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Resumo 

 

A leishmaniose visceral é causada pela Leishmania chagasi (sinonímia 

Leishmania infantum) e para se evitar a transmissão da doença, o 

desenvolvimento da vacina anti-leishmaniose visceral canina (LVC) é 

considerada a principal estratégia racional. Neste contexto, diferentes estudos 

propõem que seria possível um incremento na imunogenicidade vacinal anti-

Leishmania ao se realizar o encapsulamento do antígeno. O objetivo deste 

estudo foi produzir partículas sub-micrométricas (SMP), com potencial para 

encapsular antígenos candidatos contra Leishmania em modelo murino e 

analisar o perfil inflamatório e toxicidade. Neste contexto foi realizada a 

produção de partículas a partir da reação entre a fase oleosa, contendo 

diferentes concentrações de Ácido Polilático (PLA) e acetona, e a fase aquosa, 

contendo diferentes concentrações de quitosana, antígeno de Leishmania 

braziliensis e água. Após evaporação do solvente, o tamanho das partículas foi 

analisado por espectroscopia de correlação de fótons, após diluição das 

amostras em água ultra-pura. O tamanho das SMPs obtidas variou entre 

200nm e 1200μm, demonstrando variação dependente da concentração dos 

constituintes utilizados. Além disso, foi obtido potencial zeta variando entre 

+57,0 e +71,6, apresentando 64% de eficiência de encapsulamento antigênico, 

o que demonstrou a elevada plasticidade dos materiais usados na produção 

das partículas. Desta maneira, foi realizada análise da toxicidade e perfil 

inflamatório. Nesta etapa, foram analisados três grupos (n=5/tempo) de 

camundongos BALB/c, que foram acompanhados por até 72 horas após o 

inóculo intradérmico. Vale destacar que os diferentes inóculos foram realizados 

na região dorso-lombar, em volume de 100L, sendo avaliados os seguintes 

grupos experimentais: (i) grupo controle (C) inoculado com de solução salina 

estéril 0,85%, (ii) grupo partícula branca 1 (PB1) composto pelo inóculo 

correspondente a solução de SMP capazes de encapsular 60µg de antígeno de 

L. braziliensis, medindo em torno de 800nm, e, (iii) grupo partícula branca 2 

(PB2) composto pelo inóculo correspondente a solução de SMP capazes de 

encapsular 60µg de antígeno de L. braziliensis, medindo em torno de 400nm. 

As análises, após os diferentes inóculos, foram realizadas em cinco tempos 
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distintos (1/6/24/48/72 horas). Assim, após cada um dos tempos os animais 

foram submetidos a eutanásia para coleta de material biológico. Neste sentido, 

o soro foi coletado antes e após 72 horas dos diferentes inóculos para análise 

da função hepática (ALT, AST) e renal (ureia e creatinina). Além disto, após os 

diferentes tempos avaliados, um fragmento de pele da região do inóculo foi 

destinado a histopatologia, análise de ativação celular por NAG e MPO, e 

dosagem de citocinas. Não foram observadas alterações locais (nódulo ou 

ulceração), clínicas e comportamentais, bem como na função hepática e renal. 

Em relação as análises histopatológicas, a cinética inflamatória revelou 

infiltrado polimorfonuclear moderado no grupo C, com redução da inflamação 

local, em 24 horas. Para as PB1 e PB2, após 48 horas do inóculo, foi 

observado um infiltrado polimorfonuclear variando de moderado a intenso, com 

hiperemia, macrófagos e linfócitos distribuídos em toda a derme. Após 72 horas 

do inóculo houve resolução da inflamação no grupo PB1. Por outro lado, o 

grupo PB2 apresentou manutenção do infiltrado inflamatório, com redução de 

polimorfonucleares e aumento de células mononucleares, confirmados pela 

análise dos níveis NAG e MPO (macrófagos e neutrófilos, respectivamente) e 

presença das citocinas IL-6 e TNF-α. Diante do exposto, neste estudo foi 

possível concluir que ambas as PSM avaliadas (PB1 e PB2) são potenciais 

indutoras de inflamação local, sem causar alterações locais e sistêmicas aos 

animais. Deste modo, estas partículas poderiam ser utilizadas em formulações 

vacinais anti-Leishmania apresentando a vantagem de desencadear reação 

inflamatória local (efeito adjuvante), além de serem capazes de encapsular 

antígenos de L. braziliensis.  
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Abstract 

 

Visceral leishmaniasis is caused by Leishmania chagasi (synonym Leishmania 

infantum) and to prevent the transmission of this disease, the development of 

anti-canine visceral leishmaniasis (CVL) vaccine is considered the main rational 

strategy. In this context, several studies suggest that it would be possible an 

increase in anti-Leishmania vaccine immunogenicity when performing 

encapsulation of the antigen. The aim of this study was to produce and analyze 

the inflammatory profile and toxicity of sub-micrometer particles (SMP) with the 

potential to encapsulate candidate antigens against Leishmania in a murine 

model. In this context, particle production was carried out from the reaction 

between the oily phase, containing different concentrations of polylactic acid 

(PLA) and acetone, and the aqueous phase, containing different concentrations 

of chitosan, Leishmania braziliensis antigen and water. After evaporation of 

solvent, the particle size was analyzed by photon correlation spectroscopy after 

diluting the samples in ultra-pure water. The size of SMPs obtained varied 

between 200nm and 1200μm, demonstrating variation dependent of 

concentration of constituents used. In addition, the zeta potential was obtained 

ranging between +57.0 and +71.6, with 64% efficiency of antigen encapsulation, 

which demonstrated the high plasticity of the materials used in the production of 

the particles. Thus, analysis of the toxicity and inflammatory profile was 

performed. At this stage, three groups (n=5/time) of BALB/c mice, who were 

followed for up to 72 hours after intradermal inoculation were analyzed. The 

different inoculations were performed in the dorsal-lumbar region (volume 

100µL). The following experimental groups studied were: control group (C) 

inoculated with sterile saline 0.85% (i), (ii) white particle group 1 (PB1) 

comprises the corresponding inoculum solution SMP capable of encapsulating 

60μg antigen of L. braziliensis measuring about 800nm, and (iii) white particle 

group 2 (PB2) comprises the corresponding inoculum solution SMP capable of 

encapsulating 60μg of the L. braziliensis antigen, measuring around 400nm. 

The analysis after the different inocula were made at five different times 

(1/6/24/48/72 hours). Thus, after each time the animals were euthanized for 

collection of biological material. In this sense, serum was collected before and 
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72 hours after the different inocula for analysis of liver function (ALT, AST) and 

kidney (urea, creatinine). In addition, after the different time periods studied, a 

fragment of the skin region of the inoculum was intended for histopathology 

analysis of cell activation by NAG and MPO, and measurement of cytokines. 

Nonlocal (lump or ulceration), clinical and behavioral changes were observed, 

as well as liver and kidney function was regular. Regarding the histopathological 

analysis, the inflammatory infiltrate kinetics revealed moderate 

polymorphonuclear in group C, with reduced local inflammation in 24 hours. 

PB1 and PB2 showed 48 hours after inoculation a polymorphonuclear infiltrate 

ranging from moderate to intense, with hyperemia, macrophages and 

lymphocytes distributed throughout the dermis. After 72 hours it was observed 

resolution of inflammation in PB1 group. On the other hand, the PB2 group 

showed maintenance of the inflammatory infiltrate, with reduction of 

polymorphonuclear and increase of mononuclear cells, as confirmed by 

analysis of NAG and MPO levels (macrophages and neutrophils, respectively) 

and the presence of IL-6 and TNF-α. Given the above, in this study it was 

concluded that both the evaluated SMPs (PB1 and PB2) are potential inducers 

of local inflammation without causing local and systemic changes to animals. 

Thus, these particles could be used in vaccine formulations against Leishmania 

and have the advantage of eliciting a local inflammatory response (adjuvant 

effect), and are able to encapsulate antigens of L. braziliensis. 
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1.1. Considerações gerais a respeito das leishmanioses 

Segundo estimativas da Organização Mundial da Saúde (OMS), mais 

de 12 milhões de pessoas apresentam-se infectadas pelas leishmanioses e a 

cada ano ocorrem aproximadamente 2 milhões de novos casos em todo o 

mundo. Ainda, segundo o índice DALY (Disability-Adjusted Life Years), 

expresso em anos de vida perdidos devido à incapacidade, perdem-se dois 

milhões de anos na totalidade de vida devido às leishmanioses (Antinori et al., 

2012; WHO, 2011). Neste contexto, a leishmaniose é considerada a segunda 

mais importante protozoose do mundo, estando entre as seis endemias de 

maior relevância e apresentando em torno de 350 milhões de pessoas com 

risco de contrair a doença. Outra característica importante é o aspecto global 

da doença, já que ela apresenta prevalência em 88 países, sendo 72 países 

em desenvolvimento (Desjeux, 2004; WHO, 2012). 

As leishmanioses são causadas por protozoários tripanossomatídeos 

do gênero Leishmania (Ross, 1903). O gênero Leishmania engloba várias 

espécies de organismos unicelulares cujo ciclo de vida heteroxeno envolve 

basicamente dois estágios. O primeiro estágio ocorre no hospedeiro 

invertebrado, no qual se encontram as formas promastigotas flageladas. Por 

sua vez, no segundo estágio, a forma amastigota é encontrada nos 

hospedeiros vertebrados que, além do homem, incluem uma grande variedade 

de mamíferos (Lainson & Shaw, 1987) 

 A transmissão das espécies causadoras das leishmanioses se dá por 

insetos pertencentes à família Psychodidae, subfamília Phlebotominae e ao 

gênero Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo. Neste 

contexto, as fêmeas infectadas por Leishmania spp. fazem o repasto 

sanguíneo em hospedeiros vertebrados inoculando, desta forma, as formas 

infectantes promastigotas metacíclicas (Sacks, 1989). As formas infectantes 

são, então, fagocitadas por células no sítio da infecção, como os macrófagos. 

No entanto, em macrófagos estes parasitos conseguem sobreviver, o que 

permite que haja diferenciação em formas amastigotas dentro dos vacúolos 

parasitóforos. Após sucessivas divisões binárias, ocorre a ruptura do 

macrófago e as formas amastigotas, que invadem novos fagócitos, podem a 

partir da pele, ser ingeridas por fêmeas dos flebotomíneos. No intestino médio 

destes insetos, as formas amastigotas sofrem diferenciação em promastigotas, 



 

7 

seguida de metaciclogênese, sendo novamente capaz de transmitir o parasito 

ao hospedeiro vertebrado (Lainson & Shaw, 1987; Sacks, 1989; Kaye et al., 

2011). 

A OMS divide as leishmanioses em quatro formas clínicas distintas: 

forma cutânea, forma mucocutânea, forma cutâneo-difusa e a forma visceral 

(Croft et al., 2001). Em relação à LV, Lainson & Shaw (1987) agruparam as 3 

espécies causadoras no subgênero Leishmania, sendo estas pertencentes ao 

complexo Donovani. Entre as espécies causadoras presentes neste complexo 

estão: Leishmania (L.) donovani (Laveran & Mesnil, 1903), Leishmania (L.) 

infantum (Nicolle, 1908) presentes no Velho Mundo e Leishmania (L.) chagasi 

(Cunha & Chagas, 1937) no Novo Mundo. Atualmente, mesmo apresentando 

nomes e localizações geográficas distintas, as espécies Leishmania (L.) 

chagasi e Leishmania (L.) infantum são consideradas a mesma espécie em 

função de estudos em Biologia Molecular (Maurício et al., 2000). 

A leishmaniose visceral (LV) é uma doença endêmica em 65 países e 

apresenta incidência anual de aproximadamente 500.000 novos casos. Destes 

casos, 90% apresentam-se concentrados em países como Bangladesh, Brasil, 

Índia e Nepal, sendo que o Brasil concentra aproximadamente 90% das 

ocorrências no continente americano com incidência em 21 estados, sendo a 

região nordeste responsável por 70% dos casos (Desjeux, 2004; Harhay et al., 

2011). Em 2011 foi relatada a incidência de 3.894 casos de LV no Brasil, sendo 

que 262 indivíduos evoluíram a óbito (SINAN/SVS/MS, 2011). 

Em humanos, a LV apresenta um amplo espectro de manifestações 

clínicas, o que ratifica a doença ser considerada multifacetada. Neste contexto, 

a doença apresenta-se em quadros que evoluem de assintomáticos a formas 

sintomáticas com sinais sistêmicos como febre, anemia, trombocitopenia, 

neutropenia, hepato e esplenomegalia, perda de peso e hipergamaglobulinemia 

(Ashford, 2000; Griesven & Diro, 2012). Os pacientes também apresentam 

elevado risco de apresentarem infecções intercorrentes, como otite média, 

infecções gastrointestinais e pneumonia, tendo os pacientes portadores do 

vírus HIV, risco 10 vezes maior de desenvolver a doença (Alvar et al., 2008).  

 O diagnóstico da leishmaniose visceral humana (LVH) é de difícil 

realização em função do amplo espectro de manifestações da doença, pela 

semelhança dos sintomas com doenças como malária e tuberculose, da 
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possibilidade de ocorrência de co-infecções e da dificuldade de localização do 

parasito por métodos parasitológicos diretos (Singh et al., 2006). Neste 

contexto, o conjunto de etapas a serem realizadas para que se conclua o 

diagnóstico baseia-se principalmente em características clínicas e 

epidemiológicas (Singh et al., 2006), achados parasitológicos (Chappuis et al., 

2007; Srivastava et al., 2011), métodos imunológicos (Srivastava et al., 2011) e 

métodos moleculares (Bastrenta et al., 2003; Rassi et al., 2007; Reithinger & 

Dujardin, 2007; Silva et al., 2012). A associação dos métodos laboratoriais é 

necessária para se chegar a um diagnóstico final, mas nem sempre conclusivo, 

devido a problemas relacionados à sensibilidade e/ou reatividade cruzada 

(Silva et al., 2012). 

Em relação ao tratamento da LVH, as opções existentes ainda são 

consideradas limitadas e apresentam desempenho considerado não 

satisfatório. A dose de tratamento recomendada para uso no Brasil é de 

20mg/Kg/dia do antimoniato de N-metil glucaminapentavalente (Sb5+) por via 

endovenosa ou intramuscular por, no mínimo, 20 dias e, no máximo, 40 dias. 

Neste contexto, os principais problemas relacionados ao tratamento da LVH se 

dão pelo fato de que as drogas são consideradas muito tóxicas, o que ocasiona 

efeitos colaterais como pancreatite, hepato, nefro e cardiotoxicidade, 

principalmente (Sundar et al., 2001; Alvar et al., 2006; Ministério da Saúde, 

2006). 

Do ponto de vista epidemiológico, os cães exercem importante papel 

na manutenção do parasito, sendo considerados os principais reservatórios 

domésticos de Leishmania chagasi (Deane & Deane, 1962). Quando 

confirmada positividade sorológica, a estratégia adotada por centros de 

zoonose é o recolhimento do animal e a sua eutanásia, já que diferentes 

estudos demonstram que este procedimento pode reduzir a incidência de LV 

(Magalhães et al., 1980; Ashford et al., 1993). 

Diante do exposto, medidas de controle são imprescindíveis para 

contenção do avanço da doença. Neste contexto, o Ministério da Saúde do 

Brasil (MS) preconiza um tripé de atividades com o objetivo de controlar os 

casos de LVH através da interrupção na cadeia de transmissão do parasito. 

Este tripé inclui o diagnóstico precoce e tratamento de casos humanos de LV, a 

eliminação do inseto vetor através da utilização de inseticidas residuais em 
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áreas urbanas e periurbanas e, por fim, a eutanásia de cães soropositivos para 

Leishmania (MS, 2006). Estas medidas, no entanto são caras e ainda não 

apresentaram resultado efetivo na redução de novos casos da doença. 

Considerando toda a problemática envolvendo o tripé de atividades 

preconizado pelo MS para conter o avanço da doença, uma vacina anti-

leishmaniose visceral canina (LVC) que fosse efetiva e pudesse contribuir em 

programas de controle seria considerada a melhor estratégia a ser utilizada. 

Esta estratégia seria capaz de boquear o ciclo do parasito, resultando no 

controle da LV. Neste sentido, diversos pesquisadores vêm buscando 

respostas para a prevenção da LVC. No entanto, até o momento, ainda não há 

relatos em literatura de uma vacina comprovadamente eficaz para uso nestes 

programas, o que torna importante o estabelecimento de plataformas de testes 

pré-clínicos e clínicos, bem como a pesquisa e o desenvolvimento de novos 

candidatos vacinais que sejam seguros e efetivos (Gradoni, 2001; MS, 2006; 

Costa et al., 2011). 
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2.2 A resposta imune anti-Leishmania 

A resposta imune contra parasitos do gênero Leishmania envolve 

mecanismos inatos e adaptativos. Neste contexto, na década de 1980 foram 

identificados dois tipos de respostas dicotômicas, em camundongos infectados 

por Leishmania major (Mossman et al., 1986; Heinzel et al., 1989). Neste 

estudo, a resposta de resistência foi caracterizada por um perfil imunológico 

com a presença de LT CD4+, denominados T helper1 (Th1), produtores de 

citocinas pró-inflamatórias como IFN-γ e IL-12. Por outro lado, a resposta 

relacionada a susceptibilidade apresentaria um perfil imunológico com 

presença de LT CD4+, denominados T helper2 (Th2), produtores de citocinas 

anti-inflamatórias como IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 (Mossman et al., 1986; Heinzel 

et al., 1989; Webb et al., 1998).  

Sabe-se, no entanto, que atualmente existem diferentes tipos celulares 

que podem estar envolvidos no processo relacionado ao balanço de citocinas 

responsáveis pelo mecanismo resistência/susceptibilidade, sendo estes 

compostos por células NK, diversas populações de LT CD4+ (Th1, Treg, Th9), 

LT CD8+ e LB. Neste contexto, a resposta protetora contra L. chagasi e L. 

donovani, causadoras da LV, é considerada dependente da ativação e 

desenvolvimento de uma resposta imune predominantemente do tipo I 

(McMahon-Pratt & Alexander, 2004; Alexander & Brombacher, 2012). 

Em modelo murino, no entanto, já foi observado que a produção de IL-

12 por células apresentadoras de antígeno (APCs), macrófagos e células 

dendríticas (DC) induz a diferenciação de células Th1 e produção de IFN-γ, o 

que auxilia na ativação de macrófagos e, consequentemente, na produção de 

óxido nítrico (NO), ocasionando a morte do parasito nestas células (Barbi et al., 

2009). Já foi observado também que a produção de IL-4 por LT modula a 

resposta imune regulando a secreção ou inibindo efeitos protetores de citocinas 

do tipo I, o que ocasiona susceptibilidade ao parasito por parte do hospedeiro 

(Miralles et al., 1994).  

Neste contexto, em camundongos vacinados com o antígeno 

recombinante A2 e desafiados por L. donovani foi observada a indução de um 

perfil misto de resposta imunológica, com produção de IFN-γ e IL-4, e 

consequente redução da carga parasitária (Ghosh et al., 2002). Neste sentido, 

uma resposta baseada no balanço de um perfil misto de citocinas pode induzir 
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a redução da carga parasitária e também os danos teciduais causados por uma 

resposta exacerbada exclusivamente do tipo I (Ghosh et al., 2002). 

Por fim, em relação à resposta imune humoral, observou-se que a 

presença de LB e anticorpos foram fatores que contribuíram para a 

susceptibilidade dos modelos estudados à infecção pelo parasito, sendo 

constatada relação entre a produção de IL-10, IgM e IgG (Deak et al., 2010; 

Ronet et al., 2010). Destaca-se que alguns estudos procuram associar a 

presença de determinados subtipos de IgG aos perfis de respostas baseados 

em citocinas do tipo I ou II e, consequentemente, à proteção ou 

susceptibilidade, respectivamente. Neste contexto, Alexander & Brombacher 

(2012) sugerem a ocorrência de uma associação entre a resposta do tipo I e a 

produção de IgG2a e IgG2b, e a resposta do tipo II com a produção de IgG1 e 

IgE. 

Desta maneira, espera-se que um candidato vacinal anti-Leishmania 

seja capaz de induzir mecanismos inatos e adaptativos da resposta imune, 

sendo que é de fundamental importância que haja um balanço entre as 

respostas baseadas em citocinas Th1 e Th2, bem como a produção de 

imunoglobulinas relacionadas ao perfil pró-inflamatório de citocinas. 

 

2.3. Modelos experimentais utilizados em vacinas anti-Leishmaniose 

Visceral 

No contexto de estudo de vacinas, o planejamento bem executado de 

um desenho experimental e a escolha correta do modelo são fundamentais. 

Neste sentido, Reis et al (2010) apresentam diversos modelos que vêm sendo 

utilizados em ensaios para o desenvolvimento e teste de candidatos vacinais 

anti-LV. Desta maneira, o modelo murino é amplamente utilizado, já que 

apresenta características como a facilidade de manejo, o baixo custo, curto 

tempo de experimentação e a flexibilidade de utilização para uma ampla gama 

de reagentes imunológicos (Garg & Dube, 2006). Estas características 

contrapõem a utilização do cão como modelo experimental em estudos iniciais 

clínicos e pré-clínicos, já que apresenta elevado custo de manutenção, longo 

período de experimentação e, assim como o hamster, pouca disponibilidade de 

reagentes (Garg & Dube, 2006). 
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No entanto, o modelo murino também apresenta algumas limitações. 

Neste contexto, vale ressaltar a dificuldade da visceralização do parasito. Desta 

maneira, diferentes trabalhos vêm relatando a utilização de altas doses do 

parasito (100 a 1000 vezes maior do que a infecção natural) por via 

endovenosa (e.v.) ou intraperitoneal (i.p.), pois a infecção natural ou 

subcutânea/intradérmica podem não resultar na progressão da infecção (Melby 

et al., 1998; Rolão et al., 2004; Maia et al., 2011). 

No contexto da utilização de camundongos, diversas linhagens têm 

sido utilizadas na pesquisa de imunoprofiláticos anti-LV, como o camundongo 

Suíço Albino (Swiss), uma linhagem resultante de acasalamentos randômicos 

e, consequentemente, com grande variabilidade genética; e as linhagens 

isogênicas BALB/c e C57BL/6, resultantes de acasalamentos entre irmãos, o 

que permite que estas linhagens apresentem uniformidade genética (Andrade 

et al., 2002).  

Mais ainda, a linhagem BALB/c é a mais utilizada em estudos de 

candidatos vacinais anti-LV, já que apresentam background genético para uma 

resposta imune do tipo II, diferente dos animais da linhagem C57BL/6, que 

apresenta um perfil de resposta imune do tipo I (Leclercq et al., 1996). Este fato 

torna os camundongos BALB/c mais susceptíveis à infecção na LV, sendo 

controlada apenas em fases mais tardias da doença através da resposta imune 

adaptativa (Leclercq et al., 1996). 

Desta maneira, em estudos utilizando-se camundongos BALB/c e 

infecção intravenosa com L. chagasi, observou-se nestes animais o 

desenvolvimento de hepatoesplenomegalia, característica resultante da 

manutenção de alta carga parasitária nestes órgãos por longo período de 

tempo (Leclercq et al., 1996; Smelt et al., 1997). As citocinas IL-12 e IFN-γ, 

secretadas por células T CD4+ e células T CD8+ são considerados como 

fatores determinantes para o controle da forma visceral no modelo murino, 

demonstrando a importância da indução de mecanismos efetores da imunidade 

adaptativa em estudos de candidatos vacinais anti-LV (Murray et al., 2005). 

Neste sentido, com base nas características acima mencionadas, a 

utilização do modelo murino BALB/c no estudo de candidatos anti-LVC é 

interessante haja vista a uniformidade genética da linhagem e o perfil de 
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desenvolvimento da doença, compatível com o estudo de candidatos vacinais 

contra a LV. 

 

2.3. Adjuvantes em vacinas anti-leishmaniose visceral 

Segundo a OMS, a imunoprofilaxia é a melhor estratégia para o 

combate e controle de doenças infecciosas por meio da eliminação do agente 

infeccioso e de seus produtos tóxicos, bem como a ativação do sistema imune 

(O’Hagan & Valiante, 2003). 

Em relação ao funcionamento vacinal, a indução de resposta 

adaptativa e geração de memória imunológica, e a apresentação antigênica 

para LT virgens, de ocorrência nos linfonodos, é de grande importância. Neste 

contexto, a interação de moléculas de superfície celular entre LT e APCs 

desencadeia uma cascata de eventos de sinalização intracelular e estimula a 

proliferação e expansão clonal de LT e LB de memória com diferentes 

fenótipos funcionais, o que permite uma indução mais rápida e efetiva do 

sistema imune em contatos subsequentes com o mesmo antígeno, somando-

se o auxílio dos mecanismos inatos de defesa imunológica (Meheus et al., 

2010). 

Neste contexto, os adjuvantes (do latim – adjuvare – ajudar) 

apresentam papel fundamental no aumento da magnitude da resposta imune 

frente a uma vacina, já que, em sua maioria, estimulam a captação antigênica 

pelas APCs e têm se tornado cada vez mais importantes para guiar o tipo de 

resposta adaptativa a fim de se produzirem as formas mais eficazes de 

imunidade para cada tipo de patógeno (O’Hagan & Valiante, 2003; Coffman et 

al., 2010). O que se espera de um adjuvante é que ele seja capaz de induzir 

resposta efetiva de modo que seja pouco tóxico e seja capaz de reduzir a 

quantidade de doses vacinais, bem como a quantidade de antígeno utilizado na 

formulação, com consequente redução de custos. 

A classificação dos adjuvantes baseia-se no modo de ação, sendo que 

estes podem agir como veículos de entrega, liberando o antígeno lentamente e 

permitindo maior tempo de fagocitose e contato com as células do sistema 

imune; outros aumentam e induzem um determinado tipo de resposta 

imunológica ou são agonistas de receptores do tipo Toll. Atualmente, alguns 
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adjuvantes estão regulamentados e liberados para utilização em vacinas de 

humanos, sendo estes o hidróxido de alumínio (Alumen), o fosfato de alumínio, 

o Monofosforil Lipídeo A (MPL) e a saponina (Storni et al., 2005; Cluff, 2010; 

Raqupathi et al., 2011). Entretanto, para uso animal e experimental existem 

diversos tipos, como o hidróxido de alumínio, emulsões (água/óleo, 

água/óleo/água, óleo mineral e óleo vegetal), cápsulas e partículas sub-

micrômicas, proteínas carreadoras, saponina, entre outros (Spickler & Roth, 

2003; Storni et al., 2005; Baumgartner & Malherbe, 2010; Coffman et al., 2010; 

Danesh-Bahreini et al., 2011). 

Um adjuvante ideal para utilização em testes de candidatos vacinais 

anti-Leishmania seria aquele que induzisse resposta imune com ativação de 

células T CD4+ e CD8+, bem como um perfil predominante de citocinas do tipo 

I. Neste contexto, a saponina é um adjuvante veterinário licenciado e que 

apresenta estas características. As saponinas pertencem a um grupo de 

glicosídeos triterpênicos obtidos da casca de árvores da espécie Quillaja 

saponaria, encontradas na América do Sul (Andes), com propriedades 

farmacológicas (Cox & Coulter, 1997; Sparg et al., 2004). A saponina pode ser 

usada na forma de extrato bruto, parcialmente purificada (Quil A) ou altamente 

purificada (QS-21). A indução de resposta imune do tipo I (Linfócitos T CD4+  

Th1, citotoxicidade mediada por LT CD8+ e produção de IgG2a) está 

provavelmente ligada à presença do radical Acil presente na saponina, o que 

possibilita seu uso frequente como adjuvante em formulações veterinárias (Cox 

& Coulter, 1997; Liu et al., 2002). Possivelmente, as saponinas são os 

adjuvantes ideais para serem utilizados em ensaios vacinais contra Leishmania 

spp (Ravindran & Ali, 2004; Giunchetti et al., 2007; Vitoriano-Souza et al., 

2012). Neste contexto, foi observado por Vitoriano-Souza et al. (2012) que a 

saponina é capaz de aumentar o infiltrado celular local além de induzir aumento 

dos níveis de IL-2, IL-6 e IL-4. Apesar de relatos de que este adjuvante causa 

hemólise, neste estudo não foi observado nenhum tipo de alteração no local do 

inóculo, bem como nos parâmetros hematológicos dos modelos experimentais 

utilizados. Além disto, a saponina apresenta baixo custo, formulação simples e 

elevado índice de inocuidade (Cox & Coulter, 1997).  
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Desta maneira, além da pesquisa do candidato vacinal a análise e 

escolha do adjuvante adequado também são importantes, haja vista seu papel 

fundamental no recrutamento celular. 

 

2.4. Candidatos vacinais contra a Leishmaniose Visceral 

Apesar da estimativa de 500.000 novos casos por ano, a LV ainda é 

considerada uma doença de pouco interesse para indústrias de vacinas, já que 

acomete, principalmente, países considerados emergentes (WHO, 2005). 

Desta maneira, é importante que uma vacina destinada à prevenção da LV 

tenha baixo custo de produção, favorecendo sua comercialização, 

especialmente em países em desenvolvimento, permitindo assim seu uso em 

campanhas de vacinação (Khamesipour et al., 2006; Meheus et al., 2010). 

Conforme descrito por Pereira (1995), os estudos em desenvolvimento 

de vacinas devem seguir um desenvolvimento que vão desde a Fase I, que 

visa pesquisar a dosagem, toxicidade e efeitos colaterais da vacina, até os 

estudos avançados da Fase IV, que foca a vigilância após a comercialização 

do produto. Durante este processo, vale ressaltar que a Fase II visa demonstrar 

os níveis de proteção em condições controladas (no caso de uma vacina, a 

proteção), enquanto a Fase III, tem como principal objetivo verificar a eficácia 

vacinal em condições de campo (área endêmica para a doença) (Pereira, 

1995). 

Uma vacina ideal contra a LV deve apresentar características como: (i) 

segurança, (ii) preço acessível as populações carentes, (iii) indução de 

memória imunológica de longo prazo, minimizando o número e a dose de 

imunização, (iv) eficácia contra a LV e LC e (v) estabilidade (Coler & Reed, 

2005; Kedzierski et al, 2006). Diversos tipos de candidatos vacinais têm sido 

avaliados, como: vacinas utilizando antígeno bruto (Nadim et al., 1983; 

Khamesipour et al., 2005; Giunchetti, 2007; Giunchetti et al., 2007; Vitoriano-

Souza et al., 2008) vacinas de antígenos recombinantes (Fernandes et al., 

2008), vacinas de DNA (Ramiro et al., 2003; Rafati et al., 2005; Rodríguez-

Cortés et al., 2010) e estratégias de encapsulamento antigênico (Danesh-

Bahreini et al., 2011; Salvador et al., 2012). No entanto, embora uma vacina 

segura e eficaz ainda não tenha sido desenvolvida, estudos demonstram que 
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muito esforço tem sido despendido nesta área e vários candidatos vacinais têm 

sido extensivamente estudados a fim de que esse objetivo seja alcançado 

(Lemesre et al., 2007; Roatt et al., 2012; Singh & Sundar, 2012). 

As vacinas de antígeno bruto consistem em parasitos mortos ou 

frações destes (Mayrink et al., 1996; Mohebali et al., 2004; Giunchetti et al., 

2007; Miró et al., 2008). A utilização deste tipo de vacina associado a 

adjuvantes como Bacilos Calmette-Guérin (BCG) ou Alúmen apresentou boa 

proteção contra o parasito (Mayrink et al., 1996; Mohebali et al., 2004). 

Entretanto, alguns estudos demonstraram ineficiência e limitações no uso dos 

candidatos com antígeno bruto (Noazin et al., 2008; Noazin et al., 2009). Por 

outro lado, alguns estudos demonstraram maior estabilidade e segurança nas 

vacinas de antígeno bruto, com relação às vacinas de DNA e às de 

subunidades purificadas, tornando o seu custo mais acessível aos países em 

desenvolvimento (Giunchetti et al., 2007, Giunchetti et al., 2008a; Giunchetti et 

al., 2008b).  

Um estudo no contexto de vacinas de antígenos brutos ou de primeira 

geração foi desenvolvido na Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP) em 

parceria com o Centro de Pesquisas René Rachou (CPqRR-FIOCRUZ-MG). O 

candidato em questão emprega em sua composição antígeno bruto de L. 

braziliensis associado ao adjuvante saponina, o que conferiu a ele o nome de 

LBSap. A vacina foi patenteada pela UFOP em parceria com pesquisadores do 

CPqRR, estando inscrita no Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI) 

com a identificação PI 0601225-6. Recentemente, no ano de 2013, foi realizado 

na cidade de Ouro Preto (MG) o estabelecimento de uma parceria público-

privada, na qual aconteceu a transferência da patente da LBSap para a 

empresa Ourofino Agronegócios (Ribeirão Preto, SP, Brasil).  

A idéia de se utilizar uma vacina composta de antígenos brutos de uma 

cepa dermatotrópica como a L. braziliensis, surgiu com a observação do Prof. 

Odair Genaro (in memoriam) de que cães com LV quando tinham células 

estimuladas in vitro com antígeno de L. chagasi apresentavam atividade 

linfoproliferativa inibida. Por outro lado, a utilização de antígeno proveniente de 

cepas dermatotrópicas era capaz de causar aumento significativo da atividade 

linfoproliferativa em cães imunizados com os mesmos antígenos (Genaro, 

dados não publicados). Neste contexto e levando-se em consideração estas 
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observações, realizou-se um ensaio pré-clínico de fases I e II em cães. Assim, 

a composição vacinal compreendia promastigotas de L. braziliensis 

(MCAN/BR/72/C348), na concentração de proteína total de 600 µg/dose.  

Para esta composição vacinal foi escolhido como adjuvante o BCG, na 

concentração de 400 µg/dose. O protocolo vacinal consistiu de inoculação 

intra-dérmica, em três doses intervaladas de 21 dias. Após 26 meses de 

acompanhamento, observou-se 90% de proteção no grupo vacinado e 100% 

de infecção no grupo controle. Entre os cães vacinados, 90% apresentaram 

linfoproliferação positiva enquanto o grupo controle permaneceu não 

responsivo. Além disto, o grupo vacinado não produziu anticorpos anti-

Leishmania, diferentemente do grupo controle, em que alguns animais 

apresentaram reação sorológica positiva a partir de 3 meses do desafio. Estes 

resultados indicavam que o candidato apresentava bons resultados em 

avaliações de inocuidade e toxicidade e, quando combinado com BCG, induzia 

resposta imune celular, conferindo proteção a 90% dos cães desafiados com L. 

chagasi (Mayrink et al., 1996). 

No entanto, após realização de um ensaio clínico vacinal duplo-cego 

randomizado (Fase III) na cidade de Montes Claros (MG), observou-se que os 

resultados do teste de eficácia de vacinação não demonstraram o 

estabelecimento de mecanismos protetores contra a infecção por L. chagasi na 

população vacinada quando os resultados foram comparados ao grupo controle 

(Genaro et al., 1996). 

A análise da vacina LBSap demonstrou em hamsters e cães um forte 

infiltrado inflamatório no local do inóculo, com intensa expressão da enzima 

Óxido Nítrico Sintase Indutível (iNOS), não sendo observada a evolução do 

local do inóculo para lesões ulceradas. Além disso, vale ressaltar que este 

imunobiológico é inócuo e seguro para administração (Giunchetti, 2007; 

Giunchetti et al., 2008a; Vitoriano-Souza et al., 2008; Moreira et al., 2009). Esta 

vacina foi capaz de induzir, em cães, o aumento dos níveis de IgG total, IgG1, 

IgG2 anti-Leishmania bem como dos níveis de LT (CD4+, CD5+e CD8+), LB 

(CD21+) circulantes e LT CD8+Leishmania-específicos (Giunchetti, 2007; 

Giunchetti et al., 2007; Giunchetti et al., 2008b). As análises de imunoproteção, 

empregando-se o desafio experimental por L. chagasi, demonstraram em  cães 

a manutenção do perfil de ativação linfocitária relacionada ao fenótipo de 
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resistência (aumento de LT CD5+e CD8+, bem como monócitos CD14+) com 

intensa atividade linfoproliferativa Leishmania-específica (Roatt, 2010; 

Mendonça,  2011). Além disso, foi observado aumento da expressão de IFN-γ 

e redução níveis de IL-10 e TGF-β1 em esplenócitos estimulados com antígeno 

solúvel de Leishmania, refletindo em um baixo parasitismo na medula óssea e 

redução de 54% de parasitos no baço (Roatt, 2010; Motta, 2011; Mendonça, 

2011; Resende, 2011; Roatt et al., 2012). Devido a estes resultados, a LBSap 

tem sido considerada um promissor candidato vacinal contra a LVC. 

No contexto de vacinas de segunda geração, nas quais são utilizados, 

principalmente, antígenos recombinantes de Leishmania, vale destacar a 

existência de duas vacinas anti-LVC, sendo que uma delas está disponível 

comercialmente no Brasil sendo aprovada pelo Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento (MAPA), sendo conhecida por Leish-Tec®. A outra, 

somente disponível na Europa, é denominada CaniLeish® e é licenciada pela 

Agência Nacional de Medicamentos. 

A vacina Leish-Tec® (HertapeCalier, Juatuba, MG) é composta pela 

proteína recombinante A2 associada ao adjuvante saponina (Fernandes et al., 

2008). A proteína A2 é abundante em L. donovani e relaciona-se a fatores de 

virulência do parasito, essenciais para a sobrevivência no hospedeiro 

vertebrado (Resende et al., 2008). Uma característica importante de ser 

ressaltada em relação ao antígeno A2 é o fato de ele ser obtido de 

amastigotas, uma vez que antes a obtenção de material proveniente dessa 

forma era mais difícil, haja vista que era necessário cultivo de tecidos do 

hospedeiro infectado. Desta maneira, os antígenos de amastigotas que 

induzem resposta imune contra estas formas são de extrema relevância, já que 

poucas horas após a infecção e durante a fase de infecção ativa somente essa 

forma está presente nos tecidos do hospedeiro (Fernandes et al., 2012). Em 

estudos experimentais utilizando-se a Leish-Tec®, cães vacinados produziram 

altos níveis de IgG total e IgG2 anti-A2 e foi observado um aumento 

significativo na produção de IFN-γ após incubação de células mononucleares 

de sangue periférico (CMSP) com antígeno de Leishmania (Fernandes et al., 

2008). A avaliação parasitológica revelou que cinco animais imunizados com a 

vacina Leish-Tec® de um total de sete animais apresentaram resultados de 
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isolamento positivos de medula óssea 9 meses após o desafio experimental 

com L. chagasi (Fernandes et al., 2008). 

A Leishmune® (Zoetis, Brasil) é outro produto sendo caracterizado 

como uma vacina inativada de subunidade, e contém o complexo glicoprotéico 

purificado a partir de promastigotas de L. donovani, denominado por FML 

(fucose mannose ligand) (da Silva et al., 2000; Borja-Cabrera et al., 2002; 

Nogueira et al., 2005; Miró et al., 2008). A vacina utilizando FML foi licenciada 

no MAPA e estava disponível para comercialização em áreas onde a LVC é 

endêmica até o início de setembro de 2014, quando sua licença para 

comercialização foi suspensa. O adjuvante utilizado neste produto é a saponina 

Riedel de Haen. O antígeno de FML é um complexo que inibe fortemente a 

penetração de promastigotas e amastigotas em macrófagos murinos in vitro de 

forma espécie-específica (Palatnik et al., 1989; Palatnik et al., 1993; Palatnik et 

al., 1994). Os ensaios em modelo canino para avaliar a eficácia da vacina FML 

começaram em 1996 em uma área endêmica (São Gonçalo do Amarante - RN) 

e, após dois anos de estudo, foi demonstrado 92% de proteção contra a LVC 

no grupo vacinado, o que corresponde a 76% de eficácia vacinal (da Silva et 

al., 2000). Em um segundo estudo de fase III, também em área endêmica, 25% 

dos animais controle e 5% dos vacinados desenvolveram a doença, 

representando 95% de proteção em cães vacinados com a Leishmune® (Borja-

Cabrera et al., 2002).   

No entanto, a separação entre cães naturalmente infectados e cães 

vacinados com FML ainda é difícil, o que leva a certa relutância por parte dos 

veterinários brasileiros em relação ao uso desta vacina. Porém, dados ainda 

são necessários para maior avaliação crítica da Leishmune® na redução da 

capacidade de infecção de flebotomíneos por cães vacinados e na redução da 

doença em humanos nas regiões em que os cães são vacinados (Miró et al., 

2008). 

 

2.5. Encapsulamento de antígenos como forma de vetorização vacinal 

Estudos recentes demonstraram os efeitos do encapsulamento 

antigênico em testes e desenvolvimento de novos candidatos vacinais, tanto 

em Leishmania como para outros patógenos, como uma estratégia interessante 
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para entrega do antígeno (Bracho et al., 2005; Campo et al., 2005; Danesh-

Bahreini et al., 2011; Salvador et al., 2011; Temmerman et al., 2011; Chua et 

al., 2012). 

Em relação às técnicas de encapsulamento antigênico, diversas 

estruturas têm sido utilizadas na vetorização do antígeno e buscando favorecer 

respostas mais imunogênicas. Dentre as estruturas empregadas, podem ser 

mencionados os lipossomos, as estruturas lipossomais, como os complexos 

imunoestimulantes (Immune Stimulating Complexes- ISCOMs), os cocleatos e 

as partículas derivadas de quitosana (Bracho et al., 2005; Danesh-Bahreini et 

al., 2011; Salvador et al., 2011; Temmerman et al., 2011; Chua et al., 2012). 

Lipossomos são esferas compostas por bicamadas lipídicas que 

circundam um compartimento aquoso, apresentando composição variável e 

que podem ser utilizadas em dimensões nano ou micrométricas na elaboração 

de candidatos vacinais, principalmente devido ao elevado poder adjuvante 

(Badiee et al., 2009; Salvador et al., 2011). Na elaboração de um candidato 

vacinal, algumas variáveis são levadas em consideração, tais como a carga de 

superfície das vesículas, a densidade de epitopos, a rigidez da bicamada e o 

tipo de associação do antígeno com a estrutura da bicamada (Badiee et al., 

2009; Demento et al., 2009). 

Além do formato de lipossomos, as bicamadas lipídicas podem ser 

utilizadas em outros arranjos, como os ISCOMs e os cocleatos. As matrizes de 

ISCOMs são vesículas esféricas negativamente carregadas e compostas por 

fosfolipídeos, colesterol e o adjuvante saponina (Morein et al., 1984; 

Temmerman et al., 2011; Chua et al., 2012). Pela utilização de ISCOMs, 

antígenos hidrofóbicos podem ser internalizados ou ancorados aos domínios 

lipídicos e antígenos hidrofílicos são utilizados através de modificações na 

concentração dos componentes para sua internalização. A utilização de 

ISCOMs permite entrega facilitada de antígenos às APCs (Temmerman et al., 

2011). Estas estruturas têm a vantagem de apresentar grande estabilidade sob 

diferentes condições e permitem indução de resposta imune celular quando se 

utilizam baixas doses de antígenos (Sanders et al., 2005; Chua et al., 2012). 

Os cocleatos compõem um grupo atual de candidatos vacinais 

estudados. Apesar de serem estruturas lipossomais, os cocleatos apresentam 

diferenças significativas em composição, propriedades e formas de utilização 
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(Mannino et al., 1998; Zayas et al., 2006). A composição dessas estruturas 

baseia-se em materiais simples e de ocorrência natural, como fosfatidilserina, 

colesterol e cálcio (Mannino et al., 1998; Bracho et al., 2005). A estrutura única 

consiste em uma folha grande de bicamada lipídica enrolada na forma de 

espiral, sem apresentar espaço aquoso interno e que permite a ligação de 

proteínas, glicolipídeos e ácidos nucléicos (Bracho et al., 2005; Campo et al., 

2005). Os íons cálcio são responsáveis pela manutenção do formato (Bracho et 

al., 2005). Desta maneira, os cocleatos são considerados meios simples, 

seguros e veículos altamente eficazes para entrega de antígeno in vivo 

(Fogerite et al., 1998; Bracho et al., 2005; Zayas et al., 2006). 

Por fim, um material amplamente utilizado em estudos de sistemas 

particulados de entrega de antígeno é a quitosana (Amidi et al., 2010; Danesh-

Bahreini et al., 2011; Salvador et al., 2011). A quitosana, [α (1–4) 2-amino 2-

deoxy β-D glucana], um co-polímero da glicosamina e N-Acetilglicosamina, é 

obtida da desacetilação da quitina, um polímero natural abundante na carapaça 

de crustáceos (Amidi et al., 2010). Candidatos vacinais obtidos a partir de 

quitosana são, geralmente, nano e microestruturados nos quais o antígeno 

pode estar internalizado ou ancorado na superfície (Zaharoff et al., 2007; 

Danesh-Bahreini et al., 2011). Estudos demostraram que formulações à base 

de quitosana apresentam grande capacidade de bioabsorção e elevado poder 

de indução de resposta imune. Além disso, a quitosana é considerada um 

material pouco tóxico e com grande biocompatibilidade, além de possibilitar 

produção de formulações de maneira rápida e com baixo custo (Zaharoff et al., 

2007; Salvador et al., 2011). 

No contexto de aplicação destas metodologias em testes vacinais 

contra Leishmania, diversos estudos foram realizados (Pérez et al., 2004; 

Danesh-Bahreini et al., 2011; Mazunder et al., 2011; Shargh et al., 2012). A 

aplicação destas metodologias permitiu obtenção de resposta imune com perfil 

de citocinas do tipo I para partículas micrométricas e II para nanométricas, 

aumento da estabilidade durante o transporte do antígeno, entrega facilitada de 

antígenos às APCs e possibilidade de uso com diferentes tamanhos e 

combinações de ligantes - plasticidade, o que mostra que o encapsulamento 

antigênico tem potencial para aplicação em testes de novos candidatos 
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vacinais (Demento et al., 2009; Danesh-Bahreini et al., 2011; Temmerman et 

al., 2011; Chua et al., 2012). 

Considerando que ainda existem poucos dados na literatura a respeito 

de testes pré-clínicos e clínicos utilizando-se partículas de quitosana e antígeno 

de Leishmania e que também não existem dados a respeito da associação 

entre antígeno bruto de L. braziliensis e partículas sub-micrométricas feitas à 

base de quitosana, bem como do potencial de seu uso como adjuvante, foi 

realizado um estudo para o desenvolvimento de um novo produto contendo 

antígeno de L braziliensis. 

Este estudo é de fundamental importância, haja vista que foi 

estabelecido um protocolo de produção destas partículas, bem como foram 

testados o seu perfil inflamatório e sua inocuidade. 
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O controle da LV é pautado na erradicação de cães soropositivos para 

L. chagasi, já que estes animais são considerados reservatórios domésticos do 

parasito e as estratégias terapêuticas contra a LVC são consideradas 

ineficazes. Neste contexto, há um grande desconforto social que envolve não 

apenas os proprietários destes animais, mas também profissionais de saúde, 

tornando a eutanásia uma medida extremamente traumática. Outro aspecto de 

grande relevância para o controle da LV é o fato de que cães assintomáticos 

também podem atuar como reservatórios do parasito, o que aumentaria o risco 

para as populações humanas. Desta maneira, a imunoprofilaxia é considerada, 

atualmente, como a principal estratégia para o controle e erradicação da LV, já 

que visa romper a cadeia de transmissão do parasito e, consequentemente, 

reduzir riscos tanto para animais como para os humanos. No entanto, ainda 

não existem vacinas consideradas eficazes pelo MS para o controle da LV, 

para serem empregadas no programa oficial de controle da LV. Desta maneira, 

é importante que sejam desenvolvidos e testados novos antígenos e protocolos 

vacinais contra a LV. Considerando a ampla utilização do modelo murino em 

ensaios pré-clínicos vacinais anti-Leishmania em função da facilidade de 

manutenção dos animais, curto período de experimentação e ampla 

disponibilidade de reagentes imunobiológicos, torna-se interessante o emprego 

deste modelo experimental para identificar candidatos vacinais. Além disto, 

destaca-se que ainda não foi realizada a análise de antígenos que compõe a 

vacina LBSap em um protocolo de encapsulamento antigênico em partículas 

sub-micrômicas à base de quitosana, buscando verificar aspectos relacionados 

a inocuidade e imunogenicidade vacinal. O encapsulamento de antígenos de 

Leishmania tem o potencial de aumentar a imunogenicidade do candidato 

vacinal em questão, e deve então ser avaliado, abrindo uma nova perspectiva 

para o desenvolvimento de novas formulações vacinais contra a LV.  
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4.1. Objetivo Geral 

 

Produzir e analisar partículas sub-micrométricas poliméricas em 

modelo murino visando aplicação em vacinas anti-Leishmania. 

 

4.2. Objetivos Específicos 

 

4.2.1 Preparar e caracterizar partículas sub-micrométricas poliméricas a 

base de quitosana e avaliar os seguintes aspectos: 

4.2.1.1 Tamanho das partículas e potencial zeta; 

4.2.1.2 Eficiência de encapsulamento. 

 

4.2.2 Realizar um ensaio para análise de aspectos relacionados a 

inocuidade utilizando-se as partículas, sem o antígeno encapsulado, em 

inóculo intradérmico, para análise, em diferentes tempos, dos seguintes 

aspectos: 

4.2.2.1 Infiltrado celular; 

4.2.2.2 Perfil de citocinas; 

4.2.2.3 Ativação celular; 

4.2.2.4 Toxicidade. 
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5.1. Desenho experimental 

O projeto em questão foi desenvolvido em três etapas específicas, 

sendo estas: preparo e caracterização das partículas sub-micrométricas 

poliméricas, estudo de toxicidade e atividade inflamatória e, por fim, testes de 

imunogenicidade e proteção vacinal. 

Neste contexto, na primeira etapa foi realizado o preparo de diversas 

partículas à base de quitosana e antígeno bruto de L. braziliensis, seguido de 

análise de tamanho das partículas brancas e das partículas contendo antígeno 

encapsulado para análise do desempenho de cada tipo de partícula, e, por fim, 

foi realizado um estudo para se avaliar o percentual de encapsulamento do 

antígeno. Todo o procedimento de preparo das partículas sub-micrométricas 

poliméricas foi realizado no Laboratório de Desenvolvimento Galênico e 

Nanotecnologia da Escola de Farmácia da Universidade Federal de Ouro Preto 

(EFAR-UFOP). 

Após seleção dos candidatos a serem utilizados na segunda etapa, foi 

realizado o estudo inicial de toxicidade e atividade inflamatória das partículas 

brancas escolhidas em camundongos (Mus musculus) da linhagem BALB/c  

com aproximadamente 6-8 semanas de idade, provenientes do biotério de 

produção do CPqRR.  

 

5.2. Preparo e caracterização das partículas de quitosana  

5.2.1. Preparo das partículas  

O preparo das partículas foi realizado utilizando-se massas de polímero 

variando entre 5 e 50mg do polímero ácido poli-D,L-Láctico (PLA) de peso 

molecular (Mw 75.000-120.000 g/mol) com viscosidade inerente de 0,55-0,75 

(Sigma, St. Louis, MO. EUA), as quais foram dissolvidas em 6mL de acetona 

(Tedia, RJ, Brasil). Esta fase orgânica foi, então, adicionada a uma fase aquosa 

contendo solução de quitosana de baixo peso molecular com grau de 

desacetilação de 75-85% (Sigma, St. Louis, MO. EUA) diluída em solução 

0,05M de ácido acético (Sigma, St. Louis, MO. EUA) com concentrações 

variando entre 5 e 50mg/mL e 240mg de antígeno bruto de L. braziliensis, 

obtido conforme descrito por Giunchetti et al. (2007) e armazenado em freezer -

80°C até o momento do uso. O antígeno foi homogeneizado em quantidade 
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suficiente para obtenção de 12mL de suspensão coloidal final. Após 15 minutos 

de agitação, os solventes foram evaporados sob pressão reduzida até a 

obtenção de suspensão com volume final de 3mL em evaporador rotativo 

acoplado a banho-maria a 40°C (Heidolph Rotary Evaporator, Alemanha), 

conforme descrito por Oliveira et al. (2011). 

 

5.2.2. Caracterização das partículas 

5.2.2.1. Análise de tamanho e do potencial Zeta 

Para análise do tamanho das partículas, 1μL de cada preparação foi 

diluído em 2mL de água deionizada e as soluções foram transferidas para 

cubetas de quartzo a fim de ser realizada a análise do tamanho médio e da 

dispersão de tamanho por Espectroscopia de Correlação de Fótons (Nanosizer 

N5 Plus, Beckmann Coulter Inc., Irving, TX.  EUA). As análises foram 

realizadas em ângulo de 90° em água. As medidas do potencial zêta (ζ) foram 

realizadas pelo método de anemometria do Laser Doppler acoplada a 

microeletroforese (Zetasizer 3000 HS, Malvern Instruments, UK) após diluição 

em solução 1mM de NaCl (250 vezes). 

5.2.2.2. Medida do percentual de encapsulamento e da eficiência do 

processo 

A avaliação do percentual de encapsulamento foi calculada a partir da 

diferença entre a quantidade total de antígeno na suspensão final de partículas 

e a quantidade presente na fase aquosa externa. A eficiência do processo (%) 

mede a eficiência do processo de encapsulamento e leva em consideração 

todas as perdas. Portanto os dois parâmetros são calculados pelas equações 1 

e 2, respectivamente. 

Eq 1: 

% de encapsulamento = massa total de antígeno/ml nas NP (Ag total – Ag na fase aquosa externa)  

                            massa total de antígeno na suspensão final de NP/ml 

 

Eq. 2: 

Eficiência de encapsulamento (%)  = massa total de antígeno/ml associado às NP  

                                  massa total de antígeno usado no preparo/ml 
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Para análise da concentração de antígeno (expressa como proteína) na 

suspensão final de partículas, volumes iguais da suspensão e de 

triclorometano (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO. EUA) foram misturados e 

agitados em vórtex por 5 minutos, seguido de centrifugação (20817xg 5min) 

para ruptura das partículas e separação do antígeno. A fase aquosa contendo 

o antígeno (sobrenadante) foi, então, retirada e submetida a dosagem de 

Proteinas Totais pelo método do ácido bicincônico (Pierce® BCA Protein Assay 

Kit, ThermoScientific, Rockford, IL. EUA), conforme orientação do fabricante, 

seguida de leitura em espectrofotômetro a 562nm, para concentrações 

variando entre 20 a 20000µg/mL 

A análise da concentração de antígeno presente na fase aquosa 

externa foi realizada submetendo-se 3mL da suspensão final de partículas a 

centrifugação (20817xg, 5min), seguida de coleta de sobrenadante e 

ressuspensão do pellet em 3mL de água deionizada. Este procedimento foi 

repetido duas vezes e os sobrenadantes foram misturados e a mistura final foi, 

então, submetida à dosagem de proteinas totais pelo mesmo método descrito 

acima, nas mesmas condições citadas anteriormente para a análise de 

concentração de antígeno na suspensão final de partículas. 

Os resultados foram expressos em gráficos cartesianos e as 

concentrações foram obtidas através da aplicação dos valores da ordenada 

(eixo Y) na equação da reta obtida pela linearização da curva do padrão de 

albumina sérica bovina (BSA). 

 

5.3. Testes in vivo 

5.3.1. Grupos experimentais 

Para realização deste projeto, os grupos experimentais avaliados na 

segunda etapa (Diagrama 1) foram: 

(i) Grupo Controle (sigla C, n=25 animais) – os animais receberam uma 

aplicação de solução salina estéril 0,85% (100μL/animal) por via 

intradérmica.  

(ii) Grupo inoculado com as nanopartículas poliméricas brancas de 50mg 

(Sigla: Psm¹, n=25 animais) – cada animal recebeu uma aplicação 

intradérmica de 100μL de solução salina 0,85% contendo um volume 
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de solução de partículas brancas de 50mg de quitosana suficientes 

para encapsulamento de 60μg de antígeno de L. braziliensis, 

conforme determinado na avaliação da eficiência do encapsulamento 

de antígeno realizada na primeira etapa do projeto.  

(iii) Grupo inoculado com as nanopartículas poliméricas brancas de 10mg 

(Sigla: PSm², n=25 animais) – cada animal recebeu uma aplicação 

intradérmica de 100μL de solução salina 0,85% contendo volume 

solução de partículas brancas de 10mg de quitosana suficientes para 

encapsulamento de 60μg de antígeno de L. braziliensis, conforme 

determinado na avaliação da eficiência do encapsulamento 

antigênico realizada na primeira etapa do projeto. 

Nos tempos T0 (imediatamente antes da primeira dose) e 72 horas 

após inóculo, foi feita coleta de sangue para dosagem de níveis séricos de 

alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), uréia e 

creatinina. Além disso, 1, 12, 24, 48 e 72 horas após o inóculo, camundongos 

de cada grupo (n=5) foram submetidos a eutanásia para coleta de fragmento 

de pele da região do inóculo para realização de análise histológica, dosagem 

de citocinas e análise da ativação celular (Diagrama 1). 

É importante ressaltar que este projeto foi avaliado e aprovado pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais sob o protocolo nº 2012/13 (Anexo). 

 

5.3.2. Análise da inocuidade 

A fim de se avaliar a inocuidade dos candidatos empregados na 

segunda etapa do projeto, o local do inóculo e o comportamento dos animais 

foram observados nos tempos de 1, 12, 24, 48 e 72 horas após a inoculação 

das nanopartículas poliméricas brancas. Da mesma maneira, na terceira etapa 

do projeto foi realizado o mesmo tipo de análise, no entanto, para esta etapa a 

avaliação se deu no dia da imunização e nos três dias subsequentes. 

Neste contexto, foi realizada uma análise macroscópica do local do 

inóculo a fim de se observar a presença ou ausência de pápulas, nódulos ou 

feridas. Em relação ao comportamento, foram avaliados sinais clínicos de dor, 

alterações comportamentais, eriçamento de pelos e apatia. 
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Histologia
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Função Hepática e Renal
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n=5/grupo/tempo (1 repetição)

T0

 

Diagrama 1: Esquema do desenho experimental para avaliação da toxicidade e atividade inflamatória das nanopartículas poliméricas brancas à base de 
quitosana: Controle (C), nanopartículas poliméricas brancas de 50mg (PB1) e nanopartículas poliméricas de 10mg (PB2). T0 = Tempo antes da inoculação. 
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5.3.3. Estudo histológico e análise do infiltrado celular 

A avaliação histológica foi realizada em fragmentos de pele da região 

do inóculo coletados 1, 12, 24, 48 e 72 horas após a inoculação da partícula 

nos experimentos da segunda etapa deste estudo. Desta maneira, a coleta foi 

realizada utilizando-se pinça retas histológicas, tesoura e bisturi, e destinadas 

ao processamento histológico, no qual foram fixadas por 48 horas em solução 

de formaldeído a 10% tamponado e, posteriormente, processadas para 

inclusão em Paraplast® (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO. EUA). Os blocos 

obtidos foram, então, cortados em espessura de 4m, que foram aderidas a 

lâminas lisas de vidro e submetidas ao processo de coloração com 

hematoxilina-eosina (HE) para análise de alterações histopatológicas do local 

do inóculo, bem como avaliação do infiltrado inflamatório, conforme descrito por 

Moura et al. (2009). 

As lâminas foram, então submetidas a avaliação por microscopia óptica 

e as imagens foram digitalizadas utilizando-se a microcâmera Leica DFC340FX 

associada ao microscópio Leica DM5000B utilizando-se o programa Leica 

Application Suite (Versão 2.4.0 R1, Leica Microsystems-Switzerland Ltd) e 

todas as imagens foram analisadas com o auxílio do software de análise e 

processamento de imagens Leica QwinV3 (Leica Microsystems-SwitzerlandLtd) 

no Laboratório Multiusuários do Núcleo de Pesquisas em Ciências Biológicas 

da UFOP (NUPEB-UFOP). 

 

5.3.4. Obtenção de sobrenadante de macerado de pele para dosagem de 

citocinas e de enzimas de ativação celular 

Para realização de dosagem de citocinas e das enzimas N-acetil-β-D-

glicosaminidase (NAG) e mieloperoxidase (MPO), um terço do fragmento de 

pele (25-50mg) do local do inóculo coletado após a eutanásia dos 

camundongos foi processado conforme descrito a seguir. Inicialmente, os 

fragmentos foram pesados e armazenados em tubos cônicos de 2mL 

devidamente identificados. Desta maneira, procedeu-se à maceração dos 

tecidos. Para dosagem de citocinas, foi utilizado tampão específico para 

citocinas na maceração (Tampão Fosfato Salina - PBS) contendo inibidores de 

proteases: 0,1mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil; 0,1mM de cloreto de 
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benzetônio; 10mM de EDTA; 20KI de aprotinina A e 0,05% de Tween 20). Para 

o maceramento dos tecidos a fim de se dosar NAG e MPO, foi utilizado, para 

cada fragmento de pele, 2,0mL de solução de NaCl a 0,9%p/v contendo 

0,1%p/v de Triton X-100  (Sigma Chemical CO, St. Louis, CO. EUA). Em todos 

os processos foi utilizado o homogeneizador de tecido (Polytron Homo Mix) em 

banho de gelo, seguido de centrifugação (12.000rpm, 10min, 4°C). O 

sobrenadante foi, então, coletado e armazenado a -80°C para posterior 

dosagem de citocinas e ensaio enzimático. 

 

5.3.5. Quantificação de citocinas por CBA (Cytometric Bead Assay) 

Para quantificação de citocinas presentes em sobrenadante de 

macerado de pele, foi utilizado o kit de quantificação de citocinas murinas (BD 

Cytometric Bead Assay – CBA Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit). Desta 

maneira, foi possível dosar as citocinas IL-6, IL-2, TNF-α, IFN-γ, IL-17A, IL-4 e 

IL-10. Para a realização desta quantificação, os experimentos foram 

conduzidos conforme recomendações e protocolo de marcação proposto pelo 

fabricante, com pequenas modificações (Becton, Dickinson and Company, 

Catalog N°. 560485). Antes da execução da técnica, as amostras foram 

descongeladas em banho-maria a 37°C e, posteriormente, centrifugadas a 

20817xg por 10 minutos para a coleta do sobrenadante. A reconstituição do 

padrão foi realizada 15 minutos antes, utilizando-se 2mL do reagente G 

(solução tampão) e, então, foram obtidas diluições 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 

1/64, 1/128 e 1/256. Uma mistura de beads foi, então, preparada antes do uso, 

sendo cerca de 3μL de cada suspensão de beads para cada ensaio. Durante a 

execução do ensaio, 21μL das misturas de beads foram adicionados a 25μL 

dos padrões, nas respectivas diluições; além de 25μL das amostras nos 

respectivos tubos para a realização do ensaio. Logo em seguida, em todos os 

tubos foram adicionados 18μL do reagente B (reagente de detecção marcado 

com PE) e procedeu-se à incubação por 2h a temperatura ambiente e ao 

abrigo da luz. Após a incubação, 500μL do reagente F (solução de lavagem) 

foram adicionados em cada tubo, seguido de centrifugação a 306xg por 10 min 

a 18°C. O sobrenadante foi aspirado com auxílio de bomba de vácuo, restando 

aproximadamente 100μL em cada tubo e, novamente, 100μL do reagente F 
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foram adicionados em cada tubo e procedeu-se à aquisição por citometria de 

fluxo. Para a leitura das amostras foi utilizado o citômetro de fluxo 

(FACScan®Becton Dickinson, MoutainView, CA. EUA). Os dados obtidos foram 

armazenados em mídia eletrônica e analisados utilizando-se o software FCAP 

ArraySoftwareTM (Soft Flow Hungary Ltd, BD Biosciences). 

 

5.3.6. Dosagem da N-acertil-β-D-glicosaminidase (NAG) 

A N-acetil--D-glicosaminidase (NAG) é uma enzima lisossômica 

produzida por macrófagos ativados. A dosagem do NAG é uma técnica 

utilizada como índice da infiltração dessas células nos sítios inflamatórios 

(Moura et al., 2009). 

Após a obtenção do sobrenadante do macerado de pele, conforme 

descrito no item 5.3.4, foi realizado o seguinte ensaio enzimático: 100L do 

sobrenadante das amostras (diluição 1:5) foram adicionados em duplicata em 

placas de 96 poços com fundo chato (NUNC® Thermo Scientific 

ThermoScientific, Rockford, IL. EUA). Às amostras, foram adicionados 100µL 

do substrato (p-nitrofenil-N-acedtil--D-glicosamina) (Sigma Chemical Co., St. 

Louis, MO, EUA) a 2,24mM diluído em tampão citrato-fosfato 0,039M pH 4,5 

(200mL de ácidocítrico a 0,1M; 310mL de Na2HPO4 a 0,1M). Sobrenadante e 

substrato foram, então, incubados a 37oC durante 80 minutos. A curva padrão 

foi preparada em duplicata a partir de uma solução estoque de 400nmol/mL de 

p-nitrofenol. Paralisou-se a reação a partir da adição de 100µL de tampão 

glicina pH 10,6 (misturados volumes iguais de glicina a 0,8M; NaCl a 0,8M e 

NaOH a 0,8M) em cada poço. A absorbância foi medida em espectrofotômetro 

a 400nm (Spectramax 340pc384, Molecular Devices, EUA). Os resultados foram 

expressos como atividade NAG em densidade óptica (OD)/mg tecido. 

 

5.3.7. Dosagem de Mieloperoxidase (MPO) 

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima encontrada nos grânulos 

azurófilos de neutrófilos e sua dosagem é uma técnica que tem sido usada 

como um marcador bioquímico de recrutamento de neutrófilos em lesões e 
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permite demonstrar o componente inflamatório de forma quantitativa (Moura et 

al., 2009). 

O sedimento obtido na maceração dos fragmentos de pele, conforme 

descrito em 5.3.4, foi solubilizado em 2mL de tampão fosfato de sódio a 80mM 

(pH 6,0) e, destes, 300L foram transferidos para um microtubo de fundo 

cônico no qual foram adicionados 600L de HTAB (Brometo de 

hexadeciltrimetilamônio – Sigma Chemical, St. Louis, MO. EUA) a 0,75%, em 

tampão fosfato de sódio a 80mM (pH 5,4). A mistura foi, então, sonicada (40 

W) (Sonifier Cell Disruptor® - Brason Sonic Power Co. EUA) durante 10 

segundos em banho de gelo e, depois, centrifugada a 2655xg, por 10 minutos a 

4oC. O sobrenadante obtido foi utilizado no ensaio enzimático. 

O ensaio enzimático foi realizado da seguinte forma: em cada 

microtubo devidamente identificado, foram adicionados 100µL de solução de 

peróxido de hidrogênio (H2O2) a 1,2mM em tampão fosfato de sódio 80mM (pH 

5,4), 100µL de substrato TMB (3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina-SigmaChemical, St. 

Louis, MO. EUA) a 6,4mM diluído em DMSO (Dimetilsulfóxido-Merck) e 200µL 

do sobrenadante das amostras. Estes reagentes foram incubados a 

temperatura ambiente durante 1 minuto. Após este período, 50µL de solução 

de H2SO4 (Ácido Sulfúrico) a 4M foram adicionados para paralisação da 

reação. Então, 200µL do produto da reação foram transferidos em duplicata 

para uma placa de 96 poços com fundo chato, seguido de leiturada 

absorbância em espectrofotômetro a 450nm (Spectramax 340pc384, Molecular 

Devices, EUA). A atividade de MPO foi expressa em densidade óptica (OD)/mg 

de tecido. 

 

5.3.8. Análise da função hepática e renal 

Para dosagem de enzimas ALT e AST (função hepática) e uréia e 

creatinina (função renal), amostras de sangue dos camundongos BALB/c foram 

obtidas e acondicionadas em tubos sem anticoagulante. As coletas foram feitas 

em todos os animais em T0 (imediatamente antes da inoculação das partículas 

brancas) e nos 5 animais restantes de cada grupo, 72 horas após a inoculação 

e imediatamente antes da eutanásia. 
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Decorridos 20 minutos após a coleta, os tubos foram centrifugados a 

956xg por 10 minutos em temperatura e as amostras de soro foram coletadas, 

aliquotadas em microtubos devidamente identificados e congeladas a -80°C até 

o momento da análise. 

A dosagem enzimática foi feita utilizando-se kits reacionais (Doles 

Reagentes, Goiânia, GO. Brasil) e método automatizado (Cobas C111, Roche 

Diagnostic Ltd., Burgess Hill, West Sussex. UK), conforme orientação do 

fabricante. 

Desta maneira, foram obtidos e analisados os dados de atividade 

inflamatória e toxicidade das partículas brancas de quitosana. 

 

5.4. Análises estatísticas 

Os testes estatísticos foram realizados com o apoio instrumental do 

software GraphPad Prism 6 (Prism Software, Irvine, CA, USA). A normalidade 

dos dados foi demonstrada pelo teste de Kolmogorov-Smirnoff. Os testes de 

análise de variância (ANOVA), seguidos pelo teste de comparações múltiplas 

de Tukey foram empregados para avaliação entre os grupos vacinais (análises 

de citometria e de carga parasitológica). Os dados obtidos foram considerados 

estatisticamente significativos quando o valor de P foi <0,05. 
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6. Resultados 
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6.1. Preparo e caracterização das partículas sub-micrométricas 

No preparo das nanopartículas poliméricas à base de ácido polilático e 

quitosana, foi utilizado o método de precipitação de polímeros seguido de 

evaporação do solvente, descrito por Oliveira et al., 2011. Foram preparadas 

diversas formulações brancas e formulações contendo o antígeno de L. 

braziliensis encapsulado. Tendo como base o protocolo geral para produção de 

partículas, foram realizados diferentes experimentos nos quais houve variação 

dos seguintes parâmetros: massa de ácido polilático, massa de quitosana 

(Figura 1) e concentração de antígeno. Após a obtenção de cada formulação, 

1µL das mesmas foi diluído em 1mL de água deionizada e a mistura foi 

adicionada a cubetas de quartzo para que assim fosse possível proceder-se à 

análise de tamanho e índice de polidispersão de cada formulação através do 

método de espectroscopia de correlação de fótons. Neste contexto, após 

variação dos parâmetros acima mencionados, foram obtidos sete conjuntos de 

formulações contendo tamanhos e índices de polidispersão diferentes (Tabela 

1).  

 

 A  B 

Figura 1: Estruturas químicas do carboidrato de origem natural quitosana (A) e do polímero 
biodegradável do ácido poliláctico (B) utilizados no preparo das nanopartículas. (Fonte: 
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/531162?lang=pt&region=BR)(Acesso em 
05/09/2014) 

 

Devido às condições pré-estabelecidas no delineamento experimental 

do projeto e à relação tamanho versus tipo de resposta imunológica induzida 

(Demento et al., 2009; Danesh-Bahreini et al., 2011), foram selecionados dois 

conjuntos de formulações para que fosse possível proceder-se à análise da 

eficiência de encapsulamento antigênico. Tendo como base o tamanho e o 

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/531162?lang=pt&region=BR
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índice de polidispersão, foram escolhidos o conjunto 2 e o conjunto 7, nos 

quais as formulações brancas apresentaram tamanhos de 347,9 e 802,0nm, 

respectivamente, e as formulações contendo antígeno encapsulado 

apresentaram tamanhos de 416,2 e 938,4nm, respectivamente.  

A avaliação da eficiência de encapsulamento (percentual de 

encapsulamento) foi calculada como a diferença entre a quantidade total de 

antígeno na suspensão final de partículas e a quantidade presente na fase 

aquosa externa. Desta maneira, conforme descrito em 5.2.2.2, a suspensão 

total foi submetida a processo de ruptura de partículas por triclorometano e, 

após obtenção de duas fases, foi realizada dosagem da concentração proteica 

na fase aquosa. Após três etapas de centrifugação, lavagem, separação do 

sobrenadante e ressuspensão do pellet de partículas, foi realizado em seguida 

o protocolo de ruptura com triclorometano e a fase aquosa também foi 

submetida ao protocolo de dosagem de concentração protéica, junto com os 

sobrenadantes obtidos. 
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Tabela 1: Caracterização físico-química de formulações brancas e contendo antígeno de L. braziliensis, obtidas 
após variação nas massas de PLA e quitosana 

Material 
Ácido 

Polilático 
(mg) 

Quitosana 
(mg) 

Antígeno 
(mg/mL) 

Tamanho 
(nm) 

Índice de 
Polidispersão 

Potencial 
zeta 

(mV) ± SD 

Antígeno Total (-) (-) 14 423,9 0,354 -35,7 ± 0,6 

      
 

Formulação 1 
+ Antígeno 

5 5 5 227,8 0,592 
ND 

Formulação 1 5 5 (-) 186,2 0,375 ND 

 SD 
     

 

Formulação 2 
+ Antígeno 

10 10 14 416,2 0,521 
+57,0 ± 1,5 

Formulação 2 10 10 (-) 347,9 0,556 +71,6 ± 2,2 

      
 

Formulação 3 
+ Antígeno 

50 10 14 617,0 0,331 
ND 

Formulação 3 50 10 (-) 718,9 0,382 ND 

      
 

Formulação 4 
+ Antígeno 

50 (-) 14 327,8 0,134 
ND 

Formulação 4 50 (-) (-) 268,7 0,459 ND 

      
 

Formulação 5 
+ Antígeno 

50 50 18 1027,7 0,134 
ND 

Formulação 5 50 50 (-) 1059,4 0,459 ND 

      
 

Formulação 6 
+ Antígeno 

50 50 16 1060,1 1,02 
ND 

Formulação 6 50 50 (-) 901,7 0,553 ND 

      
 

Formulação 7 
+ Antígeno 

50 50 14 938,4 0,226 
+58,1 ± 1,0 

Formulação 7 50 50 (-) 802,0 0,263 +68,4 ± 1,7 

 ND: Não determinado devido à instabilidade. 
 

Observa-se um aumento significativo do tamanho das partículas com o 

aumento da concentração de quitosana na formulação, sendo que este 

polímero de natureza policatiônica tem maior influência no tamanho das 

partículas que o polímero do ácido láctico. Além disso, o antígeno também tem 

natureza particulada, pois apresenta um tamanho médio elevado. Este 

antígeno após associação com as partículas poliméricas resultou em estruturas 

com tamanhos diferentes e inferiores ao tamanho original. Entretanto, no geral, 



 

43 

a associação do antígeno com as partículas poliméricas resultou em aumento 

do tamanho médio das estruturas, à exceção das formulações 3 e 4. 
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Figura 2: Potencial zeta de formulações nanopartículas contendo misturas dos polímeros PLA e 

Quitosana na proporção 10:10. Em A, potencial zeta do antígeno total que possui natureza 

protéica e coloidal. Em B, Nanopartículas sem antígeno e em C nanopartículas com antígeno 

de L. braziliensis associado. 

A 

B 

C 
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Figura 3: Potencial zeta de formulações nanopartículas contendo misturas dos polímeros PLA e 

Quitosana na proporção 50:50. Em A, Nanopartículas sem antígeno e em B nanopartículas com 

antígeno de L. braziliensis associado.  

 

A associação do antígeno resultou em redução significativa do 

potencial zêta, em módulo, das nanopartículas, devido à natureza negativa da 

proteína (Figuras 2 e 3). 

A 

B 
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A técnica utilizada para dosagem de proteínas totais foi o método do 

Ácido Bicincônico (Pierce® BCA Protein Assay Kit, ThermoScientific, Rockford, 

IL. EUA), conforme orientação do fabricante, seguida de leitura em 

espectrofotômetro a 562nm. Este método permitiu o doseamento das proteínas 

com maior sensibilidade e sem interferência dos excipientes das 

nanopartículas.  

Os resultados foram expressos em gráficos cartesianos e as 

concentrações foram obtidas através da aplicação dos valores da ordenada 

(eixo Y) na equação da reta obtida pela linearização da curva do padrão de 

BSA (Tabela 2). 
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Tabela 2: Análise da concentração total de proteínas nos tubos-estoque de antígeno de L. 
braziliensis e eficiência de encapsulamento antigênico das partículas através da dosagem de 
proteínas totais pelo Ácido Bicincônico. A: Eficiência de encapsulamento antigênico pelas 
partículas do grupo 2. B: Eficiência de encapsulamento antigênico pelas partículas do grupo 7. 
Média 1: Média das Leituras; média 2: Média dos valores de Média 1. 

A 
      Amostra Leitura 1 Leitura 2 Leitura 3 Média1 Média2 Concentração (mg/ml) 

Antígeno Total A 0,136 0,148 0,148 0,144 0,1605 239 

Antígeno Total B 0,176 0,177 0,179 0,177 
  Partícula Total A 0,35 0,33 0,32 0,333 0,321 14 

Partícula Total B 0,29 0,31 0,33 0,31 
  Sobrenadante 1 A 0,1 0,098 0,101 0,099 0,099 4,6 

Sobrenadante 1 B 0,105 0,1 0,096 0,1 
  Sobrenadante 2 A 0 0 0 0 0 0 

Sobrenadante 2 B 0 0 0 0 
  Sobrenadante 3 A 0 0 0 0 0 0 

Sobrenadante 3 B 0 0 0 0 
  Pellet A 0,061 0,059 0,064 0,061 0,063 9 

Pellet B 0,068 0,062 0,065 0,065     

Equação da Reta: y = 0,0011x + 0,0414   
 %Encapsulação 
64,3%   

Eficiência do processo 
5,9% 

B 
      Amostra Leitura 1 Leitura 2 Leitura 3 Média1 Média2 Concentração (mg/ml) 

Antígeno Total A 0,11 0,114 0,113 0,112 0,112 250 

Antígeno Total B 0,111 0,113 0,112 0,112 
  Partícula Total A 0,32 0,325 0,319 0,321 0,317 16,5 

Partícula Total B 0,315 0,307 0,317 0,313 
  Sobrenadante 1 A 0,021 0,026 0,025 0,024 0,025 5,3 

Sobrenadante 1 B 0,026 0,029 0,023 0,026 
  Sobrenadante 2 A 0 0 0 0 0 0 

Sobrenadante 2 B 0 0 0 0 0 
 Sobrenadante 3 A 0 0 0 0 0 0 

Sobrenadante 3 B 0 0 0 0 0 
 Pellet A 0,012 0,015 0,012 0,016 0,013 10,6 

Pellet B 0,009 0,014 0,007 0,01     

Equação da Reta: y = 0,0011x + 0,0132                    %Encapsulação 64,3% 
Eficiência do processo 
6,6% 

 

Vale ressaltar que as leituras foram realizadas em triplicata e, conforme 

pode ser observado na Tabela 2, as formulações analisadas foram capazes de 

encapsular 64% do antígeno de L. braziliensis adicionado ao meio reacional. 

Por fim, foram feitas dosagens proteicas nas partículas brancas a fim de se 

verificar se havia interferência na leitura espectrofotométrica em função de 

reação dos compostos do kit com os outros constituintes das partículas. O 
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resultado nulo permitiu concluir que somente as proteínas do extrato de L. 

braziliensis reagiram e foram detectadas pela técnica (dados não mostrados). 

Devido ao tamanho elevado das partículas, acima de 300nm, o 

processo de produção mostrou que apenas um ciclo de centrifugação foi 

suficiente para a separação das partículas do meio externo aquoso. Os valores 

de porcentagem e eficiência do método de encapsulamento estão relatados na 

tabela 2.  

6.2. Estudo da toxicidade e atividade inflamatória 

Para o cumprimento destas análises foi realizado o estudo da 

toxicidade hepática e renal. Deste modo, nos intervalos de 1, 12, 24, 48 e 72 

horas após cada inóculo, foi feita coleta de sangue e eutanásia de n=5 

camundongos de cada grupo. Em seguida, fragmentos de pele do local do 

inóculo foram coletados para análise histológica e dosagem de citocinas e 

enzimas relacionadas a ativação celular de neutrófilos e macrófagos. 

 

6.2.1. Estudos de toxicidade 

Conforme descrito em no item 5.3.8, foi realizada dosagem enzimática 

dos índices de ALT, AST, ureia e creatinina a fim de se verificar função 

hepática e renal e, desta maneira, a toxicidade das partículas empregadas, 

bem como da solução salina 0,85% que era o veículo de inoculação. Os 

resultados permitiram não evidenciar dano hepático ou renal, já que os valores 

se mantiveram normais e dentro dos valores de referência para a linhagem de 

camundongos BALB/c (dados não mostrados). 

Foi também realizada uma avaliação clínica dos animais e observação 

do local do inóculo durante o período experimental em todos os grupos 

estudados. Neste contexto, não foram observadas mudanças de 

comportamento e, em relação à pele, não foram detectados nódulos, pápulas 

ou ulcerações. 

 

6.2.2. Análise histológica 

Amostras de pele foram submetidas ao histoprocessamento 

convencional e então incluídas em Paraplast®. Assim, os blocos foram cortados 
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com espessura de 4µm, e montadas lâminas que foram submetidas à 

coloração utilizando-se Hematoxilina-Eosina. 

A análise da Figura 4 permitiu observar diferentes alterações entre os 

grupos e tempos avaliados, dentre as quais:  

 1 hora após a inoculação das partículas, bem como da solução salina 

para grupo controle, as alterações celulares e vasculares foram 

discretas e a derme e epiderme estavam preservadas para todos os 

grupos analisados tanto no aspecto vascular como no celular. 

 12 horas após a inoculação, o grupo inoculado com PB1 exibiu infiltrado 

inflamatório polimorfonuclear discreto e localizado na região da derme 

reticular e na hipoderme, com edema e espaçamento de fibras 

colágenas. Neste mesmo tempo, no grupo inoculado com PB2, o 

infiltrado inflamatório apresentou distribuição difusa e perfil misto, 

composto por polimorfonucleares e macrófagos, na região da derme 

papilar e reticular, e hiperemia na região da hipoderme. 

 24 horas após a inoculação, todos os achados se repetiram e 

apresentaram progressivo aumento nas características avaliadas. 

 48 horas após a inoculação, ambos os grupos PB1 e PB2 apresentaram 

infiltrado inflamatório difuso, variando de moderado a intenso, ao longo 

de toda o compartimento dérmico, sendo o mesmo composto tanto por 

células polimorfonucleares quanto por macrófagos, predominantemente. 

A observação no grupo PB2 permitiu também a identificação de alguns 

linfócitos na região da hipoderme. 

 72 horas após a inoculação, observou-se uma diminuição do infiltrado 

inflamatório e início do processo de resolução em ambos os grupos PB1 

e PB2, sendo neste último grupo menos evidente, já que ainda era 

perceptível a manutenção de um perfil inflamatório discreto. O processo 

de resolução apresentou características como o restabelecimento do 

perfil histológico da derme, proliferação fibroblástica e reconstituição dos 

anexos cutâneos (folículos pilosos e glândulas). 
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Figura 4: Fotomicrografias de cortes (4μm, HE) de pele de camundongos BALB/c inoculados com salina 0,85% (Ct) e partículas PB1 e PB2,nos tempos de 
1h, 12h, 24h, 48h e 72h. As fotomicrografias são representativas da cinética da migração leucocitária ao longo do período experimental com progressivo e 
intenso infiltrado inflamatório na derme reticular e resolução ao final do tempo de 72h. Figuras A, B, C, D e E: grupo Ct nos tempos de 1h, 12h, 24h, 48h e 
72h, respectivamente, pós-inóculo. Figuras F, G, H, I e J: grupo PB1 nos tempos de 1h, 12h, 24h, 48h e 72h, respectivamente, pós-inóculo. Figuras L, M, N, 
O e P: grupo PB2 nos tempo de 1h, 12h, 24h, 48h e 72h, respectivamente, pós-inóculo. (*) espaçamento das fibras; H: hiperemia ativa, V: brotos vasculares; 
setas pontilhadas: infiltrado inflamatório. Barra= 25μm (10x), 50μm (20x). Inserto=zoom de 40x. 
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6.2.3. Dosagem de citocinas em macerado de pele 

Para realização da dosagem de citocinas em macerado de pele, um 

fragmento retirado do local do inóculo em cada camundongo foi processado 

para dosagem conforme descrito em 5.3.4 e armazenado a -80°C até o 

momento de uso. A dosagem de citocinas em macerado de pele foi feita 

conforme descrito em 5.3.5, utilizando-se o kit Cytometric Bead Assay para 

detecção de citocinas Th1/Th2/Th17 (IL-2, IL-6, TNF-α, IFN-γ, IL-17A, IL-4 e 

IL10), utilizando-se citometria de fluxo. 

Através da dosagem por kit CBA, foram encontrados níveis detectáveis 

somente para as citocinas IL-6 (Figura 5A) e TNF-α (Figura 5B). Os resultados 

foram expressos como pg/mL/peso de tecido em miligramas (eixo Y) em 

relação ao tempo medido em horas (eixo X).  

Para a citocina IL-6 (Figura 3A) foi observado no grupo C um aumento 

significativo no tempo 12h (156,9±56,8) em relação a 1h (14,7±7,6) e 

diminuição significativa no tempo 72h (5,3±3,5) em relação a 12h (156,9±56,8). 

No grupo PB1, foi observado aumento significativo no tempo 12h (191,2±47,5) 

e diminuição em 24h (14,4±9,5) e 48h (1,3±1,3) em relação a 1h (55,0±12,3). 

Ainda para o grupo PB1, foi observada diminuição significativa em 24h 

(14,4±9,5) e 48h (1,3±1,3) em relação a 12h (191,2±47,5). Para o grupo PB2, 

foi possível perceber uma diminuição significativa em 72h (18,7±18,7) em 

relação a 1h (116,3±36,8). 

A comparação entre os grupos permitiu observar em 1 hora após a 

inoculação das partículas níveis significativamente mais elevados de IL-6 em 

PB1 (55,0±12,3) em relação ao grupo C (14,7±7,6). 

Em relação à citocina TNF-α (Figura 3B), não foram observadas 

alterações significativas nos grupos e tempos analisados. No entanto, foi 

possível perceber um grande aumento em 12h no grupo PB1, seguido de 

drástica diminuição nos níveis após este tempo. Por fim, no grupo PB2 foi 

observado aumento gradual nos índices desta citocina até 24h, com 

manutenção de níveis detectáveis em 72 horas após a inoculação das 

partículas nos animais do grupo PB2. 
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Figura 5: Cinética de detecção de IL-6 (A) e TNF-α (B) por citometria de fluxo através da 
utilização do kit CBA em macerado de pele obtida do local do inóculo de solução salina 0,85% 
(C) e suspensões de partículas sub-micrômicas (PB1 e PB2) em camundongos BALB/c. 
Valores relativos (média±desvio padrão) da massa de citocina em relação ao volume de 
solução e peso do fragmento de pele: T1 = 1 hora após a inoculação, T12 = 12 horas após a 
inoculação, T24 = 24 horas após a inoculação, T48 = 48 horas após a inoculação e T72 = 72 
horas após a inoculação. As diferenças significativas (p<0,05 (*) e p<0,01 (**)) estão 
representadas através de linhas e asteriscos representantes de cada dimensão.  

 

 

 

 

A 

B 



Silva, J.G.L 

53 

 

6.2.4. Análise enzimática da ativação celular 

Para análise da ativação de macrófagos e neutrófilos no local do 

inóculo, foi feita dosagem enzimática de NAG e MPO em sobrenadantes de 

macerado de pele obtidos conforme descrito de maneira geral em 5.3.4 e de 

maneira específica em 5.3.6 para NAG e 5.3.7 para MPO. 

Os resultados obtidos foram expressos em nmol/mL de p-

nitrofenol/peso de tecido em miligramas (eixo Y), para NAG (Figura 6A), e 

densidade óptica por peso de tecido em miligramas (eixo Y), para MPO (Figura 

6B), ambos em relação ao tempo medido em horas (eixo X). 

Neste contexto, para a enzima NAG, foi observada no grupo PB1 

diminuição significativa dos níveis em 12h (0,0196±0,006), 48h (0,0201±0,001) 

e 72h (0,0134±0,006) em relação a 1h (0,0296±0,005). Foi também possível 

identificar aumento significativo em 24h (0,0205±0,001) em relação a 12h 

(0,0196±0,006) e, por fim, observou-se diminuição significativa em 72h 

(0,0134±0,001) em relação a 24h (0,0205±0,001) e a 48h (0,0201±0,001).  

Em relação ao grupo PB2, foi possível observar uma diminuição 

significativa nos níveis de NAG em 72h (0,0166±0,003) em relação a 12h 

(0,0380±0,004). De um modo geral, os grupos de partículas apresentaram 

redução de NAG em 72h em relação aos tempos anteriores. Quando foi 

realizada comparação entre os grupos, foi possível observar nível maior e 

significativo de NAG em 12h para o grupo PB2 (0,0380±0,004) em relação ao 

grupo PB1 (0,0196±0,006) e também em 24h para o grupo PB2 (0,0247±0,003) 

em relação ao grupo C (0,0150±0,003). 

Para a dosagem de MPO, os resultados obtidos permitiram observar, 

no grupo C, aumento significativo em 24h (0,0058±0,001) em relação a 1h 

(0,0031±0,001) e 12h (0,0022±0,001), em 48h (0,0190±0,005) em relação a 1h 

(0,0031±0,001), 12h (0,0022±0,001) e 24h (0,0058±0,001) e em 72h 

(0,0092±0,001) em relação a 1h (0,0031±0,001), 12h (0,0022±0,001) e 24h 

(0,0058±0,001), e diminuição em relação a 48h (0,0190±0,005). 

No grupo PB1, foi possível observar em 24h (0,0065±0,001) aumento 

significativo em relação a 1h (0,0033±0,001) e 12h (0,0024±0,001), em 48h 

(0,0139±0,001) em relação a 1h (0,0033±0,001), 12h (0,0024±0,001) e 24h 
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(0,0065±0,001), e em 72h (0,0065±0,001) em relação a 1h (0,0033±0,001), 12h 

(0,0024±0,001) e 48h (0,0139±0,001). 

Ainda nas comparações dentro dos grupos, para PB2 foi possível 

observar aumento em 24h (0,0069±0,001) significativo em relação a 1h 

(0,0025±0,001) e a 12h (0,0035±0,001), 48h após a inoculação das partículas 

(0,0139±0,001), foi possível observar aumento significativo em relação a 1h 

(0,0025±0,001), 12h (0,0035±0,001) e 24h (0,0069±0,001). Por fim, em 72h 

(0,0065±0,001), foi observado aumento significativo em relação a 1h 

(0,0025±0,001) e 12h (0,0035±0,001), e diminuição em relação a 48h 

(0,0139±0,001). 

Através da comparação dos resultados entre os grupos analisados, foi 

possível perceber valores maiores de MPO no tempo de 72h após o inóculo no 

grupo C (0,0092±0,001) em comparação a PB1 (0,0065±0,001) e PB2 

(0,0098±0,003). 
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Figura 6: Cinética de detecção de NAG (A) e MPO (B) por espectrofotometria empregando-se 
reação enzimática em macerado de pele obtida do local do inóculo de solução salina 0,85% (C) 
e suspensões de partículas sub-micrômicas (PB1 e PB2) em camundongos BALB/c. As barras 
representam média±desvio padrão dos diferentes parâmetros avaliados em relação ao volume 
de solução e peso do fragmento de pele. Os números 1, 12, 24, 48, 72 representam o tempo 
em horas após os diferentes inóculos. As diferenças estatísticas, em cada um dos grupos, são 
demonstradas acima da barra na forma de números que ilustram o tempo em que esta 
diferença foi significativa. As diferenças significativas [p<0,05 (*) e p<0,01 (**)], entre os grupos, 
considerando o mesmo tempo da análise, estão representadas através de linhas e asteriscos.  
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7.  Discussão 

 



Silva, J.G.L 

57 

A pesquisa por um candidato vacinal anti-LV é muito importante, haja 

vista que diversos grupos ainda dispendem esforços na busca de um candidato 

seguro e que leve à cura parasitológica do organismo vacinado. Até o 

momento, o MS ainda não indica nenhuma vacina para emprego em 

campanhas de controle da LVC no Brasil (MS, 2006). Além disto, a terapêutica 

anti-LVC continua sendo proibida, já que o animal permanece como 

reservatório (MS, 2006). Desta maneira, é fundamental que estudos buscando 

a análise de diferentes candidatos vacinais sejam realizados de modo a 

identificar formulações que possam atuar efetivamente no controle da LV. 

Neste contexto, diversos estudos e testes vem sendo realizados visando obter 

candidatos vacinais que tenham baixo custo de produção e induza 

imunoproteção para que sejam empregados em campanhas de vacinação 

(Khamesipour et al., 2005; Meheus et al., 2010). 

Dentre os diversos estudos para o desenvolvimento e teste de 

candidatos vacinais, destacam-se aqueles utilizando antígeno bruto (Nadim et 

al., 1983; Khamesipour et al., 2005; Giunchetti, 2007; Giunchetti et al., 2007; 

Vitoriano-Souza et al., 2008; Roatt et al., 2012; Resende et al., 2013; Aguiar-

Soares et al., 2014; ), composições com antígenos purificados (Palatnik et al., 

1989; Palatnik et al., 1993; Palatnik et al., 1994; Palatnik, 2008) vacinas de 

antígenos recombinantes (Fernandes et al., 2008), vacinas de DNA (Ramiro et 

al., 2003; Rafati et al., 2005; Rodríguez-Cortés et al., 2007) e, recentemente, 

estratégias de encapsulamento antigênico (Danesh-Bahreini et al., 2011; 

Salvador et al., 2012). 

O presente estudo buscou desenvolver uma formulação vacinal baseada 

no encapsulamento de antígenos de L. braziliensis, conforme descrito por 

Oliveira et al., (2011). Desta maneira, a partir da obtenção de diferentes 

partículas, contendo o antígeno encapsulado ou não, procederam-se às 

análises de tamanho e também da eficiência de encapsulamento. 

Deste modo, conforme observado na Tabela 3, foram obtidos sete 

grupos de partículas, sendo que cada grupo era composto por uma partícula 

branca e uma partícula contendo antígeno. Em relação às partículas brancas, a 

faixa de tamanho das partículas variou entre 186,2nm e 1059,4nm, enquanto o 

tamanho das partículas contendo o antígeno variou entre 227,8nm e 1060,1nm. 

Neste sentido, devido às condições pré-estabelecidas no delineamento 
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experimental do projeto e à relação tamanho versus tipo de resposta 

imunológica induzida (Demento et al., 2009; Danesh-Bahreiniet al., 2011), a 

qual associa uma resposta imunológica de perfil Th1 a candidatos particulados 

com dimensões próximas ao micrômetro e Th2 a candidatos com dimensões 

próximas ao nanômetro, foram selecionados dois conjuntos de formulações 

para realização da análise da eficiência de encapsulamento antigênico, visando 

os futuros testes in vivo. 

Tendo como base o tamanho e o índice de polidispersão, foram 

escolhidos o conjunto 2 e o conjunto 7, nos quais as formulações brancas 

apresentaram tamanhos de 347,9 e 802,0nm, respectivamente, e as 

formulações contendo antígeno encapsulado apresentaram tamanhos de 416,2 

e 938,4nm, respectivamente. O índice de polidispersão fornece informações 

sobre a homogeneidade da distribuição de tamanhos, sendo que quanto menor 

o este índice, maior será a monodispersão dos tamanhos obtidos (Nemen & 

Lemos-Senna, 2011). Desta maneira, a escolha do conjunto 2 (branca: 0,521; 

contendo antígeno: 0,556) e do conjunto 7 (branca: 0,226; contendo antígeno: 

0,263) também foi influenciada pela maior tendência à monodispersão por 

parte das partículas destes grupos. A não escolha das partículas do grupo 04 

se deu pelo fato de não haver quitosana na composição das mesmas, apesar 

de elevada tendência à monodispersão por parte deste grupo e também pela 

relação entre tamanho versus tipo de resposta imunológica induzida descrito 

por Demento et al., 2009, mencionada acima. Observa-se também, que a 

quitosana de natureza policatiônica em geral é mais eficiente na indução de 

uma resposta imune adequada para um efeito adjuvante que nanocarreadores 

de carga negativa (Firouzmand et al., 2013).  

A quitosana induziu forte alteração do tamanho médio das partículas, 

dependente da concentração deste polímero na amostra. Observou-se que o 

antígeno tem natureza coloidal e que a associação dele com as nanopartículas 

contendo quitosana gerou partículas de tamanho inferior ao do antígeno. Isso 

se deve provavelmente ao efeito de compactação quando dois polímeros de 

cargas contrárias se complexam, neste caso para a formação das 

nanopartículas na forma de coacervatos.  

As formulações foram eficientes no processo de encapsulamento do 

antígeno, pois encapsularam 64% do conteúdo protéico com um quinto da 
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quantidade de polímero, o que indica que as nanopartículas de menor tamanho 

têm maior potencial de carreamento. Este fato sugere que os antígenos devem 

estar sendo associados por adsorção à superfície das partículas devido à maior 

área superficial que possuem partículas de menor tamanho. O aumento do 

tamanho após inclusão do antígeno também é indicativo da efetiva associação 

às partículas. Além disso a redução significativa do potencial zeta das 

nanopartículas recobertas de quitosana após associação com o antígeno 

indicam que o antígeno efetivamente interfere na superfície da partícula e deve 

portanto estar presente na superfície e não na matriz polimérica hidrofóbica 

constituída pincipalmente pelo PLA. Observa-se uma variação de 15mV para 

as nanopartículas menores e de 10mV para as nanopartículas maiores, o que 

reforça a hipótese de adsorção superficial. Existe na literatura ampla discussão 

sobre a influência do tamanho das partículas carreadoras de antígeno sobre o 

sistema imune (Demento et al., 2009). Neste contexto, uma vantagem das 

vacinas particuladas sobre os antígenos solúveis reside no fato de que os 

mesmos são facilmente capturados pelas APCs, já que antígenos associados a 

partículas mimetizam o tamanho comum dos patógenos (nano e micro) 

(Burgdorf & Kurts, 2008). Desta maneira, foi relatado que a maior taxa de 

fagocitose se dá para partículas de até 1,2µm, o que é uma vantagem 

apresentada pelas partículas produzidas neste trabalho (Champion et al., 

2008). Ainda segundo Champion et al. (2008), acima deste tamanho a taxa de 

fagocitose apresenta grande decréscimo. 

Gan & Wang (2007), testando formulações de nanopartículas à base de 

quitosana e trifosfato de sódio na tentativa de encapsular BSA, obtiveram 5 

grupos de partículas tendo como base as variações na concentração de 

quitosana, a presença ou ausência de BSA e, por fim, o método de 

incorporação de BSA. Neste contexto, o tamanho das partículas variou entre 

175,6nm e 226,6nm para partículas brancas, 203,7nm e 388,4nm para 

partículas nas quais o BSA foi incorporado e, por fim, 361,7nm e 691,4nm para 

os grupos nos quais foi realizada incubação com BSA. O método de 

incorporação consistiu em misturar previamente BSA à solução de quitosana 

utilizada no preparo das nanopartículas. Em relação ao método de incubação, 

os coacervados foram obtidos primeiramente e então as partículas foram 

adicionadas à solução de BSA e misturadas. Também foi visto pelos mesmos 
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autores que a quantidade de quitosana usada no preparo das formulações 

influenciou fortemente no tamanho, bem como a presença e o método de 

incorporação de BSA. 

Em estudos com partículas de quitosana visando o preparo de 

carreadores de insulina (Huang et al., 2007) e de fator de crescimento vaso-

endotelial (Sarmento et al., 2006) foram obtidas no primeiro estudo partículas 

de tamanho médio de 500nm e eficiência de encapsulamento de 85%, 

enquanto que as partículas do segundo grupo apresentaram média de tamanho 

próxima a 250nm.  

Através do uso de partículas de quitosana na tentativa de encapsular 

candidatos vacinais tendo como base Leishmania spp, Danesh-Bahreini et al., 

(2011), através da utilização do encapsulamento de superóxido dismutase de 

Leishmania spp (SODB1) obtiveram 15 formulações em função da variação na 

concentração e volume de quitosana, bem como do volume de trifosfato de 

sódio. Desta maneira, os tamanhos de partículas obtidos variaram entre 59nm 

e 850nm, o que demonstra, novamente, que o tamanho da partícula é 

influenciado pela quantidade de polímero utilizado, bem como pelo tamanho do 

candidato a ser encapsulado. Mais ainda, Ribeiro et al., (2014) obtiveram 

partículas à base de quitosana encapsulando Anfotericina B no intuito de testar 

um novo candidato terapêutico contra Leishmania. Os tamanhos obtidos foram 

de 79,1nm para partículas com quitosana, 104nm a 135nm para partículas 

contendo quitosana associada à condroitina e 136nm para partículas contendo 

quitosana associada à condroitina e encapsulando a Anfotericina B. Para todas 

estas partículas foram observados índices de polidispersão abaixo de 0,2, o 

que demonstra grande tendência a monodispersão por parte do material obtido. 

Pode-se considerar, então, que as partículas obtidas neste estudo não 

apresentaram tendência à monodispersão, já que tal situação somente ocorre 

com valores de índice de polidispersão próximos a zero e alguns grupos de 

partícula apresentaram valores maiores que 0,2. Entretanto, os tamanhos 

foram satisfatórios para os objetivos propostos, quando comparados a dados 

prévios da literatura, já que os mesmos corroboraram os resultados obtidos. 

Por fim, foi observado neste trabalho que também houve influência por parte da 

concentração dos polímeros utilizados, bem como do tamanho do antígeno 

presente na suspensão de preparo dos grupos. 
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Conforme a tabela 4, tanto a formulação do grupo 2, como a formulação 

do grupo 7, apresentou eficiência de encapsulamento antigênico de 64%. 

Também foi observado que não houve interferência no sinal das leituras por 

parte dos componentes do sistema de encapsulamento, já que o sinal foi nulo 

para a reação entre o reagente analítico e os compostos utilizados, 

principalmente a quitosana. A análise da eficiência de encapsulamento é 

importante, já que é a partir dela que se pode saber se o sistema é eficiente no 

aprisionamento do candidato em questão, bem como permite que então seja 

feito o cálculo do volume de suspensão utilizado para que se obtenha o valor 

estabelecido para uma dose de candidato ou da vacina em si. Desta maneira, 

foi obtido um bom percentual de encapsulamento, haja vista que em estudos 

envolvendo nanopartículas de quitosana como carreadores de candidatos 

vacinais e fármacos contra Leishmania, foram encontrados valores entre 22% e 

92% de eficiência (Danesh-Bahreini et al., 2011; Ribeiro et al., 2014). 

 Neste contexto, Danesh-Bahreini et al. (2011) utilizaram um método 

baseado na ultracentrifugação dos candidatos produzidos, seguido da 

separação do sobrenadante para análise do conteúdo proteico por 

espectrometria UV a 595nm usando o ensaio indireto de Bradford para 

dosagem proteica em relação a uma curva padrão de BSA. A eficiência foi 

calculada como a razão entre a diferença da concentração de SODB1 total e a 

presente no sobrenadante, e a concentração de SODB1 total. Desta maneira, 

foi obtido o percentual de encapsulamento. Os resultados obtidos novamente 

variaram em função da concentração e volume dos materiais utilizados e se 

apresentaram em uma faixa variando entre 22 e 75% de eficiência. 

 Mais ainda, Ribeiro et al. (2014), na avaliação de partículas à base de 

quitosana para encapsulamento de Anfotericina B avaliaram a eficiência de 

encapsulamento através da diferença entre a concentração do antibiótico antes 

do preparo da partícula e a concentração não incorporada após o preparo. O 

precipitado foi diluído em Dimetilsulfoxido (DMSO) e a dosagem se baseou em 

espectroscopia UV-visível. Os resultados obtidos variaram entre 89% e 92%, o 

que pode ser considerado um bom percentual. 

 Desta maneira, considerando o tamanho do antígeno e das formulações 

preparadas, pôde-se perceber que houve grande eficiência tanto no preparo 

das partículas como no encapsulamento, já que os dados obtidos se 
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apresentaram em faixas que já foram descritas em literatura (Danesh-Bahreini 

et al., 2011; Ribeiro et al., 2014). Sendo assim, foi possível iniciar os estudos in 

vivo, sendo que o primeiro deles foi composto por testes de atividade 

inflamatória e toxicidade das partículas brancas e tinha o intuito de avaliar se 

tais partículas eram seguras para serem utilizadas e capazes de induzir 

resposta inflamatória no local do inoculo, com recrutamento celular e presença 

de citocinas. A habilidade em induzir alguma alteração inflamatória local é 

desejável pois a partícula poderia atuar também como adjuvante. Neste 

sentido, mais do que avaliar tais parâmetros, o objetivo desta etapa foi analisar 

a possibilidade de uso da própria partícula como adjuvante, o que poderia 

aperfeiçoar as preparações e minimizaria custos de produção. 

 É importante considerar que uma resposta imune precoce e efetiva a 

adjuvantes pode levar a melhoras significativas na imunogenicidade e eficácia 

das vacinas, já que ocorre ativação do sistema inato para, consequentemente, 

haver desenvolvimento de resposta adquirida (Singh, 2007; Coler et al., 2011). 

Neste sentido, os adjuvantes são essenciais no aumento da imunogenicidade 

através da inflamação local, recrutamento e ativação de linfócitos e persistência 

do antígeno no local do inóculo (Singh & O’Hagan, 1999). Além dessas 

características, os adjuvantes também desempenham papel na taxa de captura 

de antígenos e na produção de citocinas inflamatórias (Kensil et al., 2004). 

Um ponto a se levar em consideração quando se trata de indução da 

resposta imune é o local da imunização que, assim como a dose do antígeno e 

a escolha do adjuvante, pode influenciar no tipo de resposta induzida 

(O’Hagan, 2000). Sendo assim, nesta etapa do presente estudo foi utilizada a 

inoculação intradérmica para compartimentalização do inóculo (Becker, 1997; 

Firestein, 2004). Além do mais, o ambiente imunológico da pele é composto 

principalmente por células de Langerhans e APCs, que circulam entre a pele e 

os linfonodos, além de macrófagos, queratinócitos e células endoteliais, que 

também produzem citocinas e, por fim, os linfócitos (Champion et al., 1998; 

Debenedictis et al., 2001). 

Desta maneira, no presente estudo, os camundongos foram inoculados 

por via intradérmica, com uma dose única de suspensão de partículas na 

região dorso-lombar, sendo acompanhados nos tempos de 1, 12, 24, 48 e 72 

horas. Neste sentido, os parâmetros avaliados foram a reação inflamatória 
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(migração e ativação de células inflamatórias para o local do inoculo), a 

presença de citocinas no micro-ambiente do inóculo e a toxicidade hepática e 

renal.  

 Considerando ensaios pré-clínicos vacinais, primeiramente devem ser 

avaliada a segurança e inocuidade do candidato empregado. Neste sentido, os 

componentes de uma vacina não podem induzir efeitos colaterais que sejam 

incompatíveis com a administração do produto testado. A saponina é 

amplamente utilizada como adjuvante em vacinas e estudos empregando esse 

material demonstraram a presença de alguns efeitos adversos em cães, como 

perda de pelos, apatia, anorexia e diarreia, além da ação hemolítica 

dependendo da dose administrada (Parra et al., 2007; Rajput et al., 2007). 

Desta maneira, no intuito de se avaliar um possível efeito adjuvante, 

neste estudo, a quitosana foi escolhida para o preparo das formulações 

considerando a possibilidade de induzir resposta inflamatória no local do 

inóculo, com presença de citocinas como IL-6 e TNF-α (Liu et al., 2009; El-

Sherbiny et al., 2011; Mura et al., 2011). Sendo assim, considerando a 

importância de se avaliar a inocuidade deste material, foi realizada inicialmente 

uma avaliação macroscópica do local do inóculo, bem como o 

acompanhamento do comportamento dos animais no período estipulado para 

esta etapa. Não foram observadas alterações nos animais inoculados, o que 

corrobora a afirmação de que a quitosana é um material de elevada 

biocompatibilidade e biodegradabilidade, sendo também considerada atóxica 

(Salvador et al., 2011). É importante considerar também que em estudos de 

Giunchetti et al., (2007) e Roatt et al., (2012) alguns cães inoculados com 

saponina apresentaram alterações discretas na pele, como edemas ou nódulos 

não ulcerados. No entanto, estas alterações não foram prejudiciais à saúde dos 

animais. Este resultado é muito importante, uma vez que a segurança é um 

fator primordial no licenciamento de formulações em vacinas humanas e novos 

adjuvantes devem ser imunogênicos, mas não ao ponto de causarem injúrias 

aos tecidos saudáveis (Garçon & Leo, 2010).  

 Em função somente do interesse em se avaliar qualitativamente o 

infiltrado celular, não foi realizada a análise morfométrica nas imagens obtidas 

pela microscopia. Desta maneira, a análise histopatológica somente permitiu 

observar que as partículas foram capazes de promover recrutamento celular 
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para o local do inoculo. A capacidade de induzir resposta inflamatória local é 

uma característica importante e é compartilhada pela maioria dos adjuvantes 

conhecidos (Schijns, 2000). 

Em relação às alterações histológicas, foi observado para o grupo C um 

perfil rápido de indução de alterações e resposta inflamatória, seguido de 

resolução. A explicação para tal fato se dá pelo efeito da tração da agulha na 

pele dos animais durante a inoculação da solução salina. Desta maneira, não 

há evidências para associação entre o veículo de inoculação do candidato e a 

indução de infiltrado inflamatório no microambiente do inóculo. Para todos os 

grupos, o processo inflamatório foi evidente no tempo de 1 hora após o inóculo. 

No entanto, numa visão geral do processo, foi observado um perfil diferenciado 

de resposta para os grupos de partículas, sendo que em PB1 houve indução 

mais rápida de infiltrado celular, com completo processo de resolução após 72 

horas. De forma semelhante, em PB2, o perfil de infiltrado foi similar ao de 

PB1, entretanto, 72 horas após a inoculação da suspensão de partículas, ainda 

havia persistência de um perfil inflamatório discreto. Por fim, o processo de 

resolução apresentou características como o restabelecimento do perfil 

histológico da derme, proliferação fibroblástica e reconstituição dos anexos 

cutâneos (folículos pilosos e glândulas).  

Não existem na literatura dados relacionados à utilização de partículas 

de quitosana como adjuvantes. Desta maneira, considerando a pesquisa e uso 

de adjuvantes vacinais anti-LVC, o estudo de Vitoriano-Souza et al., (2012) 

avaliou a cinética inflamatória na pele de camundongos inoculados com 

saponina, adjuvante incompleto de Freund (IFA) e monofosforil-lipídeo A 

(MPL), o que permitiu maior entendimento em relação ao que se espera de um 

candidato adjuvante no contexto de uma vacina anti-LVC. Neste contexto, da 

mesma maneira que neste estudo, a observação do infiltrado celular permitiu 

observar recrutamento primário de neutrófilos e, em fases mais tardias, de 

linfócitos e macrófagos, que pode ser considerado um infiltrado celular típico. 

Isto mostra que a quitosana apresentou uma propriedade que é dividida pela 

maioria dos adjuvantes conhecidos e esta característica está de acordo com o 

que foi descrito por outros autores que também descreveram a habilidade dos 

adjuvantes na indução de reação inflamatória local em sítios de inoculação 

(Schijns, 2000; Didierlaurent et al., 2009; Calabro et al., 2011).  
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É importante destacar a importância de se estudar o perfil de células 

migratórias, já que este pode ser um indicador do processo inflamatório local e 

que está diretamente relacionado ao perfil de citocinas presentes no 

microambiente do inoculo (Stewart et al., 1984). Segundo Teixeira et al., 

(2005), o número e composição das células do infiltrado inicial influenciarão no 

direcionamento e da resposta imune adquirida. 

Desta maneira, foram realizados estudos para avaliação da função 

adjuvante das preparações à base de quitosana. Neste contexto, além de ser 

avaliada a capacidade das formulações em promover o recrutamento 

diferencial de células inflamatórias para a região do inóculo, também foi 

estudado a ativação celular através da dosagem da atividade enzimática de 

NAG e MPO.  

Sendo assim, foi observada migração diferencial de macrófagos e 

neutrófilos nos grupos analisados, sendo que o perfil de ativação de neutrófilos 

se apresentou, de maneira interessante, semelhante para PB1 e PB2, o que 

demonstra que as formulações foram capazes de induzir resposta imune com 

consequente migração celular e estabelecimento de um infiltrado inflamatório. 

Mais ainda, em todos os grupos avaliados foram observados níveis detectáveis 

de MPO em todos os tempos analisados, sendo que as atividades máximas 

foram obtidas em momentos mais tardios (24h a 72h). O estudo da ativação de 

neutrófilos é importante, já que a presença destas células poderia contribuir na 

formação de microambiente inflamatório e polarizar a resposta imune, haja 

vista que, assim como monócitos e linfócitos, estas células também podem ser 

polarizadas em direção a diferentes fenótipos da resposta imune (Fridlender et 

al., 2009). 

 Em relação a macrófagos, níveis maiores de NAG foram observados 

durante todo o tempo de experimento analisado, sendo que a avaliação 

permitiu observar em PB2 aumento significativo em relação a PB1 no tempo de 

12 horas após o inicio do experimento. Desta maneira, os resultados 

permitiram inferir que houve ativação de macrófagos desde tempos iniciais do 

experimento e que também existe a participação de diferentes populações e 

subpopulações celulares no contexto de resposta local, o que corrobora dados 

de Korsholm et al. (2009). Neste estudo, os autores propõem que os 
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adjuvantes vacinais podem estimular a migração de diferentes populações de 

células no local da inoculação, o que recruta células rápida e seletivamente. 

 No contexto de adjuvantes vacinais, alguns estudos mostraram 

resultados semelhantes aos obtidos neste experimento. Através do uso do 

adjuvante MF59, Calabro et al., (2011) demonstraram o recrutamento inicial de 

neutrófilos no tecido muscular, seguidos de monócitos, eosinófilos e células 

dendríticas. No entanto, os autores não relacionaram a capacidade em atuar 

como adjuvante do MF59 exclusivamente aos neutrófilos, apontando também 

para a redundância do sistema imune inato ou para outros tipos celulares. 

Através do uso de ISCOMs, Smith et al., (1999) relataram o recrutamento inicial 

de neutrófilos e mastócitos, seguidos macrófagos, células dendríticas e 

linfócitos, o que se aproxima mais dos resultados obtidos na análise 

histopatológica realizada neste experimento. 

 Em geral, foi observado que PB1 e PB2 foram capazes de induzir 

resposta imune, sendo que cada uma apresentou mecanismo de ação com 

variação na intensidade ou na duração da resposta. Desta maneira, foi 

importante também investigar o perfil de citocinas presentes no micro-ambiente 

do inóculo, uma vez que as citocinas são fundamentais na polarização da 

resposta imune (Banchereau & Steinman, 1988; Iwasaki & Medzhitov, 2004). 

 O experimento realizado buscou quantificar as citocinas IL-2, IL-6, TNF-

α, IFN-γ, IL-17A, IL-4 e IL10. Neste contexto, os resultados revelaram que 

foram obtidos níveis detectáveis apenas das citocinas IL-6 e TNF-α. Em 

relação a IL-6, uma citocina relacionada ao perfil Th17, foram observados em 

todos os grupos níveis elevados no tempo de 12 horas, com redução após este 

tempo e níveis baixos de detecção até o final do experimento. No que diz 

respeito ao TNF-α, uma citocina relacionada ao perfil Th1, foi observado um 

pico no tempo de 12 horas em PB1 e níveis baixos detectáveis durante todo o 

experimento para PB2, como pequeno pico de produção no tempo de 24 horas. 

Esses resultados permitiram observar que as partículas de quitosana podem 

induzir a produção de citocinas pró-inflamatórias IL-6 e TNF- nas primeiras 

72h do inóculo, e infiltrado celular composto por macrófagos em tempos 

iniciais, e, de neutrófilos, durante todo o tempo de experimento. 

 A ausência na detecção das diferentes citocinas, especialmente as do 

tipo II (IL-4 e IL-10) é uma característica interessante observada por estas 
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partículas, o que poderia favorecer o estabelecimento de uma resposta do tipo I 

após o inóculo. Darrah et al. (2007) demonstraram que citocinas inflamatórias 

como IL-2 e IFN-γ, quando produzidas por células T CD4+, estão intimamente 

relacionadas a funções efetoras e de proteção. Vale ressaltar que a 

heterogeneidade na cinética de produção de citocinas provavelmente reflete as 

diferenças na regulação da expressão e/ou atividade de diferentes células 

recrutadas (Morel et al., 2011). 

 Foram realizadas dosagens enzimáticas dos índices de ALT, AST, ureia 

e creatinina a fim de se verificar a função hepática e renal e, desta maneira, 

analisar uma possível toxicidade das partículas empregadas. Os resultados 

permitiram observar que não houve dano hepático e renal, já que os valores se 

mantiveram-se normais e dentro dos valores de referência para a linhagem de 

camundongos BALB/c. Na intenção de complementar a análise enzimática, foi 

também realizada uma avaliação comportamental dos animais e observação do 

local do inóculo durante o período experimental em todos os grupos estudados. 

Neste contexto, não foram observadas alterações de comportamento e, em 

relação à pele, não foram detectados nódulos, pápulas e ulcerações. 

 Neste contexto, os dados obtidos nesta análise corroboram com estudos 

que demostraram que formulações à base de quitosana apresentam grande 

capacidade de biocompatibilidade e elevado poder de indução de resposta 

imune, além de serem consideradas um material pouco tóxico possibilitando a 

produção de formulações de maneira rápida e com baixo custo (Zaharoff et al., 

2007; Salvador et al., 2011).  
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8. Conclusão 
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O conjunto de dados obtidos neste trabalho mostra que a reação 

envolvendo PLA, quitosana e antígeno de L. braziliensis foi capaz de produzir 

diferentes formulações de nanopartículas com tamanhos variando entre 186,2 

e 1060,1nm, além de potencial zeta variando entre +57,0 e +71,6 e 

porcentagem de encapsulamento antigênico de 64%, o que demonstrou a 

elevada plasticidade dos materiais usados na produção das partículas, além do 

perfil catiônico das mesmas. A estratégia de se avaliar o perfil inflamatório e a 

toxicidade das nanopartículas brancas permitiu observar que as duas partículas 

estudadas foram capazes de induzir resposta inflamatória, com ativação de 

macrófagos e neutrófilos e produção de IL-6 e TNF-α após inóculo intradérmico 

em camundongos BALB/c, sem induzir toxicidade hepática e renal. Desta 

maneira, estes resultados parecem estar relacionados ao estabelecimento de 

técnicas para encapsulamento antigênico e de mecanismos indutores de 

inflamação esperados para um adjuvante vacinal. A análise em ensaio pré-

clínico vacinal empregando-se as partículas brancas e as partículas associadas 

ao antígeno de L. braziliensis esclarecerá se há diferenças na indução de 

imunoproteção das partículas. 
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