável a longo prazo, e em alguns casos induzir efeitos colaterais 

adversos (VAN DOORN et al., 2016). O segundo trabalho avaliou a histona H2B associado a 

CpG como sistema de vacinação, o que resultou na proteção de camundongos BALB/c contra 

infecção com L. major (CHENIK et al., 2006). O terceiro trabalho avaliou a imunização 

combinada entre vacina de DNA e proteína recombinante (H2A, H2B, H3 e H4) de L. infantum, 

o que levou a uma maior produção de IFN-γ em camundongos desafiados por L. braziliensis 

(CARNEIRO et al., 2012). Entretanto, para leishmaniose tegumentar, não há nenhum trabalho 

avaliando exclusivamente as quatro histonas nuclessomais (H2A, H2B, H3 e H4) sob a forma 

de proteínas recombinantes.  

Antígenos formulados com CpG ODN (oligodeoxynucleotides) tem a capacidade de 

levar à ativação de linfócitos B e células dendríticas levando à secreção de IFN-γ (BONAM et 

al., 2017). O potencial adjuvante do CpG já é bem elucidado na literatura. Antígenos de HBV 

associados à CpG levaram ao aumento de 1000 vezes na produção de anticorpos quando 

comparados aos antígenos livres (DAVIS et al., 1998). Além disto, já foi demonstrado que o 

CpG leva à produção de citocinas de perfil Th1 (STERN et al., 2002). 

Além da formulação com CpG, antígenos podem ser encapsulados em nanopartículas 

(NPs). Desta forma, os antígenos são protegidos contra a degradação e induzem respostas 

imunológicas mais duradouras e localizadas (GREGORY et al., 2013). A incorporação de 

antígenos em NPs permite que o imunógeno seja apresentado às células do sistema imune de 

maneira a mimetizar à infecção por patógenos, induzindo, portanto, resposta imune similar, 

porém com menos efeitos adversos. Além disso, o encapsulamento leva a redução da 

quantidade de antígeno administrado para a indução de uma resposta imune adequada (SINGH, 

et al., 2000). 
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A apresentação de antígenos às células dendríticas (DCs) é essencial para o 

desenvolvimento de uma resposta imune protetora. Antígenos formulados em NPs são captados 

com maior eficiência pelas DCs quando comparados à captação de antígenos solúveis isolados 

(UTO et al., 2011). NPs carreando ovalbumina foram capazes de aumentar a expressão de 

moléculas co-estimulatórias e a produção de citocinas quando comparado à proteína livre ou a 

proteína associada à Alum (UTO et al., 2009). As características físico-químicas das NPs 

podem influenciar na resposta imune, já foi descrito que NPs catiônicas e com tamanho entre 

300 - 1000 nm melhoram a apresentação do antígeno para DCs (SINGH et al., 2000). 

Desta forma, este trabalho pretende avaliar o potencial adjuvante das nanopartículas 

lipídicas sólidas sobre histonas nucleossomais em células dendríticas murinas. Além disto, 

avaliar o papel protetor das histonas nucleossomais em modelo animal de infecção por L. 

braziliensis. 
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2   REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 A IMPORTÂNCIA E OS DESAFIOS DA VACINAÇÃO 

A introdução de sistemas de vacinação durante o último século levou a uma melhora 

significativa na saúde pública, juntamente com o desenvolvimento de antibióticos, água potável 

e práticas de higiene. Esses fatores levaram à redução drástica da mortalidade causada por 

várias doenças, como rubéola, tétano e difteria (RAPPUOLI et al, 2002). Dados da Organização 

Mundial da Saúde apontam que a cada ano, a vacinação previne cerca de 2,5 milhões de mortes 

no mundo, o que equivale a prevenção de cerca de 7.000 mortes todos os dias (WHO, 2017). 

 

2.1.1 Doenças sem vacinas disponíveis 

Apesar dos avanços no desenvolvimento de vacinas, ainda existem muitas doenças de 

alto impacto na saúde pública sem medidas vacinais, como por exemplo, tuberculose, 

esquistossomose, malária e leishmaniose. As razões para que essas doenças ainda não tenham 

vacinas disponíveis efetivas são diversas, mas pode-se destacar principalmente a alta 

complexidade e variabilidade antigênica desses microrganismos e a falta do completo 

entendimento dos mecanismos de proteção contra essas doenças (SACKS et al., 2014). Além 

disso, algumas destas doenças são consideradas negligenciadas, por afetaram populações mais 

pobres e por isso, não são priorizadas pela indústria farmacêutica com investimentos.  

A história do desenvolvimento das vacinas evidencia um fato, às vezes despercebido, o 

de que diferentes patógenos necessitam de diferentes tipos de vacinas. Atualmente, a grande 

dificuldade do desenvolvimento de novas vacinas está relacionada à ativação de uma resposta 

imune mediada por células T. Até o presente momento, a única vacina licenciada que promove 

este tipo de resposta é a vacina contra BCG (Bacille Calmette-Guérin). Todas as outras vacinas 

disponíveis têm sua proteção correlacionada à resposta mediada por anticorpos (PLOTKIN, 

2014). 

Dentre as áreas do conhecimento que podem revolucionar a maneira pela quais novas 

vacinas serão desenvolvidas, podemos destacar: (1) a utilização de novos métodos para 

identificar antígenos vacinais; (2) o desenvolvimento de novas tecnologias para expressar, 

formular e apresentar antígenos; e (3) o uso da biologia de sistemas para compreender os 

mecanismos protetores envolvidos em modelos humanos e/ou animais de resistência à infecção.  
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Dentro do seguimento de novas tecnologias/plataformas para formular e apresentar 

antígenos, podemos destacar novas formas de apresentação e uso de adjuvantes. Estes sistemas 

apresentam grande importância quando se trata do desenvolvimento de novas vacinas, uma vez 

que podem levar à uma resposta imune mais adequada. 

 

2.1.2 Resposta imune nas vacinas 

A resposta imune desencadeada após a exposição a um antígeno é um fator determinante 

na proteção proporcionada pela vacina. Idealmente, a vacinação deve mimetizar a infecção, 

para estabelecer altas taxas de proteção (ROSENTHAL e ZIMMERMAN, 2006).  

Respostas de perfil Th1 (inflamatória) são mediadas por linfócitos T e são necessárias 

para controlar infecções intracelulares (vírus, parasitos e bactérias) e infecções fúngicas. Por 

outro lado, a resposta de perfil Th2, que é predominantemente mediada por anticorpos, é 

responsável pelo controle de infecções extracelulares (ROSENTHAL e ZIMMERMAN, 2006). 

As células dendríticas (DC) apresentam um papel central na determinação do tipo da resposta 

imune que será desencadeada após exposição ao antígeno. O tipo de receptor ligante Toll (TLR) 

nas DCs irá determinar o perfil de citocinas liberado por estas células (Th1/Th2/Th17) 

(ROSENTHAL e ZIMMERMAN, 2006). 

Sendo assim, a forma do reconhecimento do antígeno pelas células dendríticas é 

determinante na ativação do sistema imune adaptativo (linfócitos T e B). A apresentação via 

MHC I leva à ativação de linfócitos T pela ligação ao TCR, expresso nas células CD8+. Desta 

forma, ocorre uma resposta de perfil Th1, na qual ocorre liberação das citocinas de perfil 

inflamatório (IFN-γ, TNF-α, IL-2). Por outro lado, a apresentação via MHC II ocorre após a 

fagocitose de antígenos extracelulares, e leva à ativação de linfócitos pela ligação do TCR 

presente nas células CD4+. Esta via leva a uma resposta de perfil Th2, com liberação de IL-10 

e IL-4. Há também a ativação de linfócitos com B, levando a produção de anticorpos (LEO et 

al., 2011). Desta maneira, as diferentes vacinas devem idealmente induzir uma resposta imune 

com um perfil que esteja associado a proteção para o microrganismo em questão. 
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2.2 ADJUVANTES  

A descoberta dos adjuvantes no início do século XX (1920) levou a uma melhora 

significativa da resposta protetora das vacinas (MCKEE et al., 2017), aumentando a 

imunogenicidade dos antígenos in vivo (O-HAGAN e VALIANTE, 2003) ou direcionando a 

resposta imune (REED et al., 2013). Os adjuvantes têm como função proporcionar uma resposta 

imune protetora, sem a necessidade de várias doses de vacinação, além de proporcionar uma 

resposta imune mais rápida, com maior magnitude e com subclasses de anticorpos de interesse 

(ORR et al., 2013).  

 

2.2.1 Importância dos adjuvantes para desenvolvimento de vacinas  

Existe uma tendência que as novas vacinas sejam compostas por apenas algumas 

moléculas do patógeno (e.g. proteínas recombinantes, polissacarídeos) (PLOTKIN, 2014). 

Nesse sentido, a pesquisa por novos adjuvantes e sistemas de entrega que melhorem a resposta 

aos antígenos se tornou um tema central para o desenvolvimento de novas vacinas. Fatores 

como segurança e tolerabilidade são avaliados quando se busca novas moléculas com efeito 

adjuvante. Existem poucos adjuvantes licenciados para uso em vacinas humanas nos Estados 

Unidos e Europa. Entre eles, podemos citar: os sais de alumínio (Alum), emulsões (MF59®, 

AS03, AS04 e AF03), AS06 (MPLA com sal de alumínio), CpG e virossomos (SHI et al., 2019). 

As principais vantagens do uso de adjuvantes em uma formulação vacinal são: redução 

do número de doses, resposta mais efetiva de células T e resposta mais rápida ao patógeno 

(REED et al., 2013). Por exemplo, a adição do adjuvante GLA-SE (gluopyranosyl lipid 

adjuvante-stable emulson) na vacina com a proteína recombinante H5 de Influenza aumentou a 

soroconversão em 30 vezes quando comparado com o uso do antígeno isolado (COX et al., 

2011). A redução do número de doses pode ser exemplificada pela adição do adjuvante AS04 

à vacina contra Hepatite B que possibilitou a redução de 3 doses para 2 doses (LEVIE et al., 

2002). 

 

2.2.2 Mecanismos de ação dos adjuvantes 

Apesar da utilização em várias vacinas, os adjuvantes não têm seus mecanismos de ação 

totalmente conhecidos. Entretanto, já existem algumas evidências de como estas substâncias 
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agem para melhorar a resposta imune. São elas: (1) liberação controlada do antígeno no sítio da 

inoculação (efeito depot), (2) recrutamento celular para o sítio da injeção, (3) regulação positiva 

de citocinas e quimiocinas, (4) aumento do uptake do antígeno e apresentação pelas células 

apresentadoras de antígenos (APCs), (5) ativação de inflamossomos (AWATE et al., 2013).  

O efeito “depot” é o mecanismo de ação conhecido dos adjuvantes mais antigo. O 

aprisionamento dos antígenos associado à liberação lenta no sítio da inoculação leva à 

estimulação constante do sistema imune, fazendo com que haja maior liberação de anticorpos 

(AWATE et al., 2013). Estudos genômicos de microarray demonstraram que genes codificantes 

de citocinas, quimiocinas e moléculas de adesão são modulados no sítio da injeção com Alum, 

MF59® e CpG-ODN (MOSCA et al., 2008). Além disso, foi visto que o adjuvante AS03 

quando injetado com antígenos leva à produção de CSF3 (colony-stimulating factor 3), IL-6 e 

quimiocinas recrutadoras de leucócitos (CCL2, CCL3 e CCL5) (MOREL et al., 2011).  

As células dendríticas (DC) apresentam um papel central na resposta imune, e por isso, 

sua ativação deve ser um ponto essencial no estudo dos adjuvantes. Em geral, os adjuvantes 

devem levar à maturação das DC e aumentar a expressão de MHC e outras moléculas co-

estimulatórias, o que é requerido para uma ativação eficiente das células T (AWATE et al., 

2013). Já foi visto que os adjuvantes completos de Freund, CpG-ODN, MF59® e AS04 levam 

à maturação das DCs e melhoram a ativação do sistema imune adaptativo (DE BECKER et al., 

2000; SHAH et al., 2003). Células dendríticas derivadas de medula óssea quando estimuladas 

com micropartículas de PLGA (Poly-lactic-co-glycolic acid) aumentam a sua capacidade de 

apresentação de antígenos (SUN et al., 2003).  

Outro mecanismo de ação dos adjuvantes é a formação de inflamassomas, que vem 

sendo vastamente estudada. A formação destes é induzida após o dano tecidual e morte celular 

causados pelos adjuvantes particulados no sítio da injeção. Esse dano leva à sinalização não 

especifica de dano, seguida de ativação do sistema imune inato, com consequente ativação da 

resposta adaptiva (AWATE et al., 2013).  

Patógenos diferentes necessitam de diferentes tipos de vacinas, incluindo adjuvantes e 

plataformas de apresentação de antígenos. Os mecanismos envolvidos na ação de cada 

adjuvante são importantes para o direcionamento da resposta imune desejada e um racional 

adequado de desenvolvimento de novas vacinas. Uma das promessas é a utilização de novos 

adjuvantes que permitam respostam mais potentes e de perfil Th1. 
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2.2.3 Tipos de adjuvantes 

Os adjuvantes podem ser classificados em 3 categorias de acordo com a função que 

exercem, os que funcionam como imunoestimulatórios, os que agem como meio de entrega do 

antígeno, e os mistos. As moléculas imunoestimulatórias incluem os ligantes de receptores do 

sistema imune inato, como os receptores toll-like (TLR) e os receptores NOD-like (NLR), e 

saponinas como o QS21 (que tem mecanismo de ação pouco conhecido). Os lipossomas ou 

sistemas nanoparticulados e virossomos são os adjuvantes que agem pela entrega de antígenos. 

As partículas baseadas em lipídeos normalmente são compostas de moléculas não 

estimulatórias, mas que aumentam a apresentação do antígeno às células apresentadoras de 

antígenos e dependendo do tamanho e carga podem apresentar efeito adjuvante. Por fim, os 

adjuvantes mistos são uma combinação dos dois tipos citados anteriormente (REED et al., 

2013).  

 

2.2.3.1 Sistemas de delivery nanoparticulados 

Nanopartículas (NPs) são partículas que se encontram em escala nanométrica (< 1 µm). 

No campo da vacinologia, as nanopartículas são utilizadas como sistemas de entrega de 

antígenos. Estes podem estar adsorvidos às NPs ou encapsulados (GREGORY et al., 2013). O 

encapsulamento de antígenos em nanopartículas tem vantagens em relação a outras 

metodologias, como por exemplo, proteção do antígeno, melhor apresentação e exposição 

prolongada do antígeno ao sistema imune. As nanopartículas podem ser utilizadas para otimizar 

diferentes formas de administração da vacina, como por via tópica, inalação ou ingestão 

(GREGORY et al., 2013). Além disso, devido a proteção do antígeno, o seu tempo de 

degradação é maior, o que permite uma redução da quantidade de antígeno necessário para 

induzir uma resposta imune protetora (SING et al., 2000). 

Algumas das vantagens das nanopartículas em relação aos sistemas vacinais tradicionais 

se devem às suas características físico-químicas, como a composição do biomaterial, 

propriedades imunoestimulatórias, além do tamanho e carga de superfície destas 

nanopartículas. A ligação de antígenos na superfície destes sistemas proporciona uma ligação 

cruzada com receptores de linfócitos B, levando a uma melhor resposta mediada por anticorpos. 

Além disto, existem partículas que direcionam e promovem a entrega citosólica dos antígenos, 

o que possibilita uma melhor apresentação via MHC de classe I, o que leva à uma resposta mais 
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eficiente de linfócitos T citotóxicos (DE TEMMERMAN, et al., 2011; DALEKE-

SCHERMERHORN et al., 2014; SAHDEV et al., 2014).  

Na vacinologia, a apresentação adequada dos antígenos às células dendríticas (DCs) é 

essencial para proporcionar uma resposta imune protetora. A formulação de antígenos em 

nanopartículas leva a uma maior eficiência de apresentação para as DCs do que quando se 

utiliza antígenos solúveis isolados (UTO et al., 2011). Além da melhora na entrega dos 

antígenos, já foi visto que o estímulo de DCs com nanopartículas carreando ovalbumina é capaz 

de aumentar a expressão de moléculas co-estimulatórias e produção de citocinas quando 

comparado à proteína livre ou a proteína associada à Alum (UTO et al., 2009), o que 

proporciona uma maior ativação (LUTSIAK et al., 2002) e proliferação de linfócitos T (MEN 

et al., 1999). 

Entre os diversos sistemas nanoparticulados existentes, os principais utilizados na área 

de vacinas são os vírus-like particles (VLP), as vesículas de membrana externa (OMVs) 

lipossomos, ISCOMs (immune stimulating complex), nanopartículas poliméricas e 

nanopartículas lipídicas sólidas. Após a síntese ou extração, estes materiais devem ser 

caracterizados de acordo com a carga, tamanho e forma, pois além do material, estas 

características influenciam o tipo de resposta imune (GREGORY et al., 2013).  

A primeira característica das nanopartículas que influencia no tipo de resposta imune é 

a carga da partícula. Foi visto por Salvador et al. (2015), que micropartículas catiônicas 

poliméricas (PLGA + DOTAP) contendo albumina como antígeno modelo, levam à ativação 

de células dendríticas in vitro. Além disso, foi visto que a imunização de camundongos BALB/c 

com essas partículas levaram a uma resposta Th1 mais robusta do que quando comparada com 

partículas incorporadas com outros adjuvantes como MPLA, α-GalCer e PolyI:C (SALVADOR 

et al., 2015). Este tipo de resultado pode ser explicado pelo fato de que partículas catiônicas 

(carga positiva) são melhor fagocitadas pelas células do sistema imune do que as de carga 

negativa devido à natureza aniônica das membranas celulares (FOGED et al., 2005). 

O tamanho também é um aspecto que pode influenciar a resposta imune induzida. 

Apesar da falta de consenso na literatura, já foi demonstrado que a administração intranasal e 

oral em camundongos do toxóide do tétano em nanopartículas de tamanho entre 100 e 500 nm 

leva a maior produção de anticorpos quando comparado às partículas de tamanho maior (>1000 

nm) (JUNG et al., 2001). Em contrapartida, foi visto por Kanchan e Panda que antígenos de 

Hepatite B em nanopartículas poliméricas (200-600 nm) promoveram taxas mais baixas de 
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anticorpos do que micropartículas (2-8 µm). Apesar disto, a imunização com nanopartículas 

promoveu altos níves de IFN-γ, MHC I e anticorpos relacionados a resposta de perfil Th1, 

enquanto as micropartículas promoveram secreção de IL-4 e aumento de MHC II (KANCHAN 

e PANDA, 2007).  

Outro aspecto que deve ser avaliado em relação ao tamanho das partículas é a via pela 

qual a partícula é endocitada pela célula dendrítica. Já foi demonstrado que partículas de até 

500 nm preferencialmente são fagocitadas pela via dependente de clatrina, caveolina ou 

receptores específicos, o que resulta em uma resposta imune celular. Em contrapartida, 

partículas maiores (>500 nm) são endocitadas por fagocitose e/ou macropinocitose, o que leva 

à uma resposta humoral (BADIEE et al., 2013). 

Desta forma, a utilização de nanopartículas como sistemas de entrega de antígeno parece 

ser uma metodologia promissora, para o racional de novas vacinas. 

 

2.2.3.1.1 Nanopartículas lipídicas sólidas  

Existem diversos tipos de nanopartículas, dependendo do tipo de material do qual são 

feitas. As nanopartículas lipídicas sólidas (NLS) são partículas de tamanho nanométrico (50 - 

1000 nm) formadas por uma matriz lipídica sólida. Estas podem ser utilizadas como sistemas 

de liberação em diferentes áreas como delivery de drogas e vacinas (MEHNERT e MADER, 

2001; COPLAND et al., 2005).  

Em geral, as NLS consistem em lipídeos biocompatíveis (classe I) e aprovadas para uso 

farmacêutico em humanos. A maioria das formulações utilizam parafina ou glicerídeos 

biodegradáveis (Precirol ATO 5 e Compritol 888) (COPLAND et al., 2005). O Precirol ATO 5 

(Glyceryl palmitostearate) é um glicerídeo de massa molar de 633 g/mol que tem seu uso 

licenciado para uso em humanos pelo FDA (Figura 1). É amplamente utilizado como aditivo 

no campo da farmacologia, e como base para formulação de nanopartículas. 
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A NLS apresenta algumas vantagens em relação a outros tipos de sistemas lipídicos 

como a sua composição (lipídeos classe I) e evita o uso de solventes orgânicos durante a sua 

formulação (MEHNERT e MADER, 2001). Além disto, a utilização de NLS permite a 

incorporação de antígenos lipofílicos, na matriz lipídica ou antígenos hidrofílicos (MULLER 

et al., 2002). Como sistemas de entrega, as NLS catiônicas podem agir de duas formas: (1) 

encapsulamento do antígeno dentro da matriz lipídica; ou (2) adsorção do antígeno na superfície 

por interação elétrica (GHOLAMI et al., 2016).  

As nanopartículas lipídicas sólidas já foram utilizadas no regime de prime-boost 

(DNA/parasito vivo). A vacina de DNA composta de cisteíno proteases formuladas em NLSs 

catiônicas, seguida de um reforço com L. tarentolae expressando o antígeno A2 de L. donovani. 

A vacinação levou a proteção de camundongos BALB/c contra a infecção por L. infantum, na 

qual houve redução da carga parasitária, além de altos níveis de IFN- γ e redução de IL-10 

(SALJOUGHIAN et al., 2013b). Outro caso de proteção foi observado por Bezerra e 

colaboradores em 2019, no qual NLS foi utilizado para o delivery de ácido retinóico junto com 

antígeno total de L. amazonensis. Foi observado proteção de camundongos BALB/c após 

vacina nasal contra L. amazonensis, retardando o crescimento da lesão e levando à redução de 

carga parasitária (BEZERRRA et al., 2019).  

Desta forma, já foi observado em alguns estudos o potencial adjuvante de NLS com 

antígenos de doenças parasitárias como a leishmaniose. Sendo assim, este sistema 

nanoparticulado apresenta um papel promissor como adjuvante para outros antígenos. 

 

Figura 1 – Etapas de produção do Precirol ATO 5 (Glyceryl palmitostearate). O radical gliceril 
se liga ao palmoesterato e ocorre o alongamento da cadeia.  
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2.2.3.2 Adjuvantes imunomodulatórios  

Além dos adjuvantes que funcionam por meio da entrega de antígeno, existem aqueles 

que têm sua função baseada no caráter imunomodulatório, ou seja, que vão promover a 

modulação da resposta imune entre Th1, Th2 e Th17. Os agonistas são um exemplo de 

adjuvantes imunomodulatórios (REED et al., 2013). Em geral, agonistas são substâncias que 

têm capacidade de ligação à receptores celulares, e que proporcionam uma resposta biológica 

na célula (KAISHO e AKIRA, 2006). 

No campo da vacinologia, os principais agonistas utilizados como adjuvantes são os 

ligantes de Toll. Existem 13 receptores toll-like (TLR) em mamíferos, sendo que destes, 10 

estão presentes em humanos (PETRY e GASPARI, 2009). Os TLRs são expressos em 

diferentes tipos de células, incluindo neutrófilos, macrófagos, queratinócitos, células 

dendríticas e células endoteliais e epiteliais. Estes podem ser expressos intra ou 

extracelularmente e são responsáveis pelo reconhecimento de padrões moleculares associados 

a patógenos (PAMPs) por exemplo, peptídeoglicanos e DNA não-metilado (KAISHO e 

AKIRA, 2006). 

Os receptores TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 e TLR10 são expressos na membrana 

plasmática e apresentam papel essencial no reconhecimento de componentes bacterianos. Em 

contrapartida, os receptores TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 estão presentes em compartimentos 

intracelulares, estes são responsáveis pelo reconhecimento de ácidos nucleicos virais e 

bacterianos. Estes apresentam grande importância na resposta contra vírus por induzirem 

fortemente IFN do tipo I (TAKEDA et al., 2003).  

Muitas das vacinas em desenvolvimento têm como alvo a resposta de células T, a qual 

não é induzida pela maioria dos adjuvantes com uso aprovado para humanos. Então, um dos 

objetivos dos novos adjuvantes é induzir células T CD4+ e CD8+ para eliminar patógenos 

intracelulares (REED et al., 2013). Desta forma, uma nova geração de vacinas incorporando 

agonistas de receptores toll-like vem sendo avaliada, o que facilitaria a resposta de células T 

auxiliares. Estes agonistas apresentam grande importância no desenvolvimento de vacinas 

contra patógenos que são controlados por respostas imunes celulares, como a malária, a 

tuberculose e a leishmaniose (REED et al., 2013).  

Já existem alguns ligantes de TLR que se encontram em fase avançada de 

desenvolvimento. O primeiro deles é o MPL, um ligante de TLR4, que faz parte da vacina 
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contra HPV (Cervarix). Além deste, o CpG ODN (oligonucleotídeo), ligante de TLR9, faz parte 

de uma formulação vacinal contra Hepatite B (Hepislav) que completou o ensaio clínico fase 3 

(REED et al., 2013). 

 

2.2.3.2.1 CpG ODN 

Os oligonucleotídeos CpG (ou CpG ODN) são moléculas curtas de DNA sintético de 

fita simples que contêm dinucleotídeos CpG não metilados em contextos de sequência 

específicos (motivos CpG). Esses motivos CpG estão presentes em uma frequência 20 vezes 

maior no DNA bacteriano do que no DNA de mamíferos.  Durante uma infecção, o sistema 

imune inato é capaz de reconhecer este padrão de metilação via TLR9, levando à ativação da 

resposta imune e posterior eliminação do patógeno. No campo da vacinologia, 

oligonucleotídeos sintéticos que contém motivos CpG similares aos encontrados no DNA 

bacteriano podem ser utilizados como adjuvantes para estimular uma resposta similar ativando 

o receptor Toll-like 9 (TLR9) (KLINMAN, 2004). 

As principais células humanas que expressam TLR9 e por isso respondem diretamente 

ao estímulo por CpG são linfócitos B e células dendríticas plasmocitóides. A ativação destas 

células pelo CpG leva a maturação e proliferação de células natural killer (NK), linfócitos e 

monócitos/macrófagos. Estas células secretam citocinas e quimiocinas criando uma resposta 

pró-inflamatória de perfil Th1 (IL-12 e INF-γ) (KLINMAN, 2004). 

O domínio CpG no seu uso como adjuvante pode ser classificado em três classes. A 

classe A (tipo D) leva à maturação de células dendríticas plasmocitóides e secreção de IFN-α, 

mas não tem efeito sobre os linfócitos B; a classe B (tipo K) além da ativação de DC, promove 

a ativação de linfócitos B com posterior secreção de IgM; e a classe C ativa DC e leva os 

linfócitos B a secretarem IL-6 (BONAM et al., 2017). 

O CpG já vem sendo estudado como adjuvante em diversas vacinas. Já foi demonstrado 

que vacina de CpG conjugado com antígeno de superfície de Hepatite B em camundongos 

resultou em um aumento de mil vezes na resposta de anticorpos quando comparado com o 

antígeno sozinho (DAVIS et al., 1998). O CpG está sendo estudado em vários ensaios pré-

clínicos e clínicos em diversas doenças como Hepatite, Malária e Câncer (SHIROTA e 

KLINMAN, 2014).  
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Desta forma, o uso de CpG como adjuvante parece ser uma estratégia promissora para 

o desenvolvimento de uma vacina para doenças que dependem de uma resposta celular de perfil 

Th1, como a leishmaniose. 

 

2.3 AS LEISHMANIOSES 

2.3.1 Impacto da Leishmaniose  

As leishmanioses constituem um grupo de doenças infecto-parasitárias e não 

contagiosas causadas por parasitos do gênero Leishmania. A infecção por Leishmania tem duas 

manifestações clínicas a depender da espécie causadora da doença. Sendo elas a leishmaniose 

tegumentar ou visceral, a primeira forma acomete a pele ou superfícies mucosas, enquanto a 

segunda, é caracterizada pela infecção do fígado, baço e medula óssea (MURRAY et al., 2001; 

ALVAR et al, 2012). No mundo, as espécies causadoras da LT são L. major, L. tropica, L. 

aethiopica, L. mexicana e L. peruviana, enquanto L. donovani e L. chagasi são causadoras de 

LV. No Brasil, a leishmaniose tegumentar (LT) é causada pelos agentes etiológicos L. 

braziliensis e L. amazonensis. Enquanto a leishmaniose visceral (LV) é causada por L. 

infantum.  

A leishmaniose é a segunda doença parasitária que mais leva a óbito e, a terceira doença 

em anos de vida perdidos ajustados por incapacidade (DALY) no mundo (DEN BOER et al., 

2011). Segundo a Organização Mundial de Saúde, as leishmanioses têm prevalência em quatro 

continentes, apresentando mais de 12 milhões de pessoas infectadas, e 2 milhões de novos casos 

por ano, sendo 1,5 milhões de leishmaniose tegumentar e 500 mil de leishmaniose visceral. 

Além disso, mais de 350 milhões estão sob risco de contrair a doença. No Brasil, as regiões 

Norte e Nordeste são as que apresentam os maiores índices da doença (BRASIL, 2017). 

Especificamente na Bahia, a incidência média para a Leishmaniose Tegumentar (LT) em 2013 

foi de 30,28 casos para cada 100.000 habitantes (SESAB/SUVISA/DIS/SINAN, 2013). 

Inicialmente era considerada uma zoonose de animais silvestres que, ocasionalmente, ocorria 

em pessoas em contato com florestas, porém vem se expandindo em regiões periurbanas.  
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2.3.2 Ciclo de vida do parasito  

Existem diversas espécies de Leishmania, cada uma com características distintas. O 

ciclo se inicia com a transmissão do parasito na sua forma flagelada (promastigota) do inseto 

para o hospedeiro mamífero durante o repasto sanguíneo (Figura 2). Os parasitos então são 

fagocitados por diversos tipos de células fagocíticas, e dentro do fagolisossomo, se transformam 

na forma não-flagelada (amastigota). O ciclo se completa quando o flebotomíneo suga o sangue 

de um mamífero contaminado, ingerindo amastigotas que se transformam em promastigotas no 

intestino do inseto, e migram para a probóscide (BELKAID et al., 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.3 Resposta imune contra a leishmaniose tegumentar 

A LT apresenta-se sob um amplo espectro de manifestações clínicas, sendo classificada 

em: leishmaniose cutânea localizada (LCL), leishmaniose cutânea mucosa (LCM), e 

leishmaniose cutânea-difusa (LCD). A resposta imune contra a leishmaniose tegumentar é 

dependente de vários fatores do hospedeiro, também da espécie infectante. A resposta envolve 

muitos tipos de células. Inicialmente, os neutrófilos são rapidamente recrutados ao sítio da 

infecção (PETERS et al., 2008). Nos primeiros dias após a infecção, monócitos inflamatórios, 

macrófagos e células dendríticas se tornam as células dominantes infectadas com Leishmania 

(RIBEIRO-GOMES et al., 2012). Os macrófagos têm papel determinante durante a infecção, 

pois estes são as principais células hospedeiras para o parasito, além de agir como células 

apresentadoras de antígenos, secretar moléculas inflamatórias e estarem envolvidos na 

Figura 2  – Ciclo de vida da Leishmania spp. Extraído e adaptado de CDC (Centers for Disease Control 
and Prevention). 
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imunopatologia da doença (GIUDICE et al., 2012; RIBEIRO-GOMES et al., 2014; VAN 

ZANDBERGEN et al., 2004). 

Na leishmaniose tegumentar, a maior presença do parasito ocorre entre a fase inicial e 

o pico das lesões (KUMAR et al., 2009). Especificamente em infecções causadas por L. major, 

o pico da carga parasitária ocorre antes do surgimento da lesão, o que indica que a ulceração 

ocorre por uma resposta inflamatória na pele, e não pela presença dos parasitos (BELKAID et 

al., 2000). Os mecanismos de proteção contra leishmaniose da resposta imune inata são a 

produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) e o óxido nítrico (NO) produzido pelos 

macrófagos após ativação por IFN- γ e TNF- α (CARVALHO et al., 1994). 

Em relação à resposta imune adaptativa, estudos utilizando modelos experimentais em 

murinos mostraram uma dicotomia. A resposta de perfil Th1 está associada a proteção, 

enquanto a resposta Th2, a suscetibilidade (ALEXANDER; SATOSKAR; RUSSELL, 1999; 

ROSAS et al., 2005). Os linfócitos T CD4+ (Th1) e a produção de citocinas pró-inflamatórias 

(IFN-γ) são essenciais para o controle da leishmaniose. Estas células são recrutadas para as 

lesões onde produzem IFN- γ que leva a ativação dos macrófagos (BELKAID et al., 2002).  Já 

as células T CD8+ contribuem para morte do parasito pela liberação de granzima B (revisado 

em SCOTT e NOVAIS, 2016). Apesar do papel protetor das células T CD8 +, já foi descrito 

que estas podem estar relacionadas a imunopatologia da doença, demonstrado pela presença de 

linfócitos T CD8+ nas lesões de pacientes com leishmaniose cutânea. Além disto, a progressão 

e metástase da leishmaniose causada por L. braziliensis está relacionada a células T CD8 

citotóxicas (Revisado em da SILVA SANTOS e BRODSKYN, 2014).  

Em modelo experimental, a resolução da infecção primária por Leishmania leva à 

imunidade contra reinfecção mediada principalmente por linfócitos T CD4+ (LIEW et al., 

1982). Entretanto, mesmo após a resolução da lesão, alguns parasitos permanecem no 

hospedeiro, devido à uma diminuição da resposta imune mediada por IL-10 (BELKAID et al., 

2002). Essa pequena população de parasitos permanente leva a manutenção de células T CD4+ 

Leishmania específicas que proporcionam proteção contra reinfecção (PETERS et al., 2014). 

 

2.3.4 Vacinação contra leishmaniose  

O histórico da vacinação contra a leishmaniose remonta tempos antigos, entretanto, 

nenhuma vacina efetiva para humanos foi introduzida no mercado. O fato de seres humanos 
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desenvolverem uma imunidade protetora e de longa duração após cura de lesões cutâneas por 

leishmaniose, reforça a possibilidade do desenvolvimento de uma vacina (OKWOR et al., 

2009). Um grande impasse no desenvolvimento de uma medida profilática contra esta doença 

é o mecanismo envolvido na proteção. É sabido que a resposta celular é considerada chave na 

resistência, pela produção de IFN-γ que leva ao aumento do “burst” oxidativo pelos fagócitos 

(ANDERSON et al., 2005). Porém, acredita-se que a resposta Th2 não leva à doença, mas sim 

a falta de uma resposta Th1 (ANDERSON et al., 2005).  

Muitas estratégias vêm sendo testadas para obtenção de uma resposta protetora contra a 

leishmaniose. A primeira estratégia a ser utilizada foi a inoculação de parasitos vivos de L. 

major em regiões não expostas da pele, a qual usualmente leva à cura espontânea da infecção 

após 6 a 9 meses (leishmanização). Apesar do relativo sucesso desta estratégia, questões como 

segurança, e a restrição do seu uso em indivíduos imunodeprimidos inviabilizaram o uso dessa 

estratégia (GHOLAMI et al., 2016) (Tabela 1).  

A segunda estratégia seria o uso de parasitos atenuados geneticamente, neste caso, a 

escolha do gene deficiente é o ponto central, pois o parasito deve perder a virulência, mas 

preservar a imunogenicidade (Tabela 1) (GHOLAMI et al., 2016). A prova do princípio da 

utilização desta estratégia já foi demonstrada em modelos experimentais para diferentes genes 

de Leishmania (SPATH et al., 2003; ELIKAEE et al., 2019). Entretanto, a necessidade da 

presença de genes marcadores de resistência a antibióticos para a seleção dos parasitos, e a 

possibilidade de reversão dos nocautes são limitações que impediram o avanço desta estratégia. 

Recentemente, o surgimento de novas ferramentas de edição de genomas (CRISPR/CAS9) 

aplicáveis a Leishmania revigorou o uso desta estratégia, uma vez que se tornou possível obter 

parasitos nocautes desligando mais de um gene sequencialmente sem a presença de marcadores 

de seleção (ZHANG et al., 2017).  
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Tabela 1 - Algumas das principais estratégias utilizadas para o desenvolvimento de vacinas contra 
leishmaniose.  

 Leishmanização Parasitos Nocaute Proteína 
Recombinante 

Vantagens - Cura espontânea  
- Imunidade protetora 
de longa duração 

- Pode ser feito para 
diferentes genes 
- CRISPR/CAS9 

- Elevada segurança 
- Única metodologia 
que apresenta vacina 
em ensaio clínico 

Desvantagens - Segurança  
- Dificuldade de uso 
em pacientes 
imunodeprimidos 

- Necessidade de genes 
de resistência 
- Possibilidade de 
reversão da virulência 

- Dificuldade de 
induzir uma resposta 
protetora 

 

Além destas, ainda pode-se ressaltar o uso de veículos vivos ou químicos para a entrega 

de antígenos recombinantes. Dentre os veículos virais expressando antígenos exógenos em sua 

superfície, podemos citar o uso de vaccínia vírus expressando GP63 (protease de superfície) e 

LACK (Leishmania homologue of activated C kinase) contra L. donovani que levou a ativação 

de células T com altos níveis de IFN-γ (GUHA et al., 2013). Já entre os veículos bacterianos 

vivos destaca-se o uso de BCG expressando GP63 que mostrou proteção contra infecção com 

L. major em camundongos BALB/c (ABDELHAK et al., 1995). E mais recentemente, 

Hugentobler e colaboradores (2012) mostraram que a co-expressão de LACK e IL-12 em L. 

lactis reduz o tamanho da lesão quando administradas via oral ou subcutânea.  

Os veículos químicos apresentam uma grande variedade, podem ser lipossomos, 

niossomos, virossomos, nanopartículas lipídicas sólidas, nanopartículas de PLGA, entre outras. 

Existem muitos estudos utilizando lipossomos e suas modificações. Por exemplo, estudos sobre 

a importância do tamanho dos lipossomos demonstraram que o encapsulamento de rGP63 em 

lipossomos de 400 nm resultou em redução de lesão e carga parasitária no baço em 

camundongos desafiados com L. major (BADIEE et al., 2012).  

Em relação às nanopartículas lipídicas sólidas (NLS), uma vacina com antígenos de 

Leishmania (cysteine proteases I, II e III) sob a forma de DNA encapsulado em nanopartículas 

lipídicas sólidas catiônicas (~250 nm) mostrou proteção contra infecção com L. major em 

camundongos BALB/c (DOROUD et al., 2011a). Outro trabalho do mesmo grupo de pesquisa, 

utilizando cisteína proteinase I como antígeno, sob a forma de proteína recombinante 

encapsulada em NLS levou à proteção de camundongos C57BL/6 contra infecção por L. major. 

Foi verificada uma redução da carga parasitária, altos níveis de IFN-γ e redução de IL-4 

(DOROUD et al., 2011b). Outro tipo de veículo é a formulação de nanoemulsões estáveis, que 

é a formulação com dois líquidos imiscíveis.  
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Atualmente, essa metodologia está em evidência através do seu uso combinado com 

agonistas de TLR4 (Monofosforil Lipídeo A – MPL), glucopyranosyl lipid A (GLA e SLA). O 

GLA quando usado em emulsão óleo em água leva ao aumento da produção de IFN- γ e TNF-

α por linfócitos T (SHAHBAZI et al., 2015). Atualmente, a única vacina contra leishmaniose 

em ensaio clínico com resultados disponíveis é formulada com MPL-SE (MPL-stable emulsion) 

como adjuvante e um complexo poliproteíco (LEISH-F2) contra LV. Essa formulação foi capaz 

de induzir proteção em camundongos desafiados com L. donovani e L. infantum (COLER et 

al., 2015).  

Atualmente, vem se estudando estratégias alternativas para o desenvolvimento de uma 

vacina contra leishmaniose. Um aspecto importante na resposta imune contra a leishmaniose é 

a saliva do vetor. As proteínas da saliva do inseto são inoculadas juntamente com o parasito 

durante a transmissão natural para o hospedeiro mamífero. Algumas dessas proteínas 

apresentam papel imunogênico e imunomodulatório (COLLIN et al., 2009; OLIVEIRA et al., 

2009). Neste contexto, surgiu a estratégia de vacinas de bloqueio de transmissão para controle 

de doenças transmitidas por vetores. Os anticorpos presentes no hospedeiro vacinado 

preveniriam a transmissão do parasito para o inseto vetor, o que interromperia o ciclo 

epidemiológico da doença. Foi visto em cães, que anticorpos contra antígenos (FML) de L. 

donovani leva à inibição da ligação de promastigotas de L. donovani e L. chagasi nas glândulas 

salivares de insetos Lutzomyia longipalpis (SARAIVA et al., 2006), reduzindo as chances de 

transmissão. 

 

Apesar dos muitos estudos feitos com diversos tipos de estratégias e antígenos, há 

apenas duas vacinas comerciais contra LV para cães, as quais apresentam uma eficácia de 68-

71% e necessitam de doses de reforço (revisado em RIBEIRO et al., 2018). Apesar disto, não 

existe nenhuma vacina licenciada para leishmaniose visceral ou tegumentar humana e há apenas 

um ensaio clínico em andamento no momento utilizando o antígeno ChAd63-KH, contra 

leishmaniose cutânea. Alguns antígenos já demonstraram proteção contra infecção com 

Leishmania em modelos experimentais, porém, nenhum foi capaz de levar a imunidade a longo-

prazo. 

 

2.3.4.1 Histonas nucleossomais  

A busca por uma vacina eficaz contra a leishmaniose levou à investigação de diversos 

antígenos presentes no parasito. Entre os diversos antígenos estudados, podem-se ressaltar as 
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histonas nuclessomais (H1, H2A, H2B, H3 e H4). Essas proteínas apresentam um baixo peso 

molecular e alto conteúdo de arginina e lisina. Sua principal função é a ligação ao DNA e 

formação da cromatina em todos os organismos eucariotos (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As histonas de Leishmania podem ser consideradas pan-antígenos (CHANG et al., 

2003). Os pan-antígenos são proteínas intracelulares que entram em contato com o sistema 

imune após a lise do parasito. Em geral, estes antígenos formam complexos multiprotéicos, 

como os ribossosmos e nucleossomos, por isso, o seu processamento pelas células 

apresentadoras de antígeno pode acontecer por fagocitose. Um fator a ser considerado é maior 

estabilidade destes complexos, o que promove uma melhor fagocitose que os antígenos 

solúveis, levando a maior capacidade de processamento das células apresentadoras de antígenos 

(REQUENA et al., 2000). Desta maneira, explorar o potencial imunogênico dos pan-antígenos 

pode ser uma estratégia interessante para o desenvolvimento de uma vacina eficaz contra a 

leishmaniose.  

As histonas nucleossomais são proteínas muito conservadas entre as espécies de 

Leishmania. Comparando as sequências das histonas H2A, H2B, H3 e H4 nas seguintes 

espécies causadoras de leishmaniose (L. braziliensis, L. major, L. infantum, L. mexicana e L. 

donovani) é possível observar que a similaridade varia de 88 a 100% e a identidade de 78 a 

98% (Figura 4). Sendo assim, a utilização das proteínas de uma destas espécies em uma vacina 

pode levar à proteção cruzada.  

No presente trabalho, foram usadas histonas recombinantes de L. infantum para avaliar 

a proteção cruzada contra L. braziliensis. Desta forma, é importante saber a similaridade e 

Figura 3 – Representação do nuclessomo. Este é formado por um octamêro de histonas (H2A, H2B, 
H3 e H4), ligado ao DNA e histona H1. Extraído de Stryer L (1995). 
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identidade destas proteínas em relação a humanos e camundongos. Foi observado que a 

similaridade varia entre 63 a 79% e identidade entre 44 a 60% (dados não mostrados). Entre as 

espécies de Leishmania, as proteínas H3 e H4 são as mais conservadas quando comparadas a 

H2A e H2B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Já foi visto que as histonas nucleossomais de Leishmania são identificadas pelo sistema 

imune de pacientes com leishmaniose. Foram detectados anticorpos contra as histonas H2A e 

H2B em pacientes com leishmaniose visceral (MAALEJ et al., 2003; PASSOS et al., 2005), e 

contra as histonas H1 e H2B em pacientes com leishmaniose cutânea (CARMELO et al., 2006). 

Além disso, anticorpos contra as histonas (H2A, H2B, H3 e H4) também são identificados em 

soros de cães com leishmaniose visceral (SOTO et al., 1999).  

Apesar do alto grau de conservação visto para estas proteínas, entre diferentes espécies 

de eucariotos (MALIK e HENIKOFF, 2003), (similaridade em humanos – 63%; camundongos 

– 79%) a resposta humoral observada contra as histonas de Leishmania é específica, não 

apresentando reatividade cruzadas contra as histonas do hospedeiro (REQUENA et al., 2000). 

Além da resposta humoral, as histonas nuclessomais de Leishmania também estão envolvidas 

na indução da resposta imune celular. Foi demonstrado que células mononucleares do sangue 

Figura 4 – Similaridade e identidade de sequência de histonas entre as espécies de Leishmania. Foram 
utilizadas as sequências de L. braziliensis, L. major, L.infantum, L. mexicana e L. donovani para análise 
de alinhamento por BLAST (Basic Local Alignment Search Tool – NCBI) e obtenção das porcentagens 
de identidade e similaridade. (Fonte: elaboração própria).  
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periférico (PBMC) de pacientes com leishmaniose cutânea quando estimuladas com H2B ou 

H3 são capazes de proliferar e secretar IFN-γ (DE CARVALHO et al., 2003). 

 Levando em consideração as características imunogênicas das histonas nucleossomais 

de Leishmania, muitos trabalhos vêm explorando estas proteínas como antígenos vacinais 

(Tabela 2). Na maioria dos trabalhos, os antígenos foram avaliados sobre a forma de vacina de 

DNA, o que levou a respostas de perfil Th1 com proteção parcial na maioria dos estudos 

(IBORRA et al., 2004; CARRION et al., 2008b; CHENIK et al., 2006; CARRION, 2011). Além 

disto, as histonas foram avaliadas utilizando combinação de vacina de DNA com proteína 

recombinante, desta forma, foi observado um aumento dos níveis de IFN-γ e diminuição de IL-

4 em camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis (CARNEIRO et al., 2012). 

Outra metodologia utilizada para vacinação com histonas nucleossomais de Leishmania 

foi utilizar células dendríticas pulsadas com a proteína recombinante ou DNA e oligo CpG 

(CARRION et al., 2007; CARRION et al., 2008a; AGALLOU et al., 2012). Um dos trabalhos 

avaliando apenas proteínas recombinantes (H1) utilizou como adjuvante o Montanide 

(MASINA et al., 2003), este adjuvante apresenta limitações como não ser biodegradável, não 

ser muito estável no longo prazo, e em alguns casos induzir efeitos colaterais adversos (VAN 

DOORN et al., 2016). O outro trabalho utilizando proteína recombinante (H2B e suas porções 

N e C terminal) mostrou que a vacinação com o peptídeo da região N-terminal associado a CpG 

levou à proteção de camundongos BALB/c contra infecção com L. major (CHENIK et al., 

2006).  
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Tabela 2 - Sumário de estudos realizados com histonas nucleossomais de Leishmania. 

Modelo Apresentação Adjuvante Espécie  Resposta 

BALB/c DNA - L. donovani 
Redução da carga 

parasitária1 

Macaco H1 + GST 
Montanide 
(MISA720) 

L. major Redução da lesão2 

BALB/c DNA HIS - L. major ↑IFN-γ; ↓IL-43 

BALB/c 
H2B / H2B N-

C 
CpG-ODN L. major 

Região N-terminal é 
protetora4 

BALB/c 
HIS + DC 

pulsada 
CpG-ODN L. major 

↓Foxp3/IL-10/IL-4 
↑IFN-γ5 

BALB/c 
DNA HIS + 
DC pulsada 

CpG-ODN L. infantum Proteção parcial6 

BALB/c 
DNA isolado 
ou combinado 

          - L. major 
Proteção apenas 
utilizando as 4 

histonas7 

BALB/c 
DNA (H2 ou 

H3/4) 
- L. major 

H3 e H4 é essencial 
para proteção8 

BALB/c 
H1 + GST 

+DC pulsada 
CpG-ODN L. infantum 

↓IL-10 
↑IFN-γ9 

BALB/c 
HIS-DNA ou 

DNA+proteína 
CpG-ODN 

L. 
braziliensis 

↓IL-4 
↑IFN-γ10 

BALB/c 

Peptídeo 
quimérico 
(CpA, H1, 
KMP11) 

PLGA e/ou 
MPLA 

L. infantum ↑IFN-γ 11 

CpA - cysteine peptidase A 
CpG-ODN - cytosine phosphodiester guanine oligodeoxynucleotides  
DC – Células dendríticas  
GST - glutationa S-transferase 
HIS – H2A, H2B, H3 e H4 
KMP11 - kinetoplastid membrane protein 11 
MPLA - monophosphoryl lipid A 
PBMC – periferial blood mononuclear cells  
PLGA - poli(ácido lático-co-ácido glicólico) 
1Melby et al., 2000, 2Masina et al., 2003, 3Iborra et al., 2004, 4Chenik et al., 2006, 5Carrion et al., 2007, 
6Carrion et al., 2008, 7Carrion et al., 2008, 8Carrion, 2011, 9Agallou et al., 2012, 10Carneiro et al., 2012, 
11Athanasiou et al., 2017 
 

 

As histonas nucleossomais de Leishmania apresentam potencial como antígenos 

vacinais. Já foi visto que elas apresentaram imunogenicidade em camundongo, cão e macaco, 

e em diferentes modelos, tais como leishmaniose visceral e tegumentar. Além disto, foi possível 

observar uma resposta imune de caráter Th1, resposta protetora contra a doença. Por fim, 

também já foi demonstrado que as histonas induzem proteção cruzada, proteínas de L. infantum 

protegem contra L. braziliensis. No entanto, pouco se sabe sobre a utilização da combinação de 
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4 histonas (H2A, H2B, H3 e H4) juntas sob a forma de proteínas recombinantes como 

candidatos vacinais contra LT.  

Em resumo, novas metodologias são necessárias para o desenvolvimento de vacinas 

contra doenças como a leishmaniose. Já foi visto que histonas nuclessomais de Leishmania têm 

um potencial antigênico, e a associação destas sob a forma de proteína recombinante com 

adjuvantes como nanopartículas lipídicas sólidas ou CpG parece ser uma estratégia promissora 

para o desenvolvimento de uma vacina contra esta doença. Este trabalho possui duas principais 

hipóteses, a primeira é que nanopartículas lipídicas sólidas apresentem um papel adjuvante 

sobre histonas nucleossomais, possibilitando uma maior ativação de células dendríticas com 

indução de resposta de perfil Th1. A segunda é que a imunização de camundongos com histonas 

nucleossomais associadas a CpG promove a proteção contra LT causada por L. braziliensis. 
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3. OBJETIVO GERAL 

Avaliar o papel protetor de histonas nucleossomais (H2A, H2B, H3 e H4) de Leishmania 

como estratégia vacinal contra a leishmaniose cutânea experimental causada por L. braziliensis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



42 

 

 

CAPÍTULO 1 – Desenvolvimento de um sistema nanoparticulado lipídico e avaliação do 

efeito adjuvante sobre histonas nucleossomais de Leishmania em células dendríticas 

murinas 

APRESENTAÇÃO DO CAPÍTULO 1 

No contexto de desenvolvimento de novas vacinas, o uso de adjuvantes é de extrema 

importância. As nanopartículas são classificadas como adjuvantes de entrega. Antígenos 

nanoencapsulados são protegidos de degradação e podem promover uma resposta imune mais 

duradoura, além de serem capturados pelas células dentríticas de forma mais eficiente. Existem 

diversos biomateriais utilizados na fabricação de nanopartículas. Entre eles, o Precirol ATO5 é 

um lipídeo comumente utilizado para a produção de nanopartículas lipídicas sólidas. 

Neste capítulo, será abordado o desenvolvimento de nanopartículas lipídicas sólidas e a 

avaliação do seu potencial adjuvante sobre histonas nucleossomais de Leishmania. A hipótese 

deste capítulo é que histonas nucleossomais encapsuladas nanopartículas lipídicas sólidas 

devem promover maior ativação de células dendríticas. Adicionalmente, partículas catiônicas 

induziriam uma resposta com perfil Th1, enquanto o encapsulamento em micropartículas 

aniônicas levaria a resposta de perfil Th2. 
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OBJETIVO 

Desenvolver e avaliar sistemas nanoparticulados contendo histonas nucleossomais de 

Leishmania (H2A, H2B, H3 e H4) como estratégia de formulação para antígenos contra a 

leishmaniose cutânea experimental. 

4. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Produzir lotes de nanopartículas lipídicas sólidas catiônicas e micropartículas 

aniônicas utilizando Precirol ATO 5 incorporadas de albumina como proteína 

modelo em ensaio de pré-formulação; 

o Caracterizar as partículas do ensaio de pré-formulação quanto aos parâmetros 

físico-químicos; 

 Avaliar a entrega das nanopartículas lipídicas sólidas às células dendríticas e 

macrófagos derivados de medula óssea murina; 

 Avaliar o perfil de ativação de células dendríticas após estímulo com sistema 

nanoparticulado. 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 

5.1. PRÉ-FORMULAÇÃO DE PARTÍCULAS LIPÍDICAS SÓLIDAS 

Já foi descrito (GREGORY et al., 2013) que partículas carregadas positivamente de 

tamanho nanométrico induzem uma resposta imune de perfil Th1, enquanto as nanopartículas 

com carga negativa tendem a levar uma resposta com característica mais Th2. Sendo assim, 

foram feitas variações na execução da metodologia previamente descrita (SEVERINO et al., 

2014; FONTE et al., 2011) para obtenção de partículas nanométricas carregadas positivamente 

e micrométricas carregadas negativamente (Tabela 3). Neste sentido, 7 lotes (pré-formulações) 

foram preparados com Precirol ATO 5 (glyceryl palmistearate) gentilmente cedida por 

Gattefossè (Milan, Italy) através do método de emulsão múltipla água/óleo/água (A/O/A). Em 

seguida, com base nas formulações padronizadas e caracterizadas, foram produzidos lotes 

contendo albumina séria bovina (BSA) conjugada com FITC (Fluorescein isothiocyanate) ou 

ovalbumina (OVA). Para a produção das partículas positivas foi adicionado o polissacarídeo 

catiônico quitosana. 

 

Tabela 3 - Pré-formulação partículas nanométricas carregadas positivamente e micrométricas 
carregadas negativamente. Em vermelho se encontram as modificações feitas em cada formulação. 

 

For. 
N° 

A1 O A2 A1/O A1/O/A2 
 

β-
ciclodextrina 

(mg/mL) 

Precirol 
(mg/mL) 

Span 60 
(mg/mL) 

Tween 
80 

(mg/mL
) 

Quitosa
na (%) 

Ultraturra
x 

(rpm/min) 

Ultraturra
x 

(rpm/min) 

N
an

o #1 2 100 5 6,25 0 10000/10 10000/2 
#2 2 100 5 6,25 0,5 10000/10 10000/2 
#3 2 50 5 6,25 0,5 10000/10 10000/2 

M
ic

ro
 #4 2 100 5 6,25 0 5000/10 10000/2 

#5 2 100 5 6,25 0 10000/10 5000/2 
#6 2 100 5 6,25 0 5000/10 5000/2 
#7 2 100 5 6,25 0 2800/10 2800/2 

A1 – fase aquosa interna 
O – fase orgânica - lipídeo 
A2 – fase aquosa externa. 
A1/O – emulsão primária 
A1/O/A2 – emulsão múltipla 
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5.1.1 Preparação de partículas lipídicas sólidas 

Inicialmente, foram feitas as solubilizações de todas as fases necessárias para a 

formação da emulsão múltipla. A fase aquosa interna (A1) foi preparada pela diluição de 2 

mg/mL de β-ciclodextrina em 25 mL de água Milli-Q ®, aquecimento à 65 °C, e adição das 

proteínas (BSA-FITC ou OVA); a fase orgânica (O), 100 mg/mL de Precirol ATO 5 e 5 mg/mL 

de Span 60 em 10 mL de Glicerol sob aquecimento a 66 °C (10 °C acima do ponto de fusão do 

lipídeo, 56 °C); e a fase aquosa externa (A2), 6,25 mg/mL de Tween 80 em 20 mL de água 

Milli-Q® ou em uma solução de 0,5% de quitosana para as nanopartículas positivas.  

Em seguida, de acordo com a Figura 5, a fase aquosa interna (a 65 °C) foi adicionada 

lentamente à fase orgânica, e a emulsificação ocorreu durante 10 minutos sob agitação constante 

em diferentes velocidades com o auxílio de uma turbina homogeneizadora (T18 Digital Ultra 

Turrax®). Após a formação da emulsão simples, 10 mL da fase aquosa externa (A2) resfriada 

(3 °C) foi adicionada lentamente à emulsão pré-formada com intenção de solidificar as 

partículas formadas. A emulsificação ocorreu por 2 min sob agitação constante em diferentes 

velocidades com o auxílio de uma turbina homogeneizadora. Finalmente, os outros 10 mL da 

fase aquosa externa (A2) a temperatura ambiente, foram incorporadas sob agitação magnética 

durante 20 minutos.  

 

Após a formação completa das nanopartículas, os lotes foram diluídos (1:4) em água 

Milli-Q® e centrifugados a 14.000 x g a 4°C por 40 minutos (Rotor JA-14) (Beckman® Coulter 

Avanti J-25I). Em seguida, as partículas foram ressuspendidas em água Milli-Q® e filtradas em 

filtros com poros de 0.22 ou 0.45 µm (PES Millex®). As suspensões foram armazenadas a 4 
oC para posterior caracterização.  

Figura 5 - Esquema de formulação de partículas sólidas lipídicas. Formulação de A/O/A em 3 etapas. 
Cores ilustrativas. 
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5.2 CARACTERIZAÇÃO DAS PARTÍCULAS 

5.2.1. Tamanho, Índice de polidispersão (PDI), potencial zeta 

As análises de diâmetro médio e índice de polidispersão (PdI) foram realizadas por 

espalhamento de luz dinâmico (DLS) à 25° C sob ângulo de espalhamento de luz de 90° em um 

Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, Reino Unido) (Centro Interdisciplinar de Energia e 

Ambiente (CIENAM - UFBA). A determinação do potencial zeta (ζ) foi feita no mesmo aparelho 

por microeletroforese Doppler a laser. Todas as medidas foram realizadas em triplicata e os 

gráficos plotados pelo Software 7.11 (Malvern, Reino Unido). Para realização das avaliações, 

foi utilizada uma alíquota de 1 mL de cada lote em suspensão. Os resultados esperados para as 

partículas nanométricas de carga positiva e micrométricas com potencial zeta negativo se encontram 

na Tabela 4. 

 

Tabela 4 – Resultados esperados para formulações de partículas sólidas lipídicas e poliméricas. 

 POTENCIAL 
ZETA 

DIÂMETRO 
MÉDIO 

ÍNDICE DE 
POLIDISPERSÃO 

NANOMÉTRICA 
POSITIVA 

>20 <500 nm <0.3 

MICROMÉTRICA 
NEGATIVA 

<-20 > 1 µm <0.3 

 

5.2.2 Análise morfológica 

 As análises morfológicas das nanopartículas foram feitas utilizando o microscópio 

eletrônico de transmissão (MET). As imagens foram feitas na plataforma de microscopia do 

Instituto Gonçalo Moniz – Fiocruz/ Bahia.   

 

5.2.2.1 Microscopia eletrônica de transmissão  

A análise morfológica das nanopartículas purificadas em suspensão foi feita utilizando 

o microscópio JEM-1230 (Jeol LTD, Japão). Para isso, foram utilizadas grades de Formvar, na 

qual foi adicionada 20 μL da amostra, após 1 minuto, o excesso foi retirado e contrastado com 

uranila aquosa a 2%. As amostras preparadas foram secas por no mínimo 24 horas antes de 

serem analisadas. 
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5.2.3 Estabilidade de 60 dias 

A avaliação da estabilidade das nanopartículas lipídicas sólidas foi realizada durante 60 

dias com análises nos dias 0, 7, 14, 28 e 60 das amostras em suspensão mantidas a 4°C. Para 

isso, as nanopartículas foram homogeneizadas vigorosamente antes de cada análise. Foram 

repetidos os ensaios de tamanho, índice de polidispersão e potencial zeta de acordo com o tópico  

 

5.3. CÁLCULO DA EFICIÊNCIA DE ENCAPSULAÇÃO 

A avaliação da eficiência de encapsulação das proteínas nas nanopartículas lipídicas foi 

feita a partir do rompimento destas com clorofórmio. Inicialmente, as nanopartículas em 

solução foram rompidas em clorofórmio em uma razão de 1:4 (400 µL de formulação + 1,2 mL 

de clorofórmio) (XIANG et al., 2011). Em seguida, as amostras ficaram sob agitação constante 

(Vortex Genie 2, Scientific Industries, velocidade 6) a 4 °C durante 20 minutos. Após a quebra, 

foi feita uma centrifugação a 8000 rpm, por 30 minutos a 4 °C, a qual resulta na formação de 3 

fases, a fase inferior (clorofórmio), a fase intermediária (lipídeos), e a fase superior aquosa 

(proteínas). Foram feitos 4 ciclos de quebra para maximizara remoção de lipídeos da solução. 

Da mesma forma, nanopartículas vazias (sem proteína) foram quebradas e utilizadas como 

controle negativo do encapsulamento.  

 A quantificação foi feita utilizando o Micro BCA™ Protein Assay Kit (Thermo Fisher 

Scientific). Resumidamente, foi preparada uma curva padrão de um estoque de BSA para 

obtenção de um alcance linear de 0.5 – 200 µg/mL, o branco foi água Milli Q®. De acordo com 

o protocolo estabelecido pelo fabricante, o ensaio feito em microplaca utiliza 150 µL de cada 

amostra ou ponto da curva. Em seguida, foi adicionado mais 150 µL do reagente de trabalho 

(25:24:1, Reagentes MA: MB: MC), e as placas incubadas a 37°C por 2 horas. Após o tempo 

de incubação, a leitura da placa foi realizada no espectrofotômetro (SpectraMax® 190, 

Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) sob absorção óptica no comprimento de onda de 562 

nm. A partir dos dados da curva padrão, a concentração das amostras determinada.  

A eficiência de encapsulação (EE %) do BSA ou OVA nas nanopartícualas foi calculada 

utilizando a seguinte equação: 

EE% = 1 – (quantidade de BSA total – quantidade de BSA encapsulada) x 100 
                                      (quantidade de BSA total) 
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5.4. CULTURA CELULAR 

5.4.1 Células dendríticas 

A avaliação da entrega das nanopartículas lipídicas sólidas foi feita pela observação da 

resposta das células dendríticas (DC) quando expostas às partículas. Foram utilizadas células 

murinas (CEUA: 020/2017). Os protocolos de isolamento e cultivo das células dendríticas 

foram modificados a partir de LUTZ et al., 1999. Resumidamente, os animais foram 

eutanaziados e tiveram os fêmures e tíbias removidos e armazenados em meio RPMI (RPMI 

Medium 1640 1X – Gibco®). Os ossos foram lavados com auxílio de seringa e agulha com 

intenção de isolar as células da medula óssea que foram centrifugadas por 10 minutos, a 4 °C, 

a 180 x g. As células foram ressuspendidas em meio RPMI completo (5% de soro fetal bovino 

inativado, 1% de Penicilina/Streptomicina) suplementado com os fatores de crescimento GM-

CSF (10 ng/mL) e IL-4 (5 ng/mL) foram plaqueadas na concentração de 106 células/poço em 

um volume de 5 mL e incubadas a 37 °C com 5% de CO2. Após 5 dias de cultura, o meio foi 

trocado e no sétimo dia, as células já diferenciadas foram processadas. As células não-aderidas 

foram removidas, lavadas com RPMI, concentradas por meio de centrifugação a 180 x g, 10 

minutos, a 4 °C, e finalmente plaqueadas em uma nova placa (5 x 105 céls/poço), na qual foram 

adicionados os estímulos. 

 

5.4.2 Macrófagos 

 Em paralelo a análise em células dendríticas, foram feitos ensaios de entrega de 

nanopartículas utilizando macrófagos murinos. De forma semelhante à obtenção de DC, os 

macrófagos foram obtidos a partir de lavados internos da medula óssea de camundongos 

BALB/c (protocolo CEUA 021/2017). Neste caso, o meio foi suplementado com 30% (v/v) de 

sobrenadante de cultura de células L929 como fonte de M-CSF, e o lavado foi plaqueado em 

placas de Petri (10 mL/placa) e incubado durante 7 dias a 37 °C com 5% de CO2. No sétimo 

dia, as células foram desaderidas das placas utilizando 1 mL de uma solução de RPMI a 0,25% 

(p/v) de tripsina e 1 mM EDTA por 5 minutos a temperatura ambiente. Ao fim deste tempo, 1 

mL de RPMI completo foi adicionado, interrompendo a ação da enzima. Então, os macrófagos 

foram centrifugados a 405 x g por 10 minutos a 4 °C e em seguida lavados em salina. Em 

seguida, as células foram ressuspendidas e plaqueadas (5 x 105 cels/poço) e após um período 

de 24 horas de incubação, os estímulos foram adicionados à cultura. 
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5.5. ENSAIO DE INTERNALIZAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS EM CÉLULAS 

DENDRÍTICAS E MACRÓFAGOS 

Para a avaliação da internalização das nanopartículas lipídicas incorporadas com BSA-

FITC, estas foram adicionadas a cultura de células dendríticas e macrófagos (500 ug NP/ 5 x 

105 céls) e após 24 horas, as células estimuladas com nanopartículas aderidas em lamínulas de 

poly-L-lisina foram fixadas com 2% de PFA (Paraformaldeído) durante 15-20 minutos e 

marcadas. O núcleo foi marcado com 5 µg/mL de DAPI (4′,6-diamidine-2′-phenylindole 

dihydrochloride) (Sigma Chemical Company) e o citoesqueleto com 50 ng/mL Faloidina-

TRITC (P1951, Sigma Chemical Company) em 0.3% de Triton X-100 e PBS 1X, overnight à 

temperatura ambiente. Foram feitas 3 lavagens com 0.3% de Triton X-100 e PBS 1X, por 10 

minutos, cada. As lâminas foram montadas utilizando glicerol 90% em 10% de PBS 1x e 100 

mM de N-Propil Galato. Por fim, as células foram visualizadas por microscopia confocal (SP8, 

Leica), no aumento de 63x, utilizando o laser de 355 nm para o DAPI (filtro de emissão 440 

(40) nm), 488 nm para o BSA-FITC (filtro de emissão 520 (30) nm) e 555 nm para a Faloidina 

(filtro de emissão 590 (34) nm). O escaneamento foi otimizado utilizando um detector híbrido.  

 

5.6. ENSAIO DE ATIVAÇÃO 

Além da avaliação da internalização das nanopartículas lipídicas pelas células 

dendríticas, também foi avaliado o perfil de expressão de moléculas dessas células após a 

exposição às nanopartículas. Para este ensaio, foi utilizado a Ovalbumina (OVA) como proteína 

modelo, visto que esta é amplamente empregada na avaliação de ativação de células dendríticas 

(LUO et al., 2017). 

Resumidamente, as células já diferenciadas foram plaqueadas numa concentração de 5 

x 105 células/poço e estimuladas com as nanopartículas positivas ou negativas, carregadas com 

30 – 50 ng de OVA ou não, com as proteínas na forma livre ou LPS, como controle positivo. 

Após 48 horas de exposição, as células foram marcadas e adquiridas em FACS Calibur (Becton 

Dickinson Biosciences, San José, CA) e os dados foram analisados através do software FlowJo 

(Ashland, OR). Foram avaliados os seguintes marcadores: MHC II; CD80; CD86; CD40.  
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5.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A análise estatística foi realizada com o software Graphpad Prism 5.0 (Graphpad 

Software Inc., San Diego, CA, USA) com os resultados expressos como média ± desvio padrão. 

Os dados de tamanho de partícula, PdI, potencial zeta e dos parâmetros de estabilidade entre 

dois tipos lotes (nanocápsulas vazias e carregadas) foram avaliados por comparação de médias 

através do teste não paramétrico de Kruskal-Wallis seguido de pós teste de Dunn. No ensaio de 

ativação foi realizada a ANOVA seguida de pós teste de Dunnett. Para ambos os ensaios, o 

p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. 
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6. RESULTADOS  

Visando avaliar o potencial adjuvante do biomaterial (Precirol) em um sistema de 

entrega de antígenos, foram delineados experimentos para comparar formulações de partículas 

nanométricas (150 – 500 nm) com carga positiva versus partículas micrométricas (3,0 – 4,0 

µm) com carga negativa. A hipótese inicial é que as nanopartículas devem promover uma maior 

ativação de células dendríticas. Sendo que NPs catiônicas devem induzir uma resposta com 

perfil Th1, enquanto as micropartículas negativas devem gerar uma resposta de perfil Th2. 

 

6.1 ENSAIOS DE PRÉ-FORMULAÇÃO 

Com a finalidade de avaliar o potencial adjuvante das partículas lipídicas, foram 

formulados 7 lotes de partículas nanométricas de carga positiva e partículas micrométricas de 

carga negativa, através do método de emulsão múltipla descrita por Severino et al (2014). Para 

cada lote produzido foram avaliados o diâmetro médio, o índice de polidispersão (PdI) e 

potencial zeta, buscando alcançar parâmetros físico-químicos ideais. Além disso, foram feitas 

análises morfológicas dos lotes através de microscopia eletrônica de transmissão.  

 

6.1.1 Partículas nanométricas de carga positiva 

Inicialmente, foi realizado um lote de nanopartículas (150 – 500 nm) lipídicas sólidas 

seguindo o método descrito por Severino et al (2014), seguindo as condições descritas na Tabela 

3 (formulação #1).  Após a realização da centrifugação e filtração em filtros de 0,22 µm, foi 

feito a análise em zeta-size. A formulação obtida apresentou uma classificação monomodal, 

com z-average de 194,8 nm, um PdI de 0,24 e o potencial zeta de -28,6 (Tabela 5). Além disso, 

a análise por microscópia eletrônica de transmissão, demonstrou partículas de caráter esférico 

(Figura 6). Apesar dos dados satisfatórios de tamanho e índice de polidispersão, o potencial 

zeta apresentou carga negativa. Com o objetivo de positivar a carga da superfície das partículas, 

foi feita uma modificação na fase aquosa externa com a adição de Quitosana a 0,5% de acordo 

com FONTE et al., 2011. 
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Desta forma, foram feitos dois lotes com intenção de obter a formulação ideal. Foram 

utilizadas as condições estabelecidas para a formulação #1 (Materiais e métodos - Tabela 3) 

como ponto de partida, já que esta preparação apresentou uma população mono dispersa (PdI 

menor que 0,3), porém com carga negativa. Todos os resultados representados (Tabela 5) estão 

relacionados às formulações filtradas em filtros de 0,22 µm, visando à obtenção de amostras 

mais puras. 

Tabela 5 - Resumo dos resultados da pré-formulação das partículas nanométricas de carga positiva. 

*As medições foram realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos como média ± desvio 
padrão.  

 

A primeira formulação feita utilizando a Quitosana (#2) apresentou um resultado de z-

average de 263,0 nm, com aumento do índice de polidispersão. O aumento do tamanho era 

esperado devido à adição das cadeias de quitosana à superfície das partículas. Em relação ao 

potencial zeta, a quitosana foi eficiente em tornar as partículas positivas, apresentando um valor 

de +60,2 mV (Tabela 5), resultado esse que garante maior estabilidade à formulação, pois 

potenciais zeta mais elevados leva a repulsão entre as partículas. 

Form. N° Z-average (nm) Índice de polidispersão 
(PdI) 

Potencial zeta (mv) ± 
DP* 

#1 194,8 0,24 -28,6 ± 5,9 
#2 263,0 0,47 +60,2 ± 6,9 
#3 343,2 0,42 +56,0 ± 5,7 

Figura 6 - Microscopia eletrônica de transmissão de nanopartícula lipídica sólida. A imagem representa 
uma partícula característica da formulação #1. A barra representa 0,2 µm. 
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Em seguida, foi feita uma nova formulação (#3) diminuindo a concentração de Precirol 

para 50 mg/mL (Tabela 3), com intenção de tornar a preparação mais homogênea, pois 

acreditava-se que a heterogeneidade da amostra estava relacionada a restos de lipídeos que não 

formaram partículas. Entretanto, o resultado obtido foi muito similar ao da formulação #2 

(Tabela 5). Sendo assim, os parâmetros da formulação #2 foram mantidos como padrão para as 

próximas etapas. Para verificar a reprodutibilidade do processo, foram feitas novas formulações 

sem ou com albumina. Os resultados se demonstraram reprodutíveis em relação aos parâmetros 

de z-average, índice de polidispersão e potencial zeta (Anexo 1). 

Após a padronização feita, as amostras foram analisadas no microscópio eletrônico de 

transmissão para verificar a morfologia das partículas. As imagens capturadas mostraram que 

as partículas apresentam uma elevada eletrodensidade, pois se apresentam escuras e forma 

circular (Figura 7). Em todas as amostras analisadas foram observadas partículas isoladas 

(Figura 7A) e partículas aglomeradas (Figura 7B). 

 

6.1.2 Partículas micrométricas de carga negativa 

  A formulação de partículas micrométricas de carga negativa foi feita a partir de 

mudanças na formulação #1. A estratégia utilizada com intenção de aumentar o tamanho das 

partículas para um valor micrométrico foi a redução da velocidade de cisalhamento aplicada. 

As formulações #4 e #5 tiveram a velocidade reduzida para 5000 rpm na formação da emulsão 

simples (A1/O) e múltipla (A1/O/A2) respectivamente (Tabela 3). Ambas as formulações 

Figura 7 - Imagens de microscopia eletrônica de transmissão representativas da formulação #2, 
partículas nanométricas catiônicas após filtração em filtro de 0,22 µm. (A) A barra corresponde a 0,2 
µm. (B) A barra corresponde a 0,5 µm. 

A B 
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passaram por processo de filtração (para recuperar apenas partículas maiores que 450 nm). 

Apesar dos altos valores de Z-average encontrados para ambas as formulações, 3064 nm e 4384 

nm respectivamente (Tabela 6), os valores de diâmetro médio não foram condizentes (dados 

não mostrados) e as formulações apresentaram um alto índice de polidispersão, o que demonstra 

a elevada variabilidade de tamanho no lote. Desta forma, foram reduzidas a velocidade em 

ambas as fases de produção das emulsões (emulsão simples e múltipla) (Tabela 3, formulações 

#6 e #7). 

 

Tabela 6 - Resumo dos resultados da pré-formulação das partículas micrométricas de carga negativa. 

*As medições foram realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos como média ± desvio 
padrão. 
 

 Desta forma, as formulações #6 e #7 tiveram suas velocidades de cisalhamento 

reduzidas para 5000 e 2800 rpm, respectivamente, e passaram pelo processo de filtração para 

recuperação de partículas maiores que 450 nm. Como resultado, foi observado que a formulação 

#6 não teve resultados de Z-average e diâmetro médio condizentes, o que é confirmado pelo 

alto valor de PdI (Tabela 6). Então, a análise das amostras dessa formulação após o processo de 

filtração em microscopia eletrônica de transmissão (MET) demonstra que nenhuma partícula 

característica foi identificada (Figura 8A). Já a formulação #7, teve um resultado congruente 

em relação ao Z-average e o diâmetro médio, com valor de PdI de 0,36 (Tabela 6). Então, foi 

feita a caracterização da amostra após a filtração utilizando o MET, e o resultado obtido foi 

surpreendente. Após a filtração, não foi observado nenhum tipo de partícula em tamanho e 

formatos esperados (Figura 8B). 

Form. N° Z-average (nm) Índice de polidispersão 
(PdI) 

Potencial zeta (mv) ± 
DP* 

#4 3064 1,0 -29,4 ± 6,5 
#5 4387 1,0 -31,7 ± 5,9 
#6 7032 0,85 -23,8 ± 5,6 
#7 5621 0,36 - 22,4 ± 6,5 
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A faixa de detecção de tamanho do Zetasizer Nano S90 é de 0,3 nm – 5 µm, a presença 

de materiais com tamanho muito próximo ao limite torna a análise da amostra não confiável. 

Desta forma, concluímos neste bloco experimental que não foi possível a obtenção de partículas 

micrométricas sob as condições avaliadas. 

 Em função desta limitação metodológica, os objetivos foram readequados, e foi feita 

apenas a avaliação do efeito da carga (positiva versus negativa) de nanopartículas (150 – 500 

nm) em experimentos in vitro com células dendríticas. Neste novo contexto, a formulação #1 

foi escolhida, já que apresentou valores satisfatórios de PdI e potencial zeta como formulação 

de partida para os novos ensaios. Foram feitas duas repetições utilizando os parâmetros desta 

formulação, com a adição ou não de OVA na fase aquosa interna. O resultado das repetições 

foi satisfatório, apresentando z-average condizente com o diâmetro médio e o PdI menor que 

0,3 (Anexo 2).  

Ao final dos ensaios de pré-formulação foi possível obter a padronização da produção 

de nanopartículas lipídicas sólidas de carga negativa e positiva. O próximo passo foi avaliar o 

potencial adjuvante destas partículas em cultura de células dendríticas e macrófagos. 

Inicialmente, foram utilizadas partículas vazias ou carreadas com BSA-FITC.  

 

Figura 8 – Imagens de microscopia eletrônica de transmissão. (A) Formulação #6 após filtração reversa
em filtros de 0,45 µm. (B) Formulação #7 após filtração reversa em filtros de 0,45 µm. As barras 
correspondem a 0,2 µm. 

A B B 
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6.2. ESTABILIDADE ATÉ 60 DIAS 

Após a padronização das formulações das nanopartículas lipídicas sólidas (NLS) de 

carga positiva e negativa, foi avaliada a estabilidade destas carreando ovalbumina durante 60 

dias. Para tanto, as formulações foram mantidas a 4 °C e avaliadas no dia 0, 7, 14, 28 e 60 

utilizando o Zeta-size. Em relação às NLS negativas, o tamanho se manteve estável em relação 

a todos os aspectos avaliados (z-average, índice de polidispersão e potencial zeta) durante todos 

os dias avaliados (Tabela 7). 

Em relação a estabilidade da NLS positiva, o tamanho se manteve estável até o último 

dia da análise (60). Entretanto, em relação ao índice de polidispersão, foi observada uma 

redução estatisticamente significante no dia 28. Já o potencial zeta se manteve sem mudanças 

estatisticamente significantes até a última análise, na qual houve uma redução significativa, 

indicando que perda de estabilidade, já que quanto maior o potencial zeta, maior é a estabilidade 

da formulação. Após as análises, foi possível concluir que a formulação de NLS negativas se 

mantém estáveis por pelo menos 60 dias, enquanto as NLS positivas têm estabilidade até 28 

dias. 

 

Tabela 7 – Estabilidade de nanopartículas lipídicas sólidas catiônicas e aniônicas durante 60 dias. 

 Negativa Positiva 

Dia 
Z-average 

(nm) 
PdI 

Potencial zeta 
(mV) 

Z-average 
(nm) 

PdI 
Potencial zeta 

(mV) 

0 239,5 0,27 -23,6 304,9 0,46 + 48,6 

7 174,7 0,2 -18,5 245,0 0,41 + 47,5 

14 323,3 0,23 -10,4 366,5 0,39 + 46,4 

28 194,3 0,25 -30,2 220,9 0,28* + 44,2 

60 356,1 0,46 -15,2 337,0 0,37 +36,2* 

Todos os resultados foram feitos em triplicatas. Os resultados estão expressos como média. Foi utilizado 
o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis seguido de pós teste de Dunn. As amostras foram mantidas a 
4 °C, e foram feitas medidas nos dias 0, 7, 14, 28 e 60. * p<0.05 em relação ao dia 0. 
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6.3. EFICIÊNCIA DE ENCAPSULAMENTO 

Inicialmente, a determinação da eficiência de encapsulamento foi feita utilizando NPs 

encapsuladas com Albumina. Nanopartículas carreando a proteína ou vazias foram quebradas 

utilizando clorofórmio, e inicialmente a concentração foi determinada apenas após um ciclo de 

quebra. Como resultado, a concentração proteica nas partículas aniônicas foi de 5,1 µg/mL, o 

que corresponde a uma eficiência de encapsulamento de 19,7%. Em relação às partículas 

positivas, não foi possível determinar a concentração proteica, já que a interferência das 

partículas vazias foi mais alta que das partículas carreando proteína 

Então, foram adicionados 3 novos ciclos de quebra com a intenção de maximizar a 

remoção da interferência dos lipídeos para ambas as formulações. Após a adição das novas 

etapas, uma concentração de 14,85 µg/mL foi encontrada, correspondendo a uma eficiência 

média de encapsulamento de 59,2%. 

 

6.4. AVALIAÇÃO DA INTERNALIZAÇÃO DAS NLS POR MACRÓFAGOS E DC  

A avaliação da internalização das nanopartículas lipídicas sólidas por macrófagos e 

células dendríticas foi feita pela exposição das células à NLS contendo BSA-FITC, numa 

concentração teórica de 1 µg de proteína para cada 5 x 105 células, por 24 horas. Em relação 

aos macrófagos, foi possível observar a presença do BSA-FITC dentro das células em ambas 

os grupos, tanto no grupo com nanopartículas negativas (Figura 9B), quanto com nanopartículas 

positivas (Figura 9C).  

 

Figura 9 – Microscopia de fluorescência invertida de macrófagos murinos tratados com nanopartículas 
lipídicas sólidas por 24 horas. (A) Meio; (B) NLS negativa; (C) NLS positiva. Imagens obtidas no 
microscópio invertido de fluorescência. Vermelho – Faloidina-TRITC; Azul – DAPI; Verde – BSA-FITC. 
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Já em relação às células dendríticas, após o mesmo tempo de exposição e utilizando os 

mesmos lotes de nanopartículas, a presença de fluorescência verde nos grupos tratados tanto 

com nanopartículas positivas quanto negativas foi muito discreta. Só foi possível a identificação 

de poucas células contendo BSA-FITC (Figura 10C e D) quando comparado ao grupo tratado 

com BSA-FITC livre (Figura 10B). Além disso, a morfologia das células, expostas as NLS, 

observada ao final do experimento foi distinta, com células mais arredondada quando 

comparado aos grupos controle (meio) e BSA-FITC livre. 

 

 

Figura 10 - Microscopia confocal de células dendríticas murinas tratadas com nanopartículas 
lipídicas sólidas contendo BSA-FITC por 24 horas. (A) Meio; (B) BSA-FITC livre; (C) NLS 
negativa; (D) NLS positiva. Vermelho – Faloidina-TRITC; Azul – DAPI; Verde – BSA-FITC. 
As imagens foram tiradas em aumento de 40x.  
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6.5. ENSAIO DE ATIVAÇÃO 

 Em paralelo a avaliação da internalização das nanopartículas pelas células dendríticas, 

foi realizado um ensaio piloto para avaliar o perfil de expressão de moléculas nas células após 

exposição a nanopartículas contendo Ovalbumina por 24 horas.  A primeira molécula avaliada 

(Fig 11A) foi o CD40, que está presente em células apresentadoras de antígenos (APC) e é 

responsável pela ligação ao CD154 (CD40L) em linfócitos, a expressão desta molécula indica 

ativação celular. O estímulo com ovalbumina encapsulada em nanopartículas não resultou no 

aumento significativo deste receptor em relação ao meio. Entretanto, a Ovalbumina livre 

apresentou um aumento significativo da expressão de CD 40 quando comparado ao meio, assim 

como o estímulo com LPS. 

 Em seguida, foi avaliado o CD80 (Fig 11B) que juntamente com o CD86 (Fig 11C) tem 

um papel importante na sinapse imunológica entre APCs e linfócitos B e T, o que leva a 

ativação, proliferação e diferenciação destas células. Em relação ao CD80, não foi possível 

notar diferenças entre os grupos. Já o CD86 apresentou expressão significativamente elevada 

nos grupos tratados com OVA (forma livre) e LPS, e uma expressão similar entre o controle 

negativo (RPMI) e os grupos tratados com nanopartículas. 

 Por fim, foi analisado a expressão de MHC II (Fig. 11D). Esta molécula é 

constitutivamente expressa em células apresentadoras de antígeno, e a presença desta molécula 

confirma a conversão dos monócitos em células dendríticas. Neste caso, não houve diferença 

estatística na expressão desta molécula em nenhum dos grupos.  
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Figura 11 – Citometria de fluxo de células dendríticas murinas após exposição a nanopartículas. 
RPMI – controle negativo; LPS – controle positivo; OVA – Ovalbumina livre; -NLS + OVA –
Ovalbumina encapsulada em nanopartículas lipídicas sólidas de carga negativa; + NLS + OVA 
– Ovalbumina encapsulada em nanopartículas lipídicas sólidas de carga positiva. Análise 
estatística: ANOVA seguida de pós teste de Dunnett 
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7. DISCUSSÃO  

A leishmaniose é a segunda doença parasitária que mais leva a óbito no mundo (DEN 

BOER et al., 2011). O tratamento para a leishmaniose cutânea reside em poucas drogas, as 

quais apresentam desvantagens, como toxicidade e dificuldade de aplicação. Diante deste 

quadro, diversos grupos de pesquisa têm se dedicado a busca de novos alvos de drogas e vacinas 

para a erradicação da doença. O desenvolvimento de uma vacina efetiva envolve dois fatores 

principais, o antígeno e o adjuvante escolhidos. Os adjuvantes possibilitam a formação de uma 

resposta imune adequada mais rápida e de maior magnitude, além de reduzir a necessidade das 

doses de vacinação (ORR, et al., 2013).  

No campo dos adjuvantes, as nanopartículas vêm se mostrando promissoras, agindo 

como sistemas de entrega do antígeno, além de protegê-lo e aumentar a exposição do antígeno 

ao sistema imune (GREGORY et al., 2013). Desta forma, neste capítulo foi investigado o papel 

adjuvante de nanopartículas lipídicas sólidas (NLS) sob células dendríticas de camundongo. 

Foram avaliados dois parâmetros das NLS, o tamanho e a carga. A hipótese levantada é que o 

estímulo de células dendríticas com partículas devem promover uma maior ativação. Além 

disto, as partículas em tamanho nanométrico e de carga positiva levariam a uma resposta de 

perfil Th1, ao passo em que as partículas micrométricas de carga negativa promoveriam uma 

resposta de perfil Th2. 

Inicialmente, foram feitos lotes de formulação com base na metodologia previamente 

descrita por Severino e colaboradores, 2014. Os resultados obtidos demonstraram que houve 

formação de nanopartículas, mas com um maior potencial zeta (│28,6│mV), quando 

comparado ao descrito por Severino (│3,6│mV), devido ao aumento da concentração de 

lipídeo. Este resultado demonstra uma maior estabilidade da formulação obtida em virtude do 

acréscimo da repulsão entre as partículas - que ocorreu por consequência do aumento da carga. 

Em contrapartida, foi necessário a adição de uma etapa de filtração (filtro de 0,22 µm), assim 

como descrito por McCarron e colaboradores em 2008, pois a formulação após a centrifugação 

apresentava um caráter altamente polidisperso (trimodal) com 3 grupos de partículas de 

tamanhos distintos. 

Posteriormente, com intenção de positivar a carga das nanopartículas, foi adicionado 

quitosana a fase aquosa externa, conforme descrito por Fonte et al., 2012. Esta modificação 

levou a mudança no potencial zeta da formulação para carga positiva. Além disto, a análise de 
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microscopia eletrônica de transmissão mostrou que a adição de quitosana torna as partículas 

com caráter mais eletrodenso, conforme o descrito por Fonte et al., 2012.  

Por fim, foram feitas modificações nas velocidades de formação das partículas com o 

intuito de aumentar o tamanho das partículas, devido à redução na força de cisalhamento. Já foi 

visto que a redução de velocidade de 1000 rpm para 500 rpm na produção de micropartículas 

lipídicas sólidas seguindo a metodologia de emulsão múltipla leva a um aumento no tamanho 

das partículas produzidas, de 90 para 170 µm (CORTESIA et al., 2002). Entretanto, a aplicação 

desta estratégia isoladamente não se mostrou eficaz em aumentar o tamanho das partículas. Já 

que a formulação com a menor velocidade testada (2800 rpm) não se mostrou eficaz em formar 

partículas.  

Desta forma, pode-se destacar alguns fatores. O primeiro deles é a diferença entre as 

velocidades utilizadas durante os ensaios e o descrito na literatura para produção de 

micropartículas por emulsão dupla. Cortesia e colaboradores (2002) utilizaram uma velocidade 

máxima de 1000 rpm. Assim como, McCarron e colaboradores que utilizaram as velocidades 

de 600 e 1300 rpm para preparação de micropartículas. A redução efetuada de 10.000 rpm para 

2.800 rpm não foi suficiente para aumentar o tamanho das partículas. 

 Outro fator importante foram os emulsificantes utilizados durante a formulação, 

Cortesia e colaboradores (2002) utilizaram Polaxamer 407 e álcool polivinílico (PVA). Além 

disto, a concentração dos emulsificantes é um fator a ser considerado, a partir do método e 

emulsão múltipla, Kim e colaboradores (2017) também utilizaram Tween 80 como 

emulsificante, mas em uma concentração de 3%, aproximadamente 5 vezes maior do que a 

utilizada em nossas formulações (0,63%).  

Além dos fatores metodológicos de formulação, um outro aspecto que traz um viés às 

formulações de micropartículas é a caracterização pelo Zeta-size Nano ZS90. Este aparelho 

apresenta uma faixa de detecção entre 0,3 nm e 5 µm (Malvern Panalytical), e a presença de 

partículas maiores do que o previsto pela faixa pode levar a resultados não confiáveis. O uso de 

aparelhos como o Mastersize (detecção de 0,01 a 3500 µm) seria o mais indicado para a 

caracterização deste tipo de formulação. 

Desta forma, levando em consideração os fatores citados anteriormente, não foi possível 

obter êxito na formulação de micropartículas. Sendo assim, foi avaliado apenas o fator da carga 

no potencial adjuvante destas partículas. Após esta padronização, foi realizado o ensaio para 
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mensurar a eficiência de encapsulamento (EE%) da albumina das formulações (positiva e 

negativa). A eficiência determinada (59,2%) teve um valor dentro da faixa esperada quando 

comparado a Severino e colaboradores (2014), na qual foram encontrados valores entre 38 e 

81% de EE% para insulina em NLS.  

Em seguida, foi feita a avaliação da internalização e ativação de células dendríticas após 

a exposição as nanopartículas lipídicas. Após a exposição das DCs às NLS observamos uma 

reduzida internalização quando comparada ao BSA-FITC livre. Um dado que chamou a atenção 

foi a morfologia das células após a exposição às NLS, caracterizada por células em formato 

mais arredondado. Alguns tipos de lipídeos já se mostraram tóxicos em células apresentadoras 

de antígeno, a viabilidade celular destas células foi inversamente proporcional a concentração 

de partículas na cultura (SCHÖLER et al, 2002).  

Em relação a ativação das células dendríticas após a exposição por 48 horas às 

nanopartículas, não foi observado aumento de nenhum dos marcadores avaliados quando 

comparado ao grupo de células não estimuladas. Pouco se sabe sobre a influência de 

nanopartículas lipídicas sólidas sobre células dendríticas. Barbosa e colaboradores (2016) 

observaram que nanocápsulas lipídicas feitas de Mygliol-812 foram internalizadas em células 

dendríticas maduras e imaturas após 1 hora de incubação. Além disto, não foi observada 

citotoxicidade nestas células.  

A partir dos resultados obtidos nos ensaios de internalização e ativação não foi possível 

observar nenhuma atividade adjuvante das nanopartículas em relação às proteínas no estado 

livre. Desta forma, foi decidido avaliar a resposta protetora da imunização com histonas 

nucleossomais no estado livre juntamente com o agonista para TLR9 (oligo CpG) com posterior 

infecção por L. braziliensis. 
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CAPÍTULO 2 – Avaliação do efeito protetor das histonas nucleossomais como antígenos 

vacinais em associação com CpG ODN utilizando o modelo cutâneo de L. braziliensis 

APRESENTAÇÃO DO CAPÍTULO 2  

Neste capítulo, será abordado duas estratégias vacinais em modelo murino de infecção 

por L. braziliensis. A primeira estratégia avaliada foi o uso da combinação de histonas 

nucleossomais de Leishmania infantum com Oligo CpG. Já foi visto que as histonas em forma 

de uma combinação de vacina de DNA com proteína recombinante, leva a um aumento dos 

níveis de IFN-γ e diminuição de IL-4 em camundongos BALB/c desafiados com L. braziliensis 

(CARNEIRO et al., 2012). Além disto, o efeito do CpG se assemelha a resposta causada pela 

presença de DNA bacteriano (KLINMAN, 2004). Desta forma, esta estratégia parece ser 

promissora para o desenvolvimento de uma resposta protetora de perfil Th1. 

Além desta estratégia, o uso de parasitos nocaute como estratégia vacinal ganhou novo 

impulso após o advento da tecnologia CRISPR/CAS9. O racional se baseia na remoção de genes 

essenciais a virulência ou a replicação do parasito, sem a adição de genes marcadores de seleção 

(antibióticos), o que tornaria os parasitos seguros para ensaios de vacinação podendo gerar 

imunidade protetora. Neste capítulo, foi utilizado uma Leishmania infantum nocaute (Li Δlpg) 

para o gene LPG2 (JESUS-SANTOS et al., 2020).  Este gene é essencial na síntese de 

fosfoglicanos, que são adicionados a superfície do parasito (LPG) ou são secretados (PPGs). 

Os fosfoglicanos contribuem para invasão e sobrevivência da Leishmania dentro da célula 

hospedeira, sendo considerado um importante fator de virulência (MORADIN & 

DESCOTEAUX, 2012; GAUR et al., 2009). Desta forma, foram avaliadas duas estratégias 

vacinais promissoras.  
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OBJETIVO 

Avaliação do potencial protetor de histonas nucleossomais de Leishmania associado a 

CpG e Li Δlpg no contexto imunização e posterior desafio por L. braziliensis. 

8. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Avaliar o desenvolvimento da lesão na orelha de camundongo imunizados com histonas 

nuclessomais ou parasitos nocautes (Li Δlpg) e desafiados com L. braziliensis; 

 Avaliar a resposta humoral e celular de camundongo; 

 Avaliar a carga parasitária nos linfonodos drenantes do sítio de infecção. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



66 

 

 

9. MATERIAIS E MÉTODOS 

9.1 CARACTERIZAÇÃO DAS HISTONAS NUCLEOSSOMAIS 

9.1.1 Produção das proteínas recombinantes e antígenos solúveis de Leishmania (SLA) 

As diferentes proteínas (H2A, H2B, H3 e H4) foram gentilmente cedidas pelo grupo do 

Dr. Manuel Soto (Centro de Biologıa Molecular Severo Ochoa, Consejo Superior de 

Investigaciones Cientificas, Departamento de Biologia Molecular, Universidad Autonoma de 

Madrid, Madrid, Spain).   

Para a produção dos antígenos solúveis de L. braziliensis os parasitos foram cultivados 

até a fase estacionária. Então, foram lavados em tampão fosfato (PBS), ressuspendidos em 1 ml 

e transferidos para criotubo. Em seguida, passaram por 15 ciclos de congelamento em gelo seco 

e descongelamento em banho-maria a 37 °C. Após esta etapa, foi feita uma sonicação por 20 

minutos. Por fim, foi feita uma centrifugação a 13.000 rpm por 5 minutos a 4 °C, e o 

sobrenadante foi quantificado por BCA (SCOTT et al., 1987).  

 

9.1.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida 

Com intenção de verificar a concentração e grau de pureza das histonas foi feita uma 

eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). A concentração das proteínas foi 

estipulada a partir de uma curva padrão de BSA. O gel de resolução a 17% e o gel de 

empilhamento a 5% foram preparados como descrito por Sambrook e colaboradores (1989) 

utilizando um sistema vertical de eletroforese (Mini-PROTEAN® Tetra Cell, Bio-Rad, Canadá) 

seguindo as recomendações do fabricante.   

Após o final da corrida do gel, este foi fixado (60% de etanol absoluto, 7,5% de ácido 

acético glacial) durante 20 minutos. Em seguida, o gel foi corado com Comassie Brilliant Blue 

G-250 a 0,25% (Sigma Aldrich®) durante 1 hora. Então, o gel foi descorado (5% de etanol 

absoluto, 7,5% de ácido acético glacial) até a total resolução das bandas. 
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9.2 CULTIVO DE PROMASTIGOTA DE Leishmania 

9.2.1 Cultivo de promastigota de L. braziliensis para desafio 

A avaliação da proteção das histonas nucleossomais foi feita a partir da imunização e 

posterior desafio de camundongos BALB/c com L. braziliensis. Para tanto, foi necessário o 

cultivo da forma infectante do parasito. Promastigotas da linhagem de L. (V.) braziliensis 

(MHOM/BR/01/BA788) foram mantidas em cultura in vitro em meio Schneider suplementado 

com 10% (V/V) de SFB (soro fetal bovino), 100 U/mL de penicilina, 100 μg/mL de 

estreptomicina e 2mM de L‐glutamina em estufa incubadora B.O.D. (Biochemical Oxigen 

Demand) a 27 ºC. As formas promastigotas foram mantidas em meio de cultura até 4 passagens, 

sendo novamente isoladas a partir de modelo animal (camundongos BALB/c) quando 

necessário. 

 

9.2.2 Cultivo de promastigota de nocautes de L. infantum Δlpg2 para imunização 

A fim de realizar a imunização com L. infatum Δlpg2 (MCAN/BR/89/BA262), os 

parasitos foram cultivados in vitro em meio HOMEM suplementado com 10% (V/V) de soro 

fetal bovino, 100 U/ml de 100 μg/mL de estreptomicina e 2mM de L‐glutamina em estufa 

incubadora B.O.D. (Biochemical Oxigen Demand) a 27 ºC. As promastigotas foram mantidas 

em cultura até atingir a fase estacionária (5 a 6 dias após a passagem). Para a imunização, os 

parasitos foram contados em câmeras de Neubauer. 

 

9.3 ENSAIO IN VIVO 

Para o ensaio de proteção in vivo foram utilizados 27 camundongos fêmeas (Mus 

musculus) da linhagem BALB/c com 6 a 8 semanas de idade, provenientes do Biotério do 

Instituto Gonçalo Moniz – Fiocruz. Todos os procedimentos realizados nesse ensaio foram 

aprovados pelo CEUA da instituição (protocolo 024/2019). O cronograma de imunizações e 

infecção foi realizado de acordo com a Figura 12. 
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Inicialmente, os camundongos foram divididos em 4 grupos: salina, CpG, histona + 

CpG, e L. infantum Δlpg2. Os grupos controles receberam apenas salina ou CpG (3 doses). O 

grupo histona + CpG recebeu 3 doses de 20 µg de histonas (5 µg de cada proteína) e 20 µg de 

CpG, e um grupo controle recebeu apenas salina. Foram feitas 3 imunizações subcutâneas com 

auxílio de agulha 27,5 G com intervalo de 15 dias. Os animais do grupo Li Δlpg foram 

imunizados uma única vez na terceira semana com 3 x 106 parasitos/animal por via 

intraperitoneal. Após as imunizações foi realizada a coleta de sangue pelo plexo orbital para 

obtenção de soro. Na semana 12, foi feito o desafio. A infecção nos animais foi estabelecida 

por um modelo que mimetiza a patologia humana. Os camundongos foram inoculados com 

auxílio de agulha de 27,5G, na orelha esquerda, com promastigotas em fase estacionária de L. 

(V.) braziliensis (105 parasitos em 10 μL de PBS). 

Nas 10 semanas seguintes à infecção foi feito o acompanhamento do desenvolvimento 

das lesões, para tanto, as espessuras das orelhas foram medidas semanalmente com o auxílio de 

um paquímetro até a eutanásia dos animais na 22ª semana. Ao fim da 10a semana após a 

infecção, os animais foram eutanasiados com 240 mg/Kg de Tiopental intraperitoneal. Os 

linfonodos foram removidos para ensaios de diluição limitante. Além disto, o baço foi removido 

para o isolamento dos esplenócitos para o ensaio de resposta celular.  

 

9.4 ENSAIO DE DILUIÇÃO LIMITANTE 

Além do acompanhamento da progressão das lesões após a vacinação, foi avaliada 

também a carga parasitária nos linfonodos dos animais eutanasiados. Para a determinação da 

carga parasitária nos linfonodos, estes foram macerados individualmente em meio RPMI 

suplementado (10% SFB + 1% de Gentamicina e Estreptomicina) em eppendorfs com o auxílio 

de pistilos. Os macerados dos órgãos foram transferidos para tubos Falcons com 3 mL de salina, 

e em seguida centrifugados a 1600 x g por 10 minutos a 4 °C. O pellet foi ressuspendido em 1 

Figura 12 – Cronograma de imunizações e infecção representada por semanas. 
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mL de RPMI completo e foi feita uma diluição seriada em placas de 96 poços, para tanto, 

inicialmente, 20 µL de células foram adicionados a 180 µL de meio Schineider suplementado 

e assim por diante. Os resultados foram representados pela quantidade de parasitos livres para 

cada tratamento. 

 

9.5 ENSAIO DE RESPOSTA IMUNE  

9.5.1 Produção de anticorpos após imunização 

A avaliação da produção de anticorpos após a imunização foi feita através do método 

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Para isso, o sangue dos animais foi coletado 

de 2 a 4 semanas após as imunizações, e o soro foi isolado e congelado a -20 °C até o uso. Para 

a realização do ensaio, foram feitos pools com os anticorpos dos animais. Inicialmente, foi feita 

a sensibilização da placa utilizando 100 µL de tampão (Carbonato-bicarbonato, 0,1 M, pH 9,6) 

contendo 5 µg/mL de histonas nucleossomais (1,25 µg de cada), a placa foi incubada em câmara 

úmida a 4ºC por 16-18 horas. Em seguida, os poços foram lavados três vezes com 200 µL de 

tampão de lavagem (PBS pH 7,2 + 0,03% Tween 20). Após a lavagem, foi adicionado 150 µL 

do tampão de bloqueio (PBS pH 7,2 + 5% (p/v) de leite desnatado) e foi incubado por 2 horas 

a 37 °C. 

A lavagem dos poços foi repetida, e em seguida foi adicionado 100 µL do soro em 

diluições a partir de 1/80 até 1/160.000 para realização da titulação dos anticorpos. A placa foi 

incubada a 37 °C por 1 hora. Mais uma vez, foi feita a lavagem dos poços. Então, foi feita 

incubação por 2 horas a temperatura ambiente com anticorpo secundário nas seguintes 

diluições: 1:2000 de anti-IgG-HRP (Santa Cruz Biotech), 1:1000 de anti IgG1-HRP 

(Invitrogen), e 1:2000 de anti-IgG2a-HRP (Invitrogen), seguindo as recomendações dos 

fabricantes. Após esta etapa, a placa foi lavada novamente (5x) e foi feita revelação utilizando 

100 μl por poço de TMB. Por fim, a reação foi interrompida utilizando 50 μl por poço de 1M 

H2SO4. A densidade óptica (DO) foi medida a 450 nm em um leitor de ELISA 

(Modelucar Devices, Spectra Max 190) automatizado. A titulação dos anticorpos foi 

determinada pela concentração na qual foi atingida uma densidade óptica (DO) de 0,1. 
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9.5.2 Resposta imune de esplenócitos reestimulados  

Os baços foram coletados e transferidos para eppendorfs contendo meio RPMI 

incompleto. Os baços foram macerados individualmente com auxílio de pistilo e Cell Strainer 

acoplado a tubo Falcon. Foi feita a lavagem com 3 mL de RPMI, e centrifugado a 1500 rpm, 

por 10 minutos a 4 °C. O pellet foi ressuspendido em 1 mL de água de injeção, para romper as 

hemácias presentes, rapidamente (aproximadamente 10 segundos), foram adicionados 10 mL 

de RPMI completo. Foi feita uma segunda lavagem, e o pellet foi ressuspendido em 1 mL de 

RPMI completo. As células foram contadas em Trypan Blue e plaqueadas em unicata (200 µL) 

em placas de 48 poços, 5 x 105 células/poço em unicata. As células foram incubadas com 150 

µL de histonas (4 µg/mL/cada – 16 µg/ml), ou SLA (15 µg/ml), e meio como controle negativo. 

As placas foram incubadas em estufa de CO2 a 37 °C por 72 horas. Em seguida, o sobrenadante 

foi coletado e armazenado em -80 °C até o dia da análise.  

Para a dosagem das citocimas IL-6, IL-10, IFN-γ e TNF-α, foi utilizado kit inflamatório 

CBA (BD Biosciences) seguindo as instruções do fabricante. Utilizando placa de 96 poços, 

foram plaqueados 25μl de mix e 25μl da curva padrão de concentração (0 – 5000 pg/mL). Foram 

transferidos 25μl de amostras de esplenócitos estimulados e foi feita uma incubação por 2 horas 

T.A. com 25μl de reagente de detecção PE em todos os poços. Em seguida, foi feita a lavagem 

com centrifugação a 1500 rpm/ 5 min/ 4 ºC. O sobrenadante foi descartado e as beads 

ressuspendidas em 200μl de tampão de lavagem. A aquisição das beads foi feita por citômetro 

LSRFortessa (BD Biosciences). A análise foi realizada no software FlowJo (Tree Star Inc, 

Califórnia, EUA) e as concentrações das citocinas estimadas a partir da curva de calibração 

 

9.6 PROPOSTA PARA ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A análise estatística foi realizada com o software Graphpad Prism 5.0 (Graphpad 

Software Inc., San Diego, CA, USA) com os resultados expressos como média ± desvio padrão. 

As diferenças entre os grupos foram analisadas por ANOVA com teste post hoc de Tukey, para 

o ensaio de tamanho de lesão, foi avaliado a área sobre a curva. Valor de p ≤ 0.05 foi 

considerado estatisticamente significativo. 
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10. RESULTADOS 

10.1 CARACTERIZAÇÃO DAS HISTONAS NUCLEOSSOMAIS 

As proteínas recombinantes de L. infantum expressas em E. coli foram purificadas pelo 

grupo do nosso colaborador Manuel Soto através de cromatografia de afinidade ao Níquel, 

seguida de uma etapa de troca iônica. As proteínas foram dialisadas em PBS 1x, pH 7,0. Então, 

essas proteínas foram caracterizadas em relação à presença de endotoxinas e peso molecular 

em eletroforese em gel de poliacrilamida.  

 

10.1.1 Características físico-químicas das histonas nucleossomais 

As histonas nucleossomais foram expressas de forma recombinante em E. coli. A Tabela 

8 apresenta as sequências das proteínas expressas em fusão com cauda de histidina 

(sublinhado). Estas apresentam um peso molecular muito similar variando entre 12 e 16 KDa. 

Além disto, histonas nucleossomais apresentam uma elevada carga positiva, devido sua 

propriedade de ligação ao DNA que tem carga negativa (LUGER et al., 1997). O ponto 

isoelétrico destas proteínas (PI) é atingido em pH 11.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 8 – Características das histonas nucleossomais de Leishmania. 



72 

 

 

*Dados extraídos utilizando: http://emboss.sourceforge.net/apps/cvs/emboss/apps/pepstats.htmL 

 

10.1.2 Padrão de migração das histonas em eletroforese em gel de poliacrilamida 

As proteínas foram expressas de forma recombinante, e para confirmar a integridade e 

peso molecular destas, foi feito uma eletroforese em gel de poliacrilamida a 17%. Então, foram 

aplicadas 4 amostras no gel de poliacrilamida, H2A, H2B, H3 e H4 respectivamente. O gel 

resultante (Figura 13) demonstrou que as proteínas recombinantes estão integras, e apresentam 

um peso molecular similar ao descrito na literatura (Tabela 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

10.2 ENSAIO IN VIVO 

O papel protetor das histonas nucleossomais de Leishmania associadas ao Oligo CpG e 

da L. infantum nocaute foi avaliado a partir da imunização de camundongos BALB/c e posterior 

desafio com L. braziliensis. Após a infecção, foi feito o acompanhamento do desenvolvimento 

da lesão por 10 semanas.  

O desenvolvimento da lesão dos animais imunizados com histonas e/ou CpG se mostrou 

similar ao desenvolvimento dos animais não imunizados (Figura 14). Em contrapartida, a 

Figura 13 – Eletroforese em gel de poliacrilamida em gel a 17%. Foi utilizado um marcador de peso 
molecular como controle de 10 – 175 kDa (Prism Protein Ladder – Abcam). 
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imunização com uma única dose de Li Δlpg promoveu uma redução de 41% no tamanho da 

lesão em relação ao grupo não imunizado. 

 

 

10.3 DILUIÇÃO LIMITANTE  

Em adição ao acompanhamento do tamanho da lesão, foi feito o ensaio de diluição 

limitante para avaliar a proteção dos animais imunizados em relação ao grupo controle. Para 

isso, após a eutanásia dos animais, os linfonodos drenantes foram coletados a fim de avaliar a 

carga parasitária neste órgão. As placas foram incubadas em BOD, e após 15 dias de incubação 

foi feita a leitura das placas em microscópio invertido.  

Em relação ao linfonodo drenante, foi possível observar uma redução estatisticamente 

significante em todos os grupos imunizados em relação ao grupo controle (Figura 15). Quando 

comparado ao grupo controle, as reduções foram de 36% para o grupo CpG, 26,6% para os 

imunizados com Histona e CpG, e por fim, uma redução de 37,8% para o grupo Li Δlpg. 

Além disto, foi feita uma avaliação da carga parasitária no baço dos animais imunizados 

com a Leishmania nocaute para avaliação da presença dos parasitos neste órgão. A partir do 

ensaio de diluição limitante, não foi possível observar parasito em nenhum dos animais. 

Figura 14 – Progressão da doença através das medidas do tamanho de lesão da orelha de 
camundongos. Os animais foram imunizados e desafiados com L. braziliensis. O tamanho da lesão foi 
aferido durante 10 semanas após a infecção com auxílio de paquímetro. (A) Curva de desenvolvimento 
de lesão. A espessura das lesões (em milímetros) é expressa como médias ± SEM. (B) Área sobre a 
curva do tamanho da lesão. p-value < 0,05. 
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Figura 15 - Carga parasitária nos linfonodos dos grupos de animais imunizados. A carga de parasitária 
foi determinada no linfonodo drenante por análise de diluição limitante. Número de parasitos (em 
logaritmo comum, decimal) expresso como as médias ± SD, One-Way ANOVA, seguido de pós teste 
de Tukey. p<0,01. 

 

10.4 RESPOSTA HUMORAL 

Além das avaliações de tamanho de lesão e carga parasitária, foi feita a coleta de sangue 

dos animais para avaliar a resposta imune humoral após as imunizações e o desafio. As coletas 

foram realizadas após cada imunização, 5 semanas após o desafio e 10 semanas após o desafio, 

ao término do experimento. A titulação dos anticorpos foi feita pelo método de ELISA, sendo 

avaliado anticorpos produzidos contra as histonas nucleossomais e o extrato solúvel de 

Leishmania (SLA). 

Em relação aos níveis de IgG total foi possível observar no grupo imunizado com 

Histona + CpG, o aumento da titulação dos anticorpos a cada imunização (Fig. 17 A). Neste 

grupo, o nível dos anticorpos se manteve estável após o desafio quando comparado ao nível 

após a 3ª imunização. Ao final do período de infecção, houve uma redução dos níveis de 

anticorpos. Já nos outros dois grupos, não foi possível detectar anticorpos anti-Histonas em 

nenhum dos pontos experimentais analisados (Fig. 16 A). 

Em relação aos anticorpos anti-SLA, foram avaliados os três grupos citados 

anteriormente e além disto, foi avaliado o grupo imunizado com Li Δlpg. Neste caso, foi 
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avaliado o soro de três semanas e cinco semanas após a imunização, além de sete semanas após 

o desafio e ao final da infecção. Todos os grupos avaliados apresentaram um aumento na 

produção de anticorpos após a infecção e ao final do experimento (Fig. 16 B). O grupo 

imunizado com Histonas + CpG apresentou um nível discretamente mais elevado após as 

imunizações quando comparado aos demais grupos. Ao passo que, o grupo imunizado com Li 

Δlpg revelou menores níveis de anticorpos com o decorrer da infecção. 

Além da avaliação dos níveis de IgG total, foi avaliado os níveis de IgG1 e IgG2a contra 

SLA e histonas (Figura 16 C). Uma vez que a razão entre estes anticorpos auxilia na 

caracterização do perfil de resposta imune induzida pelas imunizações. Desta forma, foi 

avaliado o nível destes anticorpos no ponto final do ensaio (sangria terminal – 10 semanas após 

a infecção). É possível observar razões equilibradas IgG2a/IgG1 (igual a 1) para os grupos 

salina e histona + CpG contra SLA, ao passo que uma resposta de perfil mais Th1 pode ser 

observada nos grupos Li Δlpg e controle CpG (razão igual a 2). Além disto, o perfil de 

anticorpos específicos anti-histona, para o grupo imunizado com Histona + CpG, se mantém 

igual antes (dados não apresentados) e após o desafio apresentando anticorpos somente da 

classe IgG2a, sugerindo uma forte resposta de perfil Th1 contra estes antígenos. 
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Figura 16 - Determinação da resposta humoral após imunização e desafio por ELISA. O ensaio foi 
realizado utilizando o pool do soro dos animais de cada grupo de cada ponto experimental. (A) Titulação 
dos anticorpos IgG anti-histona nucleossomal de L. infantum. (B) Titulação dos anticorpos IgG anti-
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SLA de L. braziliensis. 1ª dose – 14 dias após a 1ª imunização; 2ª dose – 14 dias após a 2ª dose; 3ª dose 
– 28 dias após a 3ª dose; 35 dias após o desafio; 70 dias após o desafio. (C) Titulação dos anticorpos 
IgG1 e IgG2a anti-SLA de L. braziliensis e anti-histona nucleossomal de L. infantum, dados referentes 
a sangria terminal. Os valores acima das barras representam a proporção IgG2a/IgG1. 

 

10.5 RESPOSTA CELULAR 

Uma vacina protetora contra leishmaniose requer uma resposta celular efetiva de perfil 

Th1. Por isso, ao final da infecção, os baços dos animais foram coletados e os esplenócitos 

isolados. As células foram estimuladas com histonas nucleossomais ou com extrato solúvel de 

Leishmania. Após 72 horas de incubação, o sobrenadante das células foi coletado e armazenado 

a -80 °C até a análise. Foi feita a avaliação de 4 citocinas por CBA, foram elas: IFN-γ, IL-6, 

TNF-α e IL-10, foram subtraídos os valores de citocinas produzidos por células não estimuladas 

para cada grupo experimental (os dados brutos estão demonstrados no Anexo 3). Para todas as 

citocinas avaliadas neste ensaio, não houve diferenças estatísticas entre nenhum dos grupos 

analisados (Figura 17).  

Apesar de não haver diferenças significantes entre os grupos apresentados, quando é 

feita a razão entre IFN-γ/IL-10 e TNF-α/IL-10 (Figura 17E -F), é possível observar que as 

células dos animais imunizados com Li Δlpg e reestimuladas com SLA apresentam uma menor 

razão entre as citocinas avaliadas quando comparada ao grupo de células dos animais 

imunizados com Histonas + CpG e reestimulados com histonas. Demonstrando assim, que a 

imunização com Li Δlpg levou uma resposta mais balanceada, enquanto a imunização com 

histonas demonstrou uma resposta de perfil mais inflamatório.  
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Figura 17 – Resposta imune celular de esplenócitos reestimulados. A determinação da concentração das 
citocinas foi feita pelo ensaio de CBA (pg/ml) e expressas pela média ± SEM, One-way ANOVA. Os 
dados representam a diferença em relação ao grupo não estimulado. (E) e (F) Teste t não pareado, p<0,05.
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11. DISCUSSÃO 

O fato de indivíduos curados contra a leishmaniose não voltarem a desenvolver a 

doença, reforça a ideia da possibilidade do desenvolvimento de uma vacina eficaz contra essa 

enfermidade (revisado em GILLESPIE et al., 2016). Desta forma, a comunidade cientifica tem 

reunido esforços para almejar uma vacina protetora contra a leishmaniose. Vêm sendo 

estudadas diversas metodologias, como a utilização de proteínas recombinantes, plasmídeos de 

DNA e parasitos mortos ou nocautes (atenuados) que mimetizam a infecção natural, sem 

promover o desenvolvimento da doença (revisado em REZVAN & MOAFI, 2015). Neste 

capítulo, foram abordadas duas destas estratégias; proteínas recombinantes e parasito atenuado 

de L. infantum como vacinas contra a infecção por L. braziliensis. 

Com o intuito de avaliar as duas metodologias de vacinação estudadas no presente 

trabalho, foi desenvolvido um modelo de imunização e desafio utilizando camundongos 

BALB/c. Para tanto, os animais receberam 3 ou 1 dose de imunização de histonas 

nucleossomais ou de Leishmania nocaute (Li Δlpg), respectivamente. Em seguida, os animais 

foram desafiados com L. braziliensis. Após a infecção, o desenvolvimento da lesão foi 

acompanhado durante 10 semanas.  

Desta forma, foi possível observar que apenas a imunização com a Li Δlpg levou a uma 

redução de 41% da AUC significante do tamanho da lesão. Outros estudos com parasitos 

nocaute já vêm demonstrando proteção contra infecção. Elikaee e colaboradores, 2019, 

observaram que a imunização de camundongos BALB/c com L. major nocaute para o gene p27 

seguida de desafio com L. major, leva a uma redução significativa no tamanho de lesão quando 

comparada ao grupo controle.  

Em contrapartida, o regime vacinal com 3 imunizações com histonas nucleossomais 

associadas ao Oligo CpG, não resultou na redução de lesão quando comparado ao grupo de 

animais não vacinados. Este resultado vai de encontro ao resultado observado por Carneiro e 

colaboradores, 2012. Foi observado que a associação de uma imunização com cDNA das 

histonas nucleossomais seguida de imunização com proteína recombinante de histonas 

nucleossomais de L. infantum associadas ao CpG levou a redução (~58%) do tamanho de lesão 

causada pela infecção por L. braziliensis. Carrion e colaboradores, 2008, também observaram 

redução do tamanho de lesão após 3 doses de imunização de DNA contendo as 4 histonas 

nucleossomais (H2A, H2B, H3 e H4) após desafio com L. major. Além disto, foi concluído que 

a redução da lesão só ocorre quando a vacinação é feita com DNA das 4 histonas nucleossomais. 
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Ao final do período de infecção, os animais foram eutanaziados, e os linfonodos 

drenantes foram coletados a fim de avaliar a carga parasitária neste órgão. Os resultados 

apresentados mostram que todos os grupos de animais imunizados tiveram uma redução 

significativa na carga parasitária nos linfonodos (26,7 – 37,8 %) quando comparada ao grupo 

não imunizado (salina). Em relação à análise dos grupos histona + CpG e CpG, não houve 

diferença entre eles. Este resultado levanta a hipótese de que a redução observada na carga 

parasitária do grupo histona + CpG pode ser derivada de um efeito inespecífico provocado pela 

presença deste adjuvante. Carneiro e colaboradores, 2012, observaram uma redução (~30%) na 

carga parasitária no linfonodo após 5 semanas de infecção no grupo imunizado com regime de 

prime-boost (DNA + CpG), mesmo quando foi utilizado o DNA controle (vetor vazio). Este 

fato reforça o efeito inespecífico provocado pela presença deste oligonucleotídeo.  

Em relação ao grupo imunizado com Li Δlpg, também foi possível observar uma 

redução significativa da carga parasitária no linfonodo dos animais. Além disto, a diluição 

limitante dos baços não indicou a presença dos parasitos nocaute neste órgão. O que nos leva a 

acreditar que esta metodologia garante uma redução de lesão sem causar efeitos associados a 

patologia. Adicionalmente, ensaios in vitro utilizando estes parasitos (NOCAUTE) 

demonstraram redução significativa (~83%) na infecção de neutrófilos humanos quando 

comparado ao parasito selvagem (JESUS-SANTOS et al., 2020) Além disto, ensaios 

preliminares de infecções in vivo (BALB/c) utilizando uma carga muito mais elevada de 

parasitos (108/animal) demonstram que o “fitness” destes parasitos é muito reduzido, quando 

comparado com L. infantum selvagem, como demonstrado pela recuperação de um 

porcentagem menor de parasitos (no baço) após 12 semanas de infecção em relação aos 

controles (Jesus-Santos, comunicação pessoal).  Santi e colaboradores, 2018, observaram que 

o desafio com L. infatum nocaute para o gene KHARONI 1 (ΔLikh1) em camundongos BALB/c 

e C57BL/6 apresenta uma redução na carga parasitária quando comparada a Leishmania 

selvagem. Além disto, a imunização com 107 parasitos/animal de ΔLikh1 em camundongos 

BALB/c seguida de desafio com o parasito selvagem leva a redução da carga parasitária no 

baço e fígado quando comparado aos animais não imunizados.  

A presença de anticorpos da subclasse IgG2a tem sido associada a proteção em modelos 

experimentais para Leishmania (revisado em DAY, 2007). Desta forma, foram avaliados os 

níveis de IgG total contra as histonas nucleossomais e SLA de L. braziliensis. O grupo 

imunizado com histonas + CpG apresentou um aumento gradativo no nível de IgG total com o 

decorrer das imunizações, mas que não se refletiu em uma resposta anamnéstica após o desafio. 
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Os grupos não imunizado e imunizado apenas com CpG não apresentaram níveis elevados de 

anticorpo, além de não haver aumento na titulação mesmo após a infecção. Já em relação aos 

níveis de anticorpos contra antígenos solúveis de L. braziliensis, só foi possível observar 

aumento dos níveis de IgG total após o desafio em todos os grupos avaliados (imunizados e não 

imunizados).  

Visando esclarecer o perfil de resposta imune induzida nos diferentes grupos 

experimentais, avaliamos os níveis das subclasses, IgG1 e IgG2a. É sabido que a presença de 

IgG1 está associada a uma resposta de perfil mais Th2, ao passo que, a maior presença de IgG2a 

é ligada a resposta mais Th1 (GRODELAND et al., 2015). O grupo Histonas associada a CpG 

apresentou um nível similar destes anticorpos, enquanto grupo imunizado com Li Δlpg mostrou 

um maior nível de IgG2a quando comparado ao IgG1. Agallou e colaboradores, 2012, 

demonstraram que 16 semanas após o desafio em animais imunizados com células dendríticas 

pulsadas com histona H1-GST e CpG apresentaram uma produção similar de IgG1 e IgG2a, 

demonstrando uma resposta imune mista entre Th1 e Th2. Em contrapartida, os camundongos 

que não apresentaram proteção têm uma dominância do isótipo IgG1. Além disto, Elikaee e 

colaboradores (2019), demonstraram que os animais imunizados com L. major nocaute para o 

gene p27 e desafiados com L. major apresentaram um maior nível de IgG2a quando comparado 

ao grupo não imunizado, associado a proteção, vista pela redução do tamanho de lesão e carga 

parasitária. Desta forma, a partir dos dados mostrados anteriormente, é possível associar uma 

possível proteção (redução do tamanho da lesão ou tempo de cicatrização) contra leishmaniose 

com um maior nível de IgG2a. 

Por fim, foi feita a análise da resposta imune celular ao final do período de infecção. 

Desta forma, foram analisadas 4 citocinas, TNF-α, IFNγ, IL-6 e IL-10, sendo que as três 

primeiras são associados a uma resposta de perfil Th1 e o IL-10 é de perfil Th2/regulatório. 

Apesar de não haver diferença estatística entre os grupos avaliados, é possível observar uma 

menor produção de citocinas inflamatórias no grupo Li Δlpg, a partir da avaliação da razão entre 

as citocinas inflamatórias (IFNγ e TNF-α) e a citocina regulatória (IL-10). Este perfil pode estar 

associado a redução do tamanho de lesão após o desafio por este grupo.  

Carneiro e colaboradores (2012) observaram que linfócitos TCD8+ isolados do 

linfonodo drenante após 5 semanas de infecção apresentaram uma maior presença de TNF-α no 

grupo de animais imunizados com DNA seguido de prime-boost com histonas recombinantes 

mais CpG quando comparado ao grupo não imunizado. Desta forma, seria interessante avaliar 
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a resposta imune nos linfonodos drenantes da orelha dos animais imunizados com Histona + 

CpG e Li Δlpg. Além disto, foi visto que esplenócitos reestimulados de animais imunizados 

com L. major p27-/- apresentam uma maior produção de IFN-γ e uma redução de IL-4 quando 

comparado ao grupo não imunizado. Este resultado foi visto 4 ou 12 semanas após o desafio 

com L. major (ELIAKEE et al., 2019).  

Em suma, é possível perceber que a imunização com histonas nucleossomais de L. 

infantum associadas a CpG não foi capaz de levar a proteção contra o desafio com L. 

braziliensis. Em contrapartida, a imunização com Li Δlpg parece ser mais promissora, pois 

levou a uma redução significativa no tamanho da lesão após a infecção com L. braziliensis. 

Apesar disto, novos ensaios para a melhor avaliação da resposta celular nos linfonodos 

drenantes são necessários. Além disso, é necessário a repetição do ensaio de imunização e 

desafio com novos controles, como a imunização com o parasito selvagem na mesma 

concentração do nocaute.  
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12. CONCLUSÕES 

No presente trabalho observamos que foi possível produzir nanopartículas de carga 

positiva e negativa, e estas apresentaram uma estabilidade por pelo menos 30 dias. Apesar do 

sucesso na obtenção das nanopartículas, não foi observado efeito adjuvante sobre células 

dendríticas, a partir do encapsulamento de albumina. Com isso, foi avaliado a proteção das 

histonas nucleossomais associadas ao CpG in vivo. 

A imunização de camundongos BALB/c com histonas nucleossomais de L. infantum 

não conferiu proteção contra a infecção por L. braziliensis. Enquanto a imunização com L. 

infantum nocaute para o gene LPG2 garantiu uma redução significativa do tamanho da lesão 

dos animais após desafio por L. braziliensis, caracterizada pela mudança na razão de citocinas 

inflamatórias em relação à citocina regulatória IL-10. A utilização de parasitos nocaute se 

mostrou uma estratégia promissora no desenvolvimento de uma vacina contra a leishmaniose.  
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ANEXOS 

 

Anexo 1 – NLS positivo. Com ou sem Ovalbumina. 

Formulação Z-average (nm) Índice de polidispersão Potencial zeta (mV) 

Vazia 257,2 0,45 + 51,9 

OVA 304,9 0,45 + 48,6 

 

Anexo 2 – NLS negativo. Com ou sem Ovalbumina. 

Formulação Z-average (nm) Índice de polidispersão Potencial zeta (mV) 

Vazia 261,3 0,29 - 31,9 

OVA 160,3 0,16 - 32,9 

 

Anexo 3 – Produção de citocinas de esplenócitos reestimulados com histonas ou SLA. Os dados 
são expressos pela média ± SEM, One-way ANOVA, seguido do pós teste de Tukey. p<0,05. 
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Anexo 4 – Artigo publicado 1 (FARIAS et al., 2019). 

Neste trabalho, foi estudado uma classe de proteínas de S. mansoni, as VALs (venom 

allergen-like). A minha participação consistiu em análises in sílico, na qual foi possível avaliar 

a presença destas proteínas nos diferentes estágios do ciclo evolutivo do parasito através da 

análise de dados já publicados.  
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Anexo 5 – Artigo publicado 2 (QUADROS et al., 2020).  

 No seguinte trabalho, foi feito o desenvolvimento e avaliação de nanopartículas 

poliméricas contendo um peptídeo recombinante, adrenomodulina-2, para uso em terapia para 

angiogêneses. A minha participação foi na etapa de determinação da eficiência de 

encapsulamento do peptídeo nas nanopartículas através do ensaio de SDS-PAGE. 
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Anexo 6 – Artigo publicado 3 (LOBO-SILVA et al., 2020). 

 Neste trabalho, foi avaliado o efeito da droga GSK-J4 sobre parasitos de S. mansoni. 

Participei na avaliação das estruturas de vermes adultos tratados com a droga através de 

microscopia confocal. 

 

 

 


