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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) é uma das principais doenças parasitárias globais, causada
no Brasil pela Leishmania infantum e transmitida por flebotomíneos. A doença representa
um problema de saúde pública crescente, especialmente a leishmaniose visceral canina
(LVC), já que os cães são os principais reservatórios domésticos do parasita. A ausência
de  tratamentos  que  curem completamente  os  animais  impulsiona  a  busca  por  novas
terapias, destacando a imunoterapia como uma abordagem promissora. Nesse contexto,
a  glutamina  sintetase,  uma  enzima  essencial  para  a  sobrevivência  do  parasita,  foi
explorada  como  potencial  terapêutico.  Embora  a  purificação  da  proteína  tenha  sido
eficiente, a etapa de expressão resultou em baixo rendimento, com uma perda de 74%
durante  a  concentração.  Esse  desafio  técnico,  que  exige  otimização,  aponta  para  a
necessidade de refinar as etapas do processo. Para investigar o potencial terapêutico da
glutamina sintetase, um estudo foi  conduzido em 20 camundongos experimentalmente
infectados. Trinta dias após a infecção, 10 camundongos foram tratados com a proteína,
enquanto  os  10  restantes  serviram  como  grupo  controle.  Análises  microscópicas
revelaram que o grupo controle apresentou sinais típicos de infecção, como baço e fígado
aumentados, além de alterações histológicas. Já o grupo tratado mostrou uma resposta
mais  branda,  com  o  fígado  sem  alterações  e  o  baço  apresentando  hemossiderose
discreta. O resultado mais significativo foi a redução de 32,8% na carga parasitária no
baço  dos  camundongos  tratados,  conforme  demonstrado  pela  análise  de  RT-PCR.
Contudo, essa diferença não foi estatisticamente significativa no fígado. Esses resultados
preliminares  são promissores,  sugerindo que a  imunoterapia  com glutamina sintetase
pode ser eficaz na redução da carga parasitária, o que abre caminho para futuros estudos
com diferentes protocolos de tratamento.

Palavras-chave: Leishmaniose  Visceral  Canina;  Leishmania  infantum; inmunoterapia;
glutamina sintetase.
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RESUMEN

La leishmaniasis visceral (LV) es una de las principales enfermedades parasitarias a nivel
mundial, causada en Brasil por Leishmania infantum y transmitida por flebótomos. Esta
enfermedad  representa  un  creciente  problema  de  salud  pública,  especialmente  la
leishmaniasis  visceral  canina (LVC),  ya que los perros son los principales reservorios
domésticos del parásito. La falta de tratamientos que curen completamente a los animales
impulsa la búsqueda de nuevas terapias, destacando la inmunoterapia como un enfoque
prometedor.  En  este  contexto,  la  glutamina  sintetasa,  una  enzima  esencial  para  la
supervivencia  del  parásito,  se  ha  explorado  como  un  posible  tratamiento.  Si  bien  la
purificación  de  la  proteína  fue  eficiente,  la  etapa  de  expresión  resultó  en  un  bajo
rendimiento, con una pérdida del 74% durante la concentración. Este desafío técnico, que
requiere  optimización,  resalta  la  necesidad  de  refinar  los  pasos  del  proceso.  Para
investigar el potencial terapéutico de la glutamina sintetasa, se realizó un estudio con 20
ratones infectados experimentalmente. Treinta días después de la infección, 10 ratones
fueron  tratados  con  la  proteína,  mientras  que  los  10  restantes  sirvieron  como grupo
control. Los análisis microscópicos revelaron que el grupo control presentó signos típicos
de  infección,  como  esplenomegalia  e  hígado  agrandados,  así  como  alteraciones
histológicas. Sin embargo, el grupo tratado mostró una respuesta más leve: el hígado no
mostró  alteraciones  y  el  bazo  mostró  una  hemosiderosis  leve.  El  resultado  más
significativo fue una reducción del 32,8 % en la carga parasitaria en el bazo de los ratones
tratados, como se demostró mediante análisis de RT-PCR. Sin embargo, esta diferencia
no  fue  estadísticamente  significativa  en  el  hígado.  Estos  resultados  preliminares  son
prometedores, ya que sugieren que la inmunoterapia con glutamina sintetasa podría ser
eficaz  para  reducir  la  carga parasitaria,  lo  que abre  la  puerta  a futuros  estudios  con
diferentes protocolos de tratamiento.

Palabras  clave:  Leishmanioses  visceral  canina;  Leishmania  infantum;  inmunoterapia;
glutamina sintetasa.
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ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is one of the main global parasitic diseases, caused in Brazil
by Leishmania infantum and transmitted by sandflies. The disease represents a growing
public health problem, especially canine visceral leishmaniasis (CVL), as dogs are the
main domestic  reservoirs  of  the parasite.  The lack of  treatments that  completely  cure
animals drives the search for new therapies, highlighting immunotherapy as a promising
approach. In this context, glutamine synthetase, an enzyme essential for the parasite's
survival, has been explored as a potential therapeutic. Although protein purification was
efficient, the expression step resulted in low yield, with a 74% loss during concentration.
This technical  challenge, which requires optimization,  highlights the need to refine the
process steps. To investigate the therapeutic potential of glutamine synthetase, a study
was conducted on 20 experimentally infected mice. Thirty days after infection, 10 mice
were  treated  with  the  protein,  while  the  remaining  10  served  as  a  control  group.
Microscopic analyses revealed that the control group presented typical signs of infection,
such as enlarged spleen and liver, as well as histological alterations. The treated group,
however, showed a milder response, with the liver showing no alterations and the spleen
showing mild hemosiderosis. The most significant result was a 32.8% reduction in the
parasite load in the spleens of the treated mice, as demonstrated by RT-PCR analysis.
However,  this  difference was not  statistically  significant  in  the liver.  These preliminary
results  are  promising,  suggesting  that  glutamine  synthetase  immunotherapy  may  be
effective  in  reducing  parasite  load,  paving  the  way  for  future  studies  with  different
treatment protocols.

Keywords: Canine  Visceral  Leishmaniasis;  Leishmania  infantum;  immunotherapy;
glutamine synthetase.
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1 INTRODUÇÃO

1.1 Referencial teórico

As leishmanioses correspondem a um conjunto de doenças  causadas por proto-

zoários do gênero Leishmania (Barbosa, R. et al., 2022). A progressão da infecção varia

de acordo com a espécie do parasita e a resposta imune do hospedeiro (Coelho,  L.,

2011).  manifestando-se principalmente em três formas clínicas: a leishmaniose cutânea

(LC), caracterizada por úlceras cutâneas; a leishmaniose muco cutânea (LCM), que envol-

ve mucosa e tecidos conjuntivos subjacentes; e a leishmaniose visceral (LV) que afeta ór-

gãos como baço, fígado e medula óssea (de Vries, H, J, C. & Schallig, H, D. 2022).

  1.1.1 Ciclo biológico da L. infantum

A transmissão do parasita ocorre por meio da picada do inseto vetor da Ordem

Diptera,  Família  Psychodidae,  Sub-Família  Phlebotominae,  pertencente  aos  gêneros

Phlebotomus em países do Velho Mundo e  Lutzomyia nas Américas (Cecílio, P.  et al.,

2022). No contexto de saúde pública, a Leishmaniose Visceral Canina (LVC) vai além de

uma questão veterinária,  pois cães infectados desempenham o papel crucial,  sendo o

principal reservatório urbano da doença, contribuindo para a transmissão da parasita aos

seres humanos (Silva, R. R. et al., 2021).

O ciclo biológico ocorre em dois hospedeiros, um vertebrado e um invertebrado. O

hospedeiro vertebrado varia conforme a espécie de leishmania, porém, o invertebrado

transmissor  do  microrganismo  é  sempre  um  mosquito  da  família  dos  Psychodidae,

popularmente conhecido como mosquito palha, da subfamília Phlebotominae (Azevedo, J.

S., 2019).

Segundo  Morales,  Y,  M.  et  al.,  2022,  em  países  temperados,  os  flebotomíneos

apresentam maior atividade de abril a outubro, diferentemente de países tropicais, onde as

fêmeas dos flebotomíneos são ativas durante o ano todo, alimentando-se de sangue de

vertebrados  para  ajudar  a  amadurecer  seus  ovos.  Durante  o  hematofagismo,  os

flebotomineos ingerem macrófagos infectados contendo amastigotas intracelulares, que se

tornam promastigotas no trato digestivo do inseto. Elas se multiplicam por fissão binária e

têm um flagelo que os ajuda a migrar para a válvula estomática do flebotomíneo, onde se

https://pt.wikipedia.org/wiki/Psychodidae
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torna  um  promastigota  metacíclico.  Esses  promastigotas  metacíclicas  são  altamente

infecciosos para mamíferos quando o mosquito-palha faz novas refeições de sangue.

  1.1.2 Leishmaniose Visceral (LV)

O  vetor  principal  da  doença  é  o  flebotomíneo  fêmea  do  gênero  Lutzomyia

longipalpis (Brodskyn, C. I.  et al., 2018). Sendo a forma mais grave de leishmaniose, na

América Latina e no Mediterrâneo é causada pela Leishmania infantum (sin. L. chagasi),

enquanto na África e na Ásia,  é causada principalmente por  Leishmania (Leishmania)

donovani (Marcondes, M.; Day, M. J., 2019). Esta última forma clínica é a única capaz de

levar o paciente à morte, se não for tratada, estando fortemente relacionada a regiões de

baixo poder econômico (Boelaert  et al., 2009; Vital, T.  et al., 2022). É classificada como

uma doença tropical negligenciada, originalmente limitada a ambientes rurais; entretanto,

ao longo do tempo, ocorreu uma transição epidemiológica, com incidências crescentes

em áreas urbanas, associadas à colonização de flebotomíneos (Marcondes, M.; Day, M.

2019; De Lima  et al., 2021). Neste contexto, a Organização Mundial da Saúde (OMS)

afirmou que, 13 dos 33 países da América Latina, reportam casos de LV, sendo o Brasil

responsável por 94% dessa incidência.  Em 2023, foram reportados um total  de 1.461

casos sendo as regiões Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste as responsáveis pelo maior

número de notificações (Luz, J. G. G. et al., 2021).

A figura 1 mostra a distribuição da doença no mundo em 2023, reforçando sua

relevância como ameaça à saúde pública, por tal motivo, o Ministério da Saúde brasileiro

recomenda certas medidas de controle, incluindo o controle do vetor por meio do uso de

inseticidas,  controle  ambiental,  conscientização  da  população  e  eutanásia  de  cães

infectados (Torres et al., 2019; Rodrigues, M. R. et al., 2019).
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Figura 1. Epidemiologia das leishmanioses em 2023

Fonte: OMS, 2023.

1.1.3 Leishmaniose Visceral Humana (LVH)

Se não tratada, a Leishmaniose Visceral Humana (LVH), também conhecida como

calazar, podendo evoluir para óbito em 95% dos casos, segundo reporte da Organização

Mundial da Saúde (OMS, 2023) É uma doença sistêmica com espectro clínico variado,

desde  formas  discretas  e  oligossintomáticas  a  formas  moderadas  e  graves,  pode-se

manifestar  com  febre  persistente,  hepatomegalia,  esplenomegalia,  perda  de  peso,

anemia, sendo a tosse também relatada em ambas as apresentações da doença (Bispo,

A, J, B. et al., 2020).

A LVH, causada por L. infantum, é considerada Zoonose, ou seja, mamíferos que

não  sejam  humanos  participam  da  circulação  do  parasita  (Magri,  A.  et  al.,  2022),  é

transmitida aos humanos pela picada da fêmea do flebotomíneo  Lutzomyia longipalpis

(Graepp-Fontoura,  I.  et  al.,  2020).  No  entanto,  outras  vias  de  transmissão,  como  o

compartilhamento  de  agulhas  contaminadas,  transplantes  de  órgãos  e  transmissão

congênita, também foram relatadas. Esta última apresenta um curso de doença similar à
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adquirida  pela  picada  do  vetor,  manifestando-se  no  primeiro  ano  de  vida  (Mescouto-

Borges, M, R. et al., 2013).

Segundo Miranda, C, D, S, C. e colaboradores (2021) Entre, entre 2003 e 2018, o

Brasil  notificou  51.000  casos  de  LVH,  concentrando  90%  dos  casos  registrados  na

América Latina. Embora ambos sexos possam ser afetados, o sexo masculino é o mais

susceptível a doença, especialmente crianças entre 0 a 4 anos, devido ao contato com

animais infectados e possíveis deficiências nutricionais e imunológico. A maior incidência

foi  encontrada  entre  os  povos  indígenas,  provavelmente  devido  às  atividades  de

mineração de ouro e ao aumento da imigração de áreas endêmicas (Graepp-Fontoura, I.

et al., 2020).

1.1.4 Leishmaniose Visceral Canina (LVC)

No  Brasil  o  cão  é  visto  como  o  principal  reservatório  pois  apresenta  intenso

parasitismo  cutâneo,  contribuindo  como  fonte  de  infecção  para  vetores,  mesmo  na

ausência de sintomas (Vilas-Boas D, F.  et al.,  2024). Segundo alguns estudos, muitas

vezes os cães não apresentam sintomas, diminuindo sua capacidade de transmissão,

assim em contraste quando apresentam sinais clínicos como: anemia, perda de peso,

aumento do fígado e do baço, problemas renais, entre outros sintomas (Ulchar I.  et al.,

2015; Guarga J. L. et al., 2000), com alta carga parasitária, sendo capazes de repassar o

parasita para o vetor ou incluso levar o cão a óbito (Lage, D. P.  et al., 2020). Segundo

França-Silva J.  C.  et al.,  2003 as raças conhecidas como Doberman, Boxer e Dogue

Alemão são mais susceptíveis a infecção por leishmania infantum, especialmente animais

mais velhos e de grande porte,  devido à maior área e tempo de exposição. Cães de

pelagem curta  tendem a ser  mais  expostos,  pois  facilitam o  acesso do flebotomíneo

durante o repasto sanguíneo.

1.1.5 Diagnóstico de LVC

O diagnóstico da LVC é uma tarefa extremamente desafiadora (Morales-Yuste, M.,

et al.,  2022), devido a que a doença pode se apresentar de maneiras muito diversas,

desde infecções que não mostram sintomas até casos graves (Bispo, A, J, B. et al., 2020).

Por essa razão, identificar a LVC de forma rápida e exata é fundamental para conseguir
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controlá-la (Faria, A. R.  et al., 2017), geralmente é diagnosticada usando três tipos de

testes: parasitológicos, sorológicos e moleculares e avaliação clínica dos sintomas por

veterinários licenciados (Baneth, G. et al., 2008, Pessoa-E-Silva, R. et al., 2019).

Para o diagnostico, a escolha do tecido vai depender tanto do estágio da doença

quanto  do  método  de diagnóstico,  podem ser  usados  tecidos,  como sangue,  medula

óssea, baço, linfonodos e pele (Solcà, M. da S. et al., 2014). Amostras de medula óssea e

linfonodos tendem a dar mais resultados positivos do que outras, independentemente de

o animal estar ou não apresentando sintomas (Almeida, A. B. et al., 2013).

Os  testes  sorológicos  são  ferramentas  cruciais  no  diagnóstico  LVC (Pessoa-E-

Silva, R.  et al., 2019). Em 2011, o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento

(MAPA)  aprovou  um  teste  rápido  chamado  DPP®  (Dual-path  Platform),  e  o  ELISA

(Figueiredo, F. B. et al., 2018, Siqueira, W.F. et al., 2021). A DPP usa o antígeno rK28, que

é uma mistura de partes dos parasitas L. infantum (antígenos K9, K26 e K39) (Figueiredo,

F. B.  et al.  2018),  esse tipo de teste entrega resultados em apenas 15 minutos, além

disso, o procedimento é simples, pois requer apenas pequenas amostras de sangue e

não necessita de equipamentos ou materiais especializados (Fraga, D. B. et al., 2016). O

ELISA é uma ferramenta que permite analisar muitas amostras de uma vez só. Ele usa

microplacas  com  antígenos,  e  um  aparelho  (espectrofotômetro)  lê  a  quantidade  de

anticorpos  pela  densidade  da  cor  (Piyasiri,  S.  B.  et  al.,  2022).  Essa  capacidade  de

quantificar os anticorpos de forma exata o torna muito eficiente e menos dependente da

interpretação de quem faz o teste (de Araújo Paz, L. F.  et al., 2023). Uma das grandes

vantagens do ELISA é que pode combinar vários antígenos, o que ajuda a aumentar a

chance de detectar a doença e de ter um resultado mais específico (Fujimori, M.  et al.,

2021).  Embora  esses testes  sejam baratos,  simples  e  fáceis  de  usar,  eles  têm suas

limitações, como a identificação da doença em casos assintomáticos ou em seus estágios

iniciais, além da possibilidade de reações cruzadas (Gomes, Y. M.  et al., 2008; Solano-

Gallego et al., 2014). O Ministério da Saúde no seu Programa de Vigilância e Controle da

doença, afirma que todo cachorro que testa positivo tanto no ensaio imunocromatográfico

(TR-DPP)  quanto  no ELISA considerado infectado por  Leishmania e  tem a eutanásia

recomendada (Figueiredo, F. B. et al., 2018; Teva, A. et al., 2012).

Outro teste utilizado é o teste de aglutinação direta (TAD) baseado na aglutinação

de promastigotas de  Leishmania corados com Coomassie tripsinizados por  anticorpos

anti-Leishmania.  Foi  o  primeiro  teste  sorológico  desenvolvido  para  uso  em campo.  É

simples, barato e confiável, com precisão clínica comprovada (Schallig, H. D. et al., 2002,
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Ferreira,  E.deC.  et  al.,  2007;  Yimam  Ayene,  Y.  et  al.,  2021),  já  o  teste  de

imunofluorescência indireta (RIFI) é o método sorológico qualitativo de referência para o

diagnóstico de LVC, com a sensibilidade de até 100% em animais sintomáticos (Adel, A.

et  al.,  2016).  Algumas  limitações  notáveis  são  a  reatividade  cruzada  com  outros

patógenos,  como  tripanossomas,  e  a  sensibilidade  significativamente  menor  para

identificar cães assintomáticos em comparação com o ELISA (Silva, R. M. et al., 2009).

A reação em cadeia da polimerase (PCR) quantitativa em tempo real (qPCR) por

sua vez é altamente eficaz na detecção de baixas cargas parasitárias de Leishmania spp.

(Rihs, J. B. et al., 2025; Castelli, G. et al., 2021). Para o diagnóstico molecular da infecção

em cães, tanto a PCR convencional quanto a qPCR podem ser utilizadas com diversas

amostras de tecido biológico, coletadas por técnicas invasivas ou não invasivas (Solcà, M.

da S. et al., 2014). As amostras mais comuns para essa finalidade são o baço, a medula

óssea, o linfonodo e a pele (Reis, L. E. 2013; Rampazzo, R. C. P. et al., 2017).

Testes moleculares como PCR, embora mais sensíveis com pacientes sintomáticos

e assintomáticos, podem apresentar resultados falsos-negativos e reação cruzada (Lage,

D.P. et al., 2020), além disso são inacessíveis em áreas endêmicas, devido ao alto custo

e  infraestrutura  específica,  indicando  que  um  diagnóstico  assertivo  deve  estar

acompanhado de quadro clínico e outros testes (Fujisawa, K. et al., 2021; Barbosa, R. et

al., 2022).

No entanto, a cultura de parasitas, que é frequentemente considerada o “padrão

ouro” para o diagnóstico da LVC, tem baixa sensibilidade para indivíduos com baixa carga

parasitária (Ivănescu, L. et al., 2023).

Diante dessas limitações, métodos diagnósticos menos invasivos e mais sensíveis

têm sido explorados, como a fricção com swab da conjuntiva e da mucosa oral ou do

focinho,  forneceram amostras  com cargas parasitárias  maiores  do que as  de sangue

(Lombardo, G. et al., 2012; Pilatti, M. M. et al.,2009). Dessa forma, fica evidente que um

diagnóstico assertivo da LVC deve estar acompanhado de uma avaliação conjunta do

quadro clínico do animal e da realização de diferentes testes diagnósticos (da Costa-Val,

A. P.  et al., 2007). Algumas autoridades de saúde pública acreditam que eliminar cães

infectados pode ajudar a reduzir a propagação da doença, no entanto, essa medida tem

sido objeto de controversa no debate ético e de direitos dos animais (Leite, J, C.  et al.,

2023).  Por isso testes mais precisos também podem reduzir o número de cães falso-

negativos mantidos em áreas endêmicas (Fraga, D. B. et al., 2016).
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1.1.6 Imunopatologia da LVC

O sistema imunológico dos cães sintomáticos, com LVC especialmente as células

mononucleares  do  sangue  periférico  (PBMC),  apresenta  uma  resposta  ineficaz,

permitindo que o parasita se prolifere e a doença se desenvolva de forma mais grave

(Reis, A. B. et al., 2009). Nesse cenário, as respostas imunes do tipo linfócitos T helper 2

(Th2), mediadas pelas citocinas interleucina 4 (IL-4) e a interleucina 10 (IL-10), acabam

favorecendo o crescimento do parasita.  A chave para o controle da doença reside no

equilíbrio entre as citocinas linfócitos T helper 1 (Th1) e Th2, pois o desbalanço pode

determinar a progressão da LVC (Samant, M. et al., 2021).

Para  que  o  organismo  desenvolva  uma  defesa  eficaz  contra  a  Leishmania,  é

fundamental que as PBMCs respondam de maneira eficiente aos estímulos do parasita,

com alta proliferação (Reis, A.B.  et al., 2009) produzindo moléculas essenciais como o

interferon-gama (IFN-γ) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) (D'Oliveira, A. Jr, 2006;

Seyed, N. & Rafati, S. 2021). Essas moléculas são essenciais para ativar os macrófagos,

tendo a sua vez a capacidade de eliminar os parasitas que se alojam em seu interior

(Maspi, N., Abdoli, A., & Ghaffarifar, F. 2016).

A resposta  imune  do  tipo  Th1  protege  da  infecção,  principalmente  através  da

interleucina 12 (IL-12) e do IFN-γ (Park, A. Y.  et al., 2000). Para a eliminação eficaz do

parasita, os macrófagos precisam ser ativados para gerar óxido nítrico (NO), um processo

que  depende de  citocinas Th1 como o  IFN-γ,  o  TNF-α e  a  interleucina  2  (IL-2).  Em

contraste, citocinas como IL-10, IL-13, IL-4 e o fator de crescimento transformador beta

(TGF-β)  resultam  em  uma  resposta  humoral,  que  muitas  vezes  não  é  protetora  na

leishmaniose (Koutinas, A.F. & Koutinas, C.K. 2014; Morales, Y. M. et al., 2022).

As células T são inicialmente pré-ativadas no baço e, em seguida, migram para o

fígado.  Lá,  ao interagir  com as células dendríticas (DCs),  elas secretam IL-12,  o  que

desencadeia  uma  resposta  Th1  e  ativa  as  células  Natural  Killer  (NK).  Contudo,

macrófagos infectados podem bloquear a produção de IL-12, dificultando a resposta das

células T CD4+ (Varikuti, S. et al., 2021).

Por outro lado, a IL-10 é uma citocina que suprime a resposta imunológica, pois à

medida  que  a  doença  progride,  a  quantidade  de  parasitas  aumenta,  estimulando  a

produção exacerbada de IL-10 (Boggiatto,  P. M.  et al.,  2010, Bhattacharyya, S.  et al.,
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2001). Essa produção enfraquece a capacidade do organismo de combater a infecção,

permitindo que a doença e os sintomas avancem (de Oliveira Cardoso, J. M. et al., 2021).

Considerando  o  papel  da  IL-10,  seu  bloqueio  pode  aumentar  a  eficácia  do

tratamento  (de  Oliveira  Cardoso,  J.  M.  et  al.,  2021).  Essa  inibição  permitiria  que  os

macrófagos  tivessem uma resposta  adequada  ao  IFN-γ,  auxiliando  na  eliminação  do

agente infeccioso (Murray, H. W. et al., 2022). Sabe-se que o IFN-γ é uma citocina crucial

para a ativação de macrófagos e serve como um biomarcador  de proteção contra  L.

infantum, sendo, portanto, útil para avaliar a qualidade de novos tratamentos (Velez, R. et

al., 2020).

Para a LVC, diversas espécies animais serviram como modelos experimentais para

ensaios de tratamentos in vivo. Durante as últimas décadas, a maioria dos estudos foi

feita  no  modelo  murino  (Rolão,  N.  et  al.,  2004).  Principalmente,  entre  eles  estão  o

camundongo BALB/c e o hamster sírio dourado usados como teste primário, e os cães

são usados como teste  secundário  (Garg,  R.  & Dube,  A.  2006).  O modelo  murino  é

amplamente  utilizado  no  estudo  das  respostas  imuno  regulatórias  à  infecção  por

Leishmania  infantum devido  à  sua  facilidade  de  manejo  em comparação  com outros

animais  e  sua  susceptibilidade  a  infecção  (Silva,  D.  et  al.,  2018)  junto  com  isso  o

camundongo BALB/c exibe uma resposta a IL-10, uma citocina Th2 levando à progressão

da doença (Samant, M. et al., 2021).

O camundongo BALB/c tem uma resposta aos agentes terapêuticos ou profiláticos

semelhante  tanto  aos  humanos,  quanto  nos  caninos,  ocorrendo  uma resposta  imune

mista, resultando em um acúmulo equilibrado de citocinas Th1 (resposta celular) e Th2

(resposta humoral), resultando na eliminação da doença ou em uma recuperação rápida

(Carrillo, E. & Moreno, J. 2009). A resposta imune varia entre o fígado e o baço. O baço

sendo  o  local  inicial  para  a  produção  de  resposta  imune  mediada  por  células,  onde

acumula IL-10, mas finalmente se torna um local para persistência do parasita, causando

esplenomegalia, dano tecidual e entre outras (Samant, M. et al., 2021).

1.1.7 Tratamento da LVC

Sabe-se que a eficácia do tratamento está ligada ao estágio imunológico e aos

cuidados clínicos dispensados ao paciente, sendo que animais sintomáticos não tratados

podem evoluir para óbito.  Assim, na atualidade, existem no mercado dois tratamentos
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orais  aprovados  pela  Food  and  Drug  Administration  (FDA)  dos  Estados  Unidos:  A

miltefosina, aprovada desde 2016 para tratamento de cães no Brasil (Gonçalves, G. et al.,

2024)  e  mais recentemente a marbofloxacina (Pineda,  C.  et  al.,  2017)  são as únicas

drogas  leishmanicidas  permitidas  no  país.  Porém,  a  primeira  já  possui  relato  de

resistência parasitária (Morales, et al., 2022); parte de seu mecanismo de ação é induzir

apoptose por meio de ligação lipídica (Dorlo, T, P. et al., 2012). Pesquisas em proteômica,

genômica  e  bioinformática  têm  sido  cruciais  na  identificação  e  avaliação  de  novas

moléculas  como  biomarcadores  para  o  desenvolvimento  de  terapias  contra  a  LVC

(Rodrigues, M.R. et al., 2019).

O tratamento contra LVC visa prevenir que o paciente evolua até o óbito e inclusive

melhorar a qualidade de vida dos pacientes. Nesse contexto, a vacinação é considerada o

método mais eficaz para controlar a doença (Velez, R. et al., 2020) por isso o programa

de imunização representa o método mais econômico para controlar casos caninos de

doenças  infecciosas.  Atualmente,  se  tem  na  literatura  multipos  estudos  explorando

diferentes formas de vacinas (Jain, K. & Jain, N.K. 2015): sejam elas feitas por proteínas

recombinantes (Martins, V. T. et al., 2015; Fernández, L. et al., 2021; Younis, B. M. et al.,

202), vacinas de DNA (Devsani, N., Vemula, D., & Bhandari, V. 2023), vacinas baseadas

em Peptídeos / Epítopos (Zhang, J.  et al.,  2021; Palatnik-de-Sousa C. B. 2019), vivas

atenuadas (Ismail, N. et al., 2022; Santi, A. M. M. et al., 2018; Ghosh, S. et al., 2025) e

vacinas  de  RNA (Fernandes,  R.  S.,  et  al.,  2025).  Apesar  dessa  intensa  pesquisa,  a

maioria desses imunizantes ainda está em fase experimental, e a busca por uma vacina

licenciada  e  disponível  no  mercado  continua  sendo  um desafio  crucial  para  a  saúde

pública.

Foi unanimemente acordado que um tratamento ideal deve promover a resposta

imune produzida por Th1 (Dikhit, M, R. et al., 2017), juntamente com células T, que são

essenciais na proteção imunológica pela produção de citocinas associadas à resistência,

como IFN-γ e TNF-α (de Brito  et al.,  2018). Sabe-se que para induzir uma imunidade

celular duradoura contra a LVC, deve ser por meio de um tratamento que contenham Th1,

para conter  a  progressão da infeção e proporcionalmente diminuir  a carga parasitária

(Velez, R. et al., 2020).

Apesar  dos  diversos  medicamentos  no  mercado,  os  desafios  de  resistência  e

toxicidade  devem  ser  superados  (Kumar,  V.  et  al.,  2020).  Alguns  pesquisadores

consideram que a eficácia dos tratamentos é baixa, o que significa que cães tratados

ainda podem ser re-infectados com L.  infantum (Marcondes, M. & Day, M.J. 2019).  O
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desenvolvimento de uma imunoterapia é altamente complexo, devido a capacidade do

parasita  de  evadir  a  resposta  imune  do  hospedeiro  para  que  uma imunoterapia  seja

eficiente, deve não apenas induzir uma resposta imune, mas também deve impedir o ciclo

biológico  do  parasita  (Leite,  J,  C.  et  al.,  2023).  Diante  disso,  estudos  envolvendo

glutamina sintetase têm sido promovidos como um potencial alvo de fármaco contra a

doença, levando em consideração as diferenças estruturais entre a enzima e o parasita

(De Lima, et al., 2021).

1.1.8 Tratamento da LVC

Na tentativa de solucionar esse problema de saúde pública, a tese de doutorado do

Dr.  Kelvinson Viana,  na  Universidade Federal  de  Minas Gerais  (UFMG) no ano 2016

intitulada  “Desenvolvimento  tecnológico  aplicado  ao  teste  de  novas  formulações
vacinais  contra  a  leishmaniose  visceral:  Triagem  de  diferentes  formulações
antigênicas  e  aplicação  de  um  método  rápido  in  vitro  para  análise  de  eficácia
vacinal”.  Avaliou  novas  formulações  vacinais  contra  a  LVC  e  desenvolveu  uma

metodologia para predizer a eficácia vacinal em cães. Na etapa inicial, foram testadas

diferentes  formulações  vacinais  em  hamsters,  avaliando  inocuidade/toxicidade,

imunogenicidade, níveis de proteção e imunoproteômica. As formulações foram seguras,

com  antígenos  de  L.  braziliensis induzindo  IgG  anti-Leishmania  e  a  saponina

influenciando a resposta linfocitária. A glutamina sintetase foi identificada como proteína

imunorreativa, com massa molecular de 42,3 kDa (Viana, K. F. et al., 2016) é uma enzima

(GS, EC 6.3.1.2) essencial no metabolismo de nitrogênio e aminoácidos, em quase todos

os  organismos  vivos,  de  procariotos  e  eucariotos  (Kumar,  V.  et  al.,  2020).  Sendo  o

principal responsável pela catálise da glutamina a partir de ATP, glutamato e amônio (de

Lima et al., 2021). Estudos bioquímicos e enzimológicos iniciais sugerem que o processo

desse modelo ocorre em duas etapas, começando com a ativação de um intermediário

gama-glutamil fosfato (γ-GP) pela condensação de amônio com glutamato transferindo

um grupo fosfato do ATP para o grupo carboxila da cadeia lateral (Kumar, V. et al., 2021),

seguido  por  uma  substituição  nucleofílica  do  amônio  no  átomo  de  carbono,  neste

intermediário liberando fosfato e formando glutamina, ADP e fosfato inorgânico (Krajewski,

W. W. et al., 2007).
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Por participar de vários processos metabólicos e bioquímicos que contribuem para

o crescimento, proliferação, equilíbrio de nitrogênio, homeostase ácido-base, sinalização

celular  e  infectividade  de  alguns  organismos  patogênicos  (Kumar,  V.  et  al.,  2021),  a

glutamina sintetasa surge como uma possível ferramenta de imunização, acompanhada

de algum adjuvante que potencialize a resposta imunológica ao antígeno, tornando-a mais

rápida,  forte e rigorosa,  ao mesmo tempo em que permite  o uso de uma quantidade

reduzida de antígeno (H,E, Q. 2011). Portanto, para garantir uma imunização eficaz contra

a LVC, é fundamental selecionar cuidadosamente os antígenos, o sistema de entrega, o

adjuvante e a via de administração do tratamento (Silva, D. et al., 2018).

1.2 Justificativa

Apesar de todas as limitações enfrentadas pelos programas de controle e desafios

relacionados com o tratamento da LVC, incluindo custos, efeitos colaterais e resistência

parasitária,  a imunoterapia é considerada a ferramenta de tratamento mais econômica

para doenças caninas. É por isso que o uso de proteínas para desenvolver terapias mais

específicas  contra  a  doença parece um caminho promissor.  Além disso,  as  proteínas

oferecem  vários  benefícios  em  comparação  a  outros  tipos  de  antígenos,  como  boa

estabilidade, baixa complexidade de antígeno e baixos custos de produção.

Assim  como  outros  organismos,  a  L.  infantum  possui  uma  enzima  chamada

glutamina sintetase, que atua na síntese de glutamina a partir do glutamato. Esta enzima

desempenha um papel essencial no metabolismo deste parasita e, portanto, representa

um alvo potencial para o tratamento desta doença.

Assim, este trabalho visa contribuir para o avanço do tratamento da LVC testando

um  protocolo  imunogênico  baseado  na  glutamina  sintetase.  Consideramos  que  esta

abordagem, levará ao desenvolvimento de terapias mais eficazes e acessíveis contra a

LVC.

1.3 Pergunta norteadora

O protocolo imunogênico baseado na glutamina sintetase ajudará a reduzir a carga

parasitária em camundongo BALB/c experimentalmente infectados?
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1.4 Hipótese

Como hipótese alternativa, pode-se dizer que o protocolo imunogênico reduzirá a

carga parasitária contra L. Visceral em camundongo BALB/c.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar a capacidade imunoterapêutica contra L. Visceral experimental no modelo

murino usando glutamina sintetase

2.2 Específicos

 otimizar a expressão e purificação da proteína glutamina;

 avaliar a toxicidade do excesso de glutamina sintetase no organismo, investigando

os efeitos de sua administração como imunizante;

 determinar a imunogenicidade e os níveis de proteção induzidos por diferentes for-

mulações antigênicas contra Leishmania infantum, associadas ao adjuvante sapo-

nina, comparando grupos imunizados com PBS e com o antígeno glutamina sinte-

tase;

 verificar a segurança da formulação do protocolo terapêutico por meio de exames

histológicos; e

 quantificar a eficiência do tratamento com base na redução da carga parasitária,

conforme os resultados de RT-PCR.
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3 MATERIAL E MÉTODOS
3.1 Análise da sequência GTS e Expressão da proteína

Para obter a estrutura da proteína glutamina sintetase, o banco de dados UniProt

(Universal  Protein  Resource) <https://www.uniprot.org/>  foi  utilizado.  A  predição  da

sequência  dessa  mesma  proteína  foi  realizada  com o  programa  InterPro (Integrative

Protein  Signature  Database)  <https://www.ebi.ac.uk/interpro/>.  Adicionalmente,  as

interações da glutamina sintetase com outras proteínas de L. infantum foram investigadas

através da ferramenta de banco de dados  String 9.0 (Search Tool for the Retrieval of

Interacting Genes/Proteins) <http://string-db.org>. Essa análise revelou que a glutamina

sintetase interage com outras 10 (dez) proteínas, sendo a maioria delas relacionada ao

metabolismo de aminoácidos.

A transformação bacteriana foi realizada pelo método de choque térmico. Células

de E. coli BL21 (DE3) SlyD foram mantidas em gelo por 5 minutos, na presença de 2 µL

do plasmídeo pET-32a (+), que continha uma etiqueta His6 e estava sob o controle de um

promotor T7. A mistura foi submetida a uma alteração abrupta de temperatura para 42°C

por  30  segundos,  seguida  de  incubação  em  gelo  por  5  minutos.  Posteriormente,  a

amostra  foi  misturada  com  30  mL  de  meio  Caldo  Luria  Bertani  (LB)  (Waltham,

Massachusetts,  USA)  e  adicionada  a  placas  de  ágar  suplementadas  com  30  µL de

ampicilina e 30 µL de cloranfenicol, sendo então incubadas durante a noite a 37°C sob

agitação a 120 rpm.

No dia seguinte, 100 µL de meio LB não inoculado foi reservado como controle

("branco"). Em seguida, 15 mL da cultura bacteriana foi incubada em 1000 mL de meio

LB, suplementado com 500 µL de ampicilina e 1000 µL de cloranfenicol.  A cultura foi

incubada a 37°C sob agitação a 120 rpm até que a densidade óptica (DO) atingisse um

valor entre 0,6 e 0,8, a 600nm. Alcançado esse valor, a expressão da proteína foi induzida

pela adição de IPTG (625 µL por litro de meio), e a cultura foi mantida sob agitação por 3

horas.

As  amostras  bacterianas  coletadas  durante  as  curvas  de  crescimento  foram

processadas da seguinte forma para a análise da expressão proteica: a cultura bacteriana

foi centrifugada a 4°C por 20 minutos a 8000 rpm. Após a remoção do sobrenadante, o

pellet foi ressuspenso em 12,5 mL de tampão PBS e centrifugado a 4°C por 10 minutos a

8000 rpm. A lise celular foi realizada pela adição de 12,5 mL de Tampão A (50 mM de Tris-

http://string-db.org/
https://www.ebi.ac.uk/interpro/
https://www.uniprot.org/
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base pH 8,0 e 300 mM de NaCl) a cada pellet.  As amostras foram ressuspendidas e

sonicadas em banho de gelo,  utilizando uma ponta macro com potência de 70% e 2

pulsos,  em  um  ciclo  de  10  repetições  de  1  minuto  com  intervalos  de  1  minuto.  A

suspensão lisada foi centrifugada a 8000 rpm por 45 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi

transferido para um novo frasco, descartando-se o pellet.

O lisado obtido foi purificado por um sistema de cromatografia de afinidade, troca

iônica e exclusão de tamanho molecular.  A cromatografia de afinidade com metais foi

realizada  utilizando  uma  coluna  HisTrap™  HP  de  1  mL.  Inicialmente,  a  coluna,

armazenada em álcool 20%, foi lavada com 50 mL de água ultrapura. A coluna foi então

equilibrada com 10 mL de Tampão A (50 mM de Tris-base pH 8,0 e 300 mM de NaCl),

seguido da aplicação do sobrenadante e coleta do flow-through. A coluna foi lavada com

20 mL de Tampão B (Tampão A + 150 mM de imidazol), e a proteína foi eluída com 3 mL

de Tampão C (Tampão A + 500 mM de imidazol). O eluído foi coletado e armazenado em

um novo frasco. Para garantir a limpeza da coluna, 5 mL de Tampão C foi novamente

aplicado, e o  flow-through foi coletado. Finalmente, a coluna foi lavada com 50 mL de

água  ultrapura  e  armazenada  com 15  mL de  etanol  20% a  4°C.  A concentração  da

proteína foi determinada por espectrofotometria usando um Nanodrop a 280 nm.

3.2 Formulação da Imunoterapia

Após a determinação da concentração proteica por espectrofotometria (Nanodrop),

a formulação da imunoterapia foi  cuidadosamente preparada em 11 doses individuais.

Para cada camundongo BALB/c, cada dose foi formulada sequencialmente em um frasco

de  vidro,  contendo  5  μL/doses  de  adjuvante  saponina  (100  μg),  que  foi  previamente

filtrado; seguido pela adição de 44 μL/doses de PBS 1x estéril, tampão de estabilidade

para solução; e, finalmente, 51 μL/doses de proteína glutamina sintetase (196 μg/mL).

3.3 Protocolo Experimental

Camundongo BALB/c, machos com um mês de idade oferecido pela Universidade

Estadual  do  Oeste  do  Paraná  -  Unioeste,  campus Cascavel.  Os  procedimentos

experimentais utilizados neste estudo foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de

Animais da Unioeste, sob o protocolo nº. 010/2024, aprovado em 09/09/2024. (Anexo 1) A
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cepa MHOM/BR/1974/PP75 de  L. infantum, cedida pela Fiocruz do Rio de Janeiro, foi

cultivada em meio  Caldo Base de Enriquecimento Seletivo Bolton (Condalab,  Madrid,

Espanha) sob demanda bioquímica de oxigênio (DBO) a 25°C por 7 dias. Os parasitas

utilizados no estudo foram removidos da cultura na terceira passagem. Para a contagem,

adicionaram-se 20 μL da cultura a 380 μL de formalina e, posteriormente, aplicaram-se na

câmara  de  Neubauer  para  ajustar  a  concentração  para  1×10  promastigotas  por⁷

camundongo. A cultura foi submetida à centrifugação a 1.500 RPM por 5 minutos a 4°C.

Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e adicionaram-se 10 mL de PBS

estéril  ao  pellet.  Por  fim,  cada  camundongo  foi  infectado  com 7,8  μL da  suspensão

preparada por via intraperitoneal.

Trinta dias após o desafio, os camundongos BALB/c foram divididos em 2 grupos

experimentais  (n  =  10 por  grupo).  O grupo 1,  denominado Controle,  recebeu por  via

subcutânea 1 dose de 100µL de PBS. O segundo grupo, denominado Tratado, recebeu

por via subcutânea 1 dose de 100µL de antígeno associado ao adjuvante e PBS. Os

animais foram eutanasiados 30 dias após o desafio por deslocamento cervical, o fígado e

o  baço  de  cada  camundongo  foi  removido  e  pesado  para  avaliar  a  eficácia  da

imunoterapia.

3.4 Avaliação Histopatológica

Para avaliação histopatológica, durante a necropsia dos animais, foram coletados

fragmentos  de  baço  e  fígado.  Todas  as  amostras  foram  fixadas  com  formol  10%

tamponado  (pH 7,2),  processados  e  embebidos  em parafina.  Sobre  lâminas  de vidro

previamente gelatinizadas, foram colocados cortes histológicos com espessura de 5m. As

lâminas  obtidas  foram  coradas  com  Hematoxilina  e  Eosina  (HE)  para  análises  de

alterações histológicas por microscopia óptica.

3.5 Carga Parasitaria
3.5.1 Pesagem e sonicado dos tecidos

Após a eutanásia, pesaram-se 20 mg de cada tecido hepático e esplênico. Cada

tecido foi adicionado a um eppendorf contendo 500 μL de PBS estéril e, posteriormente,

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/cervical-dislocation
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sonicado utilizando uma ponta micro com potência de 80% e 3 pulsos, em um ciclo de 2

repetições de 1 minuto com intervalos de 1 minuto.

3.5.2 Análisis de carga parasitaria hepática e esplénica por pcr em tempo real

Prévio a nossa PCR-rt foi feita uma curva padrão para análises da carga.

A técnica de PCR em Tempo Real foi utilizada para quantificar DNA de Leishmania

infantum nas amostras coletadas, foi coletada uma amostra de fígado e baço dos animais

através de coleta cirúrgica.  Para extração do DNA, foi  utilizado o kit  de detecção de

ácidos  nucleicos  da  BIOGUARD (Bioguard  Corporation,  New Taipei  City,  Taiwan),  as

análises foram realizadas utilizando aparelho BVG-1100 Nucleic acid extractor magnetic

bead. Após a sonicação do tecido, foram retirados 200 μL da amostra e adicionados a um

eppendorf contendo líquido de preservação. Em seguida, foram retirados 200  μL dessa

mistura e pipetados no poço 2 (LB),  que continha tampão de lise.  No poço 1,  foram

colocadas as esferas magnéticas. A PCR em Tempo Real foi realizada utilizando o kit da

BIOGUARD (Bioguard Corporation, New Taipei City, Taiwan). As análises foram realizadas

utilizando aparelho BVQ-1100 real - time PCR Analyzer. Foram retirados 20 μL de ácido

nucleico do poço EB do kit  de extração e pipetados em um eppendorf  para PCR. O

eppendorf foi centrifugado para dissolver completamente o ácido nucleico e, em seguida,

este foi misturado com o reagente liofilizado. Posteriormente, a PCR-RT foi realizada. A

carga parasitária  total  foi  calculada com base na quantidade de órgão utilizado como

referência.

3.6. Análise estatística

A análise estatística foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 5.0 (Prism

Software, Irvine, CA, EUA). Para as comparações efetuadas nos diferentes experimentos,

empregou-se  o  teste  não  paramétrico  ANOVA,  no  qual  os  diferentes  grupos  foram

avaliados e comparados entre si.
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4 RESULTADOS
4.1. Estabilidade da proteína recombinante glutamina sintetase

Para expressar  e purificar  a  proteína glutamina sintetase de  L. infantum,  foram

utilizadas informações sobre sua estrutura, sequência e rede de interações com outras

proteínas no genoma, conforme ilustrado na figura 2.

Figura 2. Esquema da proteína glutamina sintetasa

Nota. 1 - Putative glutamine synthetase (484 aa), 2 - Putative carbamoyl-phosphate synthase (1455 aa), 3 -
Pyrroline-5-carboxylate synthetase-like protein  (452 aa), 4 -  Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial (499
aa), 5 - NAD-specific glutamate dehydrogenase (1020 aa), 6 - Glutamate dehydrogenase (452 aa), 7 - Delta-
1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase (560 aa),  8 -  Glycine cleavage system P protein (973 aa),  9 -
Putative glucosamine-fructose-6-phosphate aminotransferase (670 aa),  10 -  Glycine cleavage system H
protein (107 aa), 11 - Aminomethyltransferase (377 aa).

Fonte: A. Modelo 3D da proteína glutamina sintetase está disponível no banco de dados UniProt. B. O
banco de dados String 9.0 forneceu a rede de interações da glutamina sintetase com outras proteínas no

genoma de L. infantum. C. A sequência da proteína glutamina sintetase foi obtida do banco de dados
InterPro.

A purificação foi realizada por cromatografia de afinidade, com o perfil proteico das

diferentes etapas (extrato bruto, flow-through, lavado e eluído) visualizado por SDS-PAGE
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(Figura  3).  A concentração  de  proteína  em  cada  fração,  determinada  por  Nanodrop

A280nm, foi de 7,706 mg/mL no flow-through, 0,709 mg/mL na lavagem e 0,311 mg/mL no

eluído 1 (em 6 mL), com um branco do eluído 1 apresentando 0,1 mg/mL (em 6 mL). O

rendimento  final  da  purificação  da  proteína  glutamina  otimizada  foi  de  0,121  mg/mL,

resultando em 0,485 mg de proteína total  em 4 mL, o que confirma a identidade e a

purificação bem-sucedida da proteína.

Figura 3. Análise cromatográfica em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) obtidas durante a purificação da
proteína glutamina

Nota:  as  marcações  indicam:  EB  (Extrato  Bruto),  FT (Flow-Through),  lavado  e  eluído.  Os  números  à
esquerda indicam o peso molecular em kDa, em vermelho está ressaltada a proteína recombinante obtida.

Fonte: dos autores, 2025.

4.2 Segurança da imunoterapia

Após a aplicação da imunoterapia, os animais foram observados por 7 dias para

determinar possíveis reações adversas. De modo geral, ambos os grupos mantiveram seu
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estado de saúde, não apresentando sinais de dor ou alterações comportamentais, e a

alimentação se manteve constante.

4.3 Avaliação macroscópica do baço e fígado

Para avaliar se a infecção foi  capaz de induzir  alguma alteração no baço e no

fígado, os animais foram eutanasiados após quatro semanas de tratamento. O baço e o

fígado foram removidos, pesados, analisados e comparados entre os diferentes grupos

experimentais. Macroscopicamente, observou-se que o fígado dos animais infectados e

não tratados apresentou aumento do tamanho e coloração pálida e amarelada, sugerindo

um quadro de hepatomegalia. Em contraste, nos animais do grupo tratado, o órgão exibe

coloração vermelho-escuro, característica de um fígado normal (figura 4 A e B). No baço,

a única alteração macroscópica visível foi o seu tamanho, significativamente menor nos

animais tratados quando comparado ao grupo controle (esplenomegalia). (figura 4 C e D).

Figura 4. Avaliação macroscópica do baço e fígado

Nota: nas figuras 4 A e B, se observa o aspecto do fígado de um animal do grupo controle (esquerda) e do
grupo tratado (direita),  mostrando a diferença de tamanho entre eles,  apresentando coloração pálida e
amarelada do grupo controle (esquerda) comparado à cor vermelho-escuro do fígado de um animal do
grupo tratado (direita); nas figuras 4 C e D: Pode-se observar o baço mostrando maior tamanho nos animais
do grupo controle (esquerda) quando comparado aos animais do grupo tratado (direita).

Fonte: dos autores, 2025.

4.4 Avaliações histológicas no baço e fígado

Para avaliar as alterações decorrentes da infecção por  L. infantum,  foram feitas

análises histológicas em microscopia óptica. Quando se comparou o fígado de animais

controle com os fígados de animais tratados, através de análise qualitativa, verificou-se
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que,  no  fígado  de  animais  controle  (Figura  5A)  foi  encontrada  vacuolização

citoplasmática, interpretada como glicogênese ou degeneração hidrópica, foi um achado

predominante,  com  intensidade  entre  mínima  e  discreta.  Em  contraste,  o  fígado  de

animais tratados (Figura 5B), não apresentaram alterações notáveis, com exceção de um

foco com infiltrado linfo-histiocitário aleatório mínimo. Em relação ao baço, os animais do

grupo controle (Figura 5C) revelaram consistentemente a presença de hemossiderose

moderada,  esse  achado  é  caracterizado  pelo  acúmulo  de  material  granular  marrom

(hemossiderina) dentro dos macrófagos, também foi observado megacariócitos na polpa

vermelha, condição que variou de mínima a discreta, junto com um achado adicional de

hiperplasia  linfoide discreta.  Já no caso do baço de animais tratados (Figura 5D),  foi

encontrado presença de hemossiderose em diferentes graus, caracterizada pelo acúmulo

de  material  granular  marrom  intracitoplasmático  em  macrófagos,  com  intensidade  de

discreta a moderada adicionalmente, foi observada hematopoiese extramedular discreta

na polpa vermelha com a presença de megacariócitos ocasionais.

Figura 5. Histologia de baço e fígado

Nota:  A:  fígado  grupo  controle  mostrando  hepatócitos  com  vacuolização  citoplasmática  mínima,
predominantemente centrolobular,  com vacúolos pequenos.  B:  fígado grupo tratado, sem alterações.  C:
baço grupo controle, mostrando acúmulo de moderada quantidade de material de aspecto granular marrom
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intracitoplasmático  em  macrófagos  e  congestão  discreta.  D:  baço  grupo  tratado,  apresentando
hemossiderose discreta com ocasionais megacariócitos na polpa vermelha.

Fonte: dos autores, 2025.

4.5 Carga Parasitaria

A imunoterapia com glutamina sintetase induziu uma acentuada redução da carga

parasitária no baço e uma redução mais discreta na carga parasitária do fígado em todos

os animais tratados. As análises de rt-PCR do baço indicaram essa redução no grupo

tratado (P = 0,011; intervalo de confiança de 25,08 – 94,28), com uma carga parasitária

32,8% menor neste grupo. No fígado, não houve diferença estatística significativa entre os

dois grupos (P = 0,2532; intervalo de confiança de 36,47 - 21,43), apresentando o grupo

tratado  uma carga parasitária  apenas 5,5% menor,  conforme mostrado  na figura  5  e

gráfico 1.

Gráfico 1. Análises de carga parasitária hepática e esplênica de camundongos BALB/c através de rt-PCR

Nota: os animais foram inoculados com 1 x 10  formas promastigotas de ⁷ L. infantum. Quatro semanas após
a inoculação, foram tratados com glutamina Sintetase e, decorridas mais quatro semanas, eutanasiados. O
fígado e o baço foram removidos e processados para avaliar a carga parasitária por meio de técnicas de rt-
PCR. As linhas horizontais nos box-plots indicam as medianas do número de parasitos por mg de tecido,
avaliadas em 10 animais por grupo (teste não paramétrico ANOVA, apresentado em box-plot).

Fonte: dos autores, 2025.
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5 DISCUSSÃO

O  tratamento  da  Leishmaniose  Visceral  Canina  (LVC)  enfrenta  desafios

significativos, incluindo a toxicidade dos medicamentos, o alto custo e o surgimento de

cepas  parasitárias  resistentes  (Santos-Gomes,  G.  M.  et  al.,  2014).  A miltefosina,  por

exemplo, apesar de ser o principal tratamento e eficaz na redução da carga parasitária de

Leishmania infantum,  tem seu uso limitado por efeitos tóxicos, relatos de aumento da

resistência parasitária e custo elevado (Morales-Yuste, M. et al., 2022).

Nesse cenário,  a imunoterapia surge como uma promissora medida de controle

para combater essa doença negligenciada, com estudos já realizados em outras formas

de  leishmania  (Convit,  J.  et  al.,  1987;  Convit,  J.  et  al.,  1989).  No  presente  estudo,

avaliamos a proteína recombinante Glutamina Sintetase como candidata à imunoterapia

para tratar a LVC experimental em um modelo pré-clínico. Nosso principal  objetivo foi

verificar se esse novo candidato oferece proteção em camundongos BALB/c previamente

infectados com Leishmania infantum, visando progredir para estudos futuros em modelos

mamíferos maiores, como cães.

Em pesquisas  anteriores,  Martins,  D.  R.  et  al.,  2006  identificaram a  glutamina

sintetase como uma proteína imunorreativa relacionada à biossíntese de aminoácidos, em

sua  busca  por  antígenos  de  células  T  de  Leishmania  chagasi.  Essa  descoberta  foi

posteriormente corroborada por Viana, K.  et al.,  2016. Embora Viana e colaboradores

tenham demonstrado que o uso de antígenos de L. amazonensis, isolados ou combinados

com  o  adjuvante  saponina,  em  cães  positivos  e  sintomáticos  para  LVC,  promova  a

melhora  do  quadro  clínico,  a  diminuição  dos  níveis  de  IgG  e  a  redução  da  carga

parasitária, os autores sugeriram como perspectiva futura a realização de estudos com a

glutamina  sintetase  recombinante,  isolada  ou  associada  a  outros  adjuvantes,  em um

modelo experimental.

Considerando essas informações, pode-se inferir que a glutamina sintetase possui

potencial para imunoterapia. Como apontado por Dikhit, M. R. et al., 2017, a glutamina é

uma  importante  fonte  de  carbono  e  nitrogênio  para  as  células  T  em  proliferação  e

diferenciação, o que pode promover a resposta imune mediada por células Th1. Essas

células são essenciais na proteção imunológica contra a LVC, principalmente devido à

produção de citocinas associadas à resistência à infecção.
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Ao desenvolver uma imunoterapia, a escolha do modelo experimental para testes

iniciais  é  crucial.  Embora  modelos  de  hamsters  infectados  reproduzam  clinicamente

modelos  caninos  e  humanos,  modelos  murinos,  como  os  camundongos,  são  uma

alternativa  valiosa  para  avaliar  possíveis  tratamentos  (Nieto,  A.  et  al.,  2011).  Nesses

hospedeiros mamíferos, é mais fácil analisar tanto os mecanismos imunológicos quanto a

carga  parasitária,  e  os  resultados  obtidos  são  considerados  adequados  para  testes

posteriores em outros mamíferos, como cães e humanos (Carrión, J. et al., 2006; Stanley,

A. C. & Engwerda, C. R., 2007; Murray H. W.  et al., 2001; Ahmed, S.  et al., 2003; Al-

Abdely, H. M., et al., 1998; Miguel, D. C. et al., 2008).

Nosso grupo de pesquisa buscou prever a eficácia de uma imunoterapia contra

Leishmania infantum, utilizando a cepa de referência brasileira PP75 em camundongos

BALB/c  para  estabelecer  um  modelo  de  infecção  visceral.  Embora  a  PP75  seja

amplamente empregada (Moreira, N.d. et al., 2012; Agrela, I. F. & Feliciangeli, M. D. et al.,

2015), a literatura aponta a cepa BH400 como potencialmente mais adequada para testes

em camundongos, devido à sua maior virulência e infectividade (Alves, A. F. et al., 2022;

Lizarazo-Jaimes, E. H. et al., 2012; Fialho Junior et al., 2021).

Sustentamos a escolha do inóculo de 107 parasitas por camundongo com base no

estudo de Sacks, D. L. & Melby, P. C. et al., 2001, que recomenda essa alta dose para a

disseminação para órgãos internos. Carrión, J.  et al., 2011 também utilizaram a mesma

quantidade de inóculo e promastigotas derivados de amastigotas com 3 passagens in

vitro, similarmente ao nosso estudo. Outros estudos em camundongos também utilizam

essa quantidade de inóculo para garantir um alto grau de parasitismo (Nieto, A.  et al.,

2011;  Rolão,  N.  et  al.,  2004;  Bernardo,  L.  et  al.,  2023;  Mullen,  A.  B.  et  al.,  1998).  A

intervenção terapêutica foi realizada após 30 dias de infecção, um período que pode ter

influenciado a disseminação parasitária e a significância da redução no fígado (Rebello, K.

M. et al., 2019; Le Fichoux, Y. et al., 1998).

Diante disso, realizou-se a expressão e purificação da proteína glutamina sintetase,

na qual a cromatografia de afinidade em coluna de 1 ml demonstrou eficácia, conforme

evidenciado pela análise do gel. Em nossa purificação, observamos uma banda protéica

com intensidade de coloração similar às demais bandas detectadas. Nossos resultados

são consistentes com outros estudos. Por exemplo, Bhatnagar, L.  et al., 1986 também

observaram uma banda única de aproximadamente 0,13 mg de proteína purificada após

filtração em gel, um valor muito similar ao nosso rendimento de 0,121 mg/ml de proteína.
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Entretanto, apesar da eficiência da etapa de purificação, a fase de expressão da

proteína pode apresentar baixo rendimento. Fatores como a cepa específica de  E. coli

utilizada  são  cruciais,  pois  diferentes  cepas  desempenham  papéis  importantes  na

produção de proteínas. Um estudo de Streicher, S. L. & Tyler, B. 1980 demostra bem essa

influência, onde os autores obtiveram um alto grau de pureza, com um notável rendimento

de aproximadamente 65%, na purificação da glutamina sintetase a partir de uma cepa

específica de E. coli.

Em nosso estudo, a escolha da cepa de E. coli pET-32a (+), especificamente, pode

ter contribuído para problemas como baixos níveis de expressão e toxicidade para as

células. James, J. et al., 2021 discutem como a superexpressão de proteínas pode induzir

toxicidade  e  mencionam  o  desenvolvimento  de  cepas  mutantes  como  C41(DE3)  e

C43(DE3) para superar esses problemas. Essa questão de rendimento tornou-se evidente

na etapa de concentração da nossa proteína. Pois iniciamos com 1,866 mg de proteína

após a eluição, mas o rendimento final após a concentração foi  de apenas 0,485 mg,

resultando em uma perda aproximada de 74% da proteína durante esse processo.

As vacinas formuladas com proteínas recombinantes apresentam maior segurança

e menor custo, embora frequentemente necessitem ser combinadas com um adjuvante

para garantir sua eficiência (Lage, D. P. et al., 2022; Machado, A. S. et al., 2022; Lage, D.

P.  et al., 2023). Adjuvantes são substâncias conhecidas por induzir uma resposta imune

mais robusta e persistente (Fernández-Tejada, A. et al., 2014; Ostolin, T. L. V. D. P. et al.,

2021). Nesse contexto, Martins, V. T.  et al., 2015 testaram a eficácia protetora de três

proteínas administradas na presença de saponina (LiHyp1, LiHyp6 e HRF) em uma vacina

poliproteica  contra  L.  infantum em  camundongos  BALB/c,  observando  reduções

significativas na carga parasitária.

De forma similar, em nosso estudo, a utilização de saponina como adjuvante não

apenas contribuiu para a diminuição significativa da carga parasitária em animais tratados

com a dose única, mas também se mostrou segura. Danesh-Bahreini, M. A. et al., 2011

demonstraram  que  a  administração  de  doses  únicas  e  triplas  de  nanopartículas  de

superóxido  dismutase  B1  (SODB1)  recombinante  de  Leishmania  foram  igualmente

eficazes em estimular a imunidade celular contra a leishmaniose.

Em nosso presente estudo, a administração de dose única também resultou em

uma  diminuição  significativa  da  carga  parasitária.  Entretanto,  reconhecendo  que  a

aplicação de múltiplas doses pode, em geral, proporcionar maior eficácia no tratamento,
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consideramos  fundamental  adquirir  experiência  inicial  com  uma  dose  única  dessa

proteína,  com um foco particular  em sua segurança,  especialmente para assegurar  a

viabilidade e a continuidade do estudo em outras espécies.

Não  encontramos  nenhuma  indicação  de  que  a  imunização  com  Glutamina

Sintetase, juntamente com o adjuvante saponina, tenha piorado a gravidade da doença

em comparação com os camundongos não imunizados. Além disso, a imunoterapia não

foi  associada  a  nenhum  efeito  colateral  grave,  e  as  reações  observadas  foram

semelhantes às do grupo controle, embora o parasitismo hepático tendesse a persistir em

níveis elevados nos animais tratados (Akbari, M., Oryan, A., & Hatam, G., 2021; Ghosh, S.

et al., 2025). Corroborando esses achados, Sharifi, I., et al., 1998 também demonstraram

a segurança e a maior imunogenicidade de uma dose única em crianças vacinadas com

antígeno de Leishmania major (ALM) associado à BCG contra a leishmaniose cutânea. A

segurança  e  imunogenicidade  da  administração  de  dose  única  são  amplamente

respaldadas por múltiplos estudos (Momeni, A. Z. et al., 1999; Mahmoodi, M. et al., 2003;

Coler, R. N. & Reed, S. G., 2005; Mohebali, M. et al., 2004; Silva, J. G. L. D. et al., 2023;

Mullen, A. B., et al., 1998).

A escolha da coleta de baço e fígado para determinação da carga parasitária se

baseia  fundamentalmente  no  papel  que  ambos  órgãos  desempenham  na  LVC

(Rodríguez-Cortés, A. et al., 2016; Rodrigues, V. et al., 2016). O baço é o principal órgão

afetado, atuando como um reservatório persistente para os parasitas (Wilson, M. E. et al.,

2005).  O fígado também é um dos principais órgãos acometidos, causando distúrbios

morfológicos e funcionais, incluindo fibrose hepática (Madeira, I. M.  et al., 2016), como

apoiado  por  um estudo  com macrófagos  sanguíneos  e  células  de  Kupffer  do  fígado

(Rodrigues, A. V. et al., 2022).

Neste  estudo,  o  fígado dos animais  do  grupo controle  apresentou aumento  do

tamanho e coloração pálida e amarelada, sugerindo um quadro de hepatomegalia, um

sintoma comumente associado à LVC (Madeira, I. M. et al., 2016). Maeda, K. et al., 2021

encontraram  resultados  semelhantes  em  camundongos.  Em  contraste,  o  fígado  dos

animais tratados, após quatro semanas de infecção, apresentou uma coloração vermelho-

escuro, característica de animais normais (Ijzer, J.  et al., 2006; Lima, I.S.  et al., 2019;

Palácios,  G.  et  al.,  2021).  No baço,  a  única  alteração macroscópica visível  foi  o  seu

tamanho,  significativamente menor nos animais tratados quando comparado ao grupo

controle (esplenomegalia), um resultado também apresentado por da Silva, A. V. A. et al.,

2018, que destaca como a estrutura e a função esplênicas são drasticamente alteradas e
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comprometidas durante a doença (Santana,  C. C.  et al.,  2008;  Hermida, M. D.  et al.,

2018).

A avaliação histológica nos traz um panorama microscópico do baço e do fígado

dos nossos camundongos,  no fígado de animais controle  foi  encontrada vacuolização

citoplasmática, propia de animais infectados com Leishmania infantum (Abreu-Silva, A. L.

et al., 2004). Por outro lado, os fígados dos animais tratados não apresentam alterações

histológicas relevantes. De acordo com Sukhumavasi, W. et al., 2021, histologicamente no

tecido hepático de um organismo com Leishmania infantum que está tentando controlar a

infecção, deve observar-se presencia de granulomas, no nosso estudo não se observou

nada relevante provavelmente porque o fígado é um dos principais órgãos de resolução

da  infecção  aguda,  caracterizando-se por  apresentar  dano tecidual  mínimo e  conferir

resistência à reinfecção (Stanley, A. C. & Engwerda, C. R. 2007).

No caso do baço, em nosso estudo foi achado para os animais do grupo controle

presença de megacariócitos na polpa vermelha, resultado apoiado pelo estudo feito por

Hermida,  M.  D.  et  al.,  2018;  Sukhumavasi,  W.   et  al.,  2021 os  quais  afirmam que a

infecção adquire um caráter progressivo no baço ao longo da doença levando à ruptura

da estrutura da polpa branca e à substituição da celularidade normal da polpa vermelha

por células plasmáticas, quem também faz referência a esses achados é Melo, C. V. B. et

al.,  2020,  quem também encontra  no seu estudo,  folículos  linfóides secundários  com

grandes centros germinativos em camundongos 60 dias após a infecção, semelhante ao

que  encontramos  em  nosso  estudo,  não  qual  foi  observada  uma  hiperplasia  linfóide

discreta  nesse  mesmo  período.  Já  nos  animais  tratados,  foi  observado  uma

hemossiderose em diferentes graus, favorecendo a eliminação do parasita como ressalta

Vale-Costa,  S.  et  al.,  2013,  quem  assegura  que  o  excesso  de  ferro,  junto  com  os

mecanismos  oxidativos  de  defesa,  auxiliam  na  diminuição  da  carga  parasitária  em

camundongos.

Conforme Antonia,  A.  L.  et  al.,  2018,  a  RT-PCR é reconhecida como uma das

ferramentas  mais  eficazes para  quantificar  a  carga parasitária  em camundongos.  Em

nosso estudo, o grupo controle (que recebeu solução salina) apresentou parasitismo no

fígado  e  baço.  Por  outro  lado,  os  camundongos  imunizados  com  glutamina

sintetase/saponina demonstraram uma redução significativa na carga parasitária nesses

órgãos 30 dias após o tratamento.
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A análise por RT-PCR revelou uma diminuição na amostra do baço, com uma carga

parasitária  32,8% menor  no grupo tratado.  No entanto,  a  redução no fígado foi  mais

discreta, com o grupo tratado apresentando uma carga parasitária apenas 5,5% menor, e

sem diferença estatística significativa entre os grupos. Esse resultado também foi obtido

por Vale, D. L.  et al., 2023 ao testar uma imunoterapia/saponina e anfotericina B, onde

camundongos BALB/c demonstraram uma redução significativa no parasitismo esplênico

30 dias após a terapia.

O mesmo grupo  de  pesquisa  demonstrou  em outro  estudo,  usando  a  proteína

rLiHyp1  recombinante  associada  a  adjuvante  e  anfotericina  B,  menor  parasitismo

esplênico  (Lage,  D.  P.  et  al.,  2023).  Estudos  semelhantes  usando a  proteína rENDO

recombinante associada a adjuvante também mostraram menor parasitismo esplênico em

comparação com os controles (Santos, T.  T.  O.  et al.,  2017; Lage,  D. P.  et al.,  2022;

Machado, A. S. et al., 2022).

Dias, D. S.  et al.,  2017 também demonstraram redução de 2,4 e 2,0 vezes no

parasitismo  em  camundongos  BALB/c  infectados  por  L.  infantum utilizando  proteína

tetratricopeptídeo rica em glutamina com saponina, em comparação com os grupos de

solução salina e saponina. Esse estudo se relaciona com Joshi, J., Malla, N., & Kaur, S.

2014, que observaram uma redução de 98,50% na carga parasitária em animais tratados

com SSG+KLD+MPL-A.

De maneira muito semelhante, Carvalho, L. M.  et al., (2022) encontraram que a

imunoterapia  formulada  com  antígenos  de  Leishmania  braziliensis  +  saponina  +

monofosforil  lipídio-A (LBSapMPL) e a vacina de miltefosina resultaram na redução da

carga parasitária esplênica em hamsters. Essa diminuição esteve associada à redução

dos níveis de linfócitos T-CD4+ IL-10+, indicando que as estratégias foram eficazes no

controle do parasitismo esplênico ao diminuir a secreção de IL-10 pelas células T CD4+

(Carvalho,  L.  M.  et  al.,  2021).  Isso  demonstra  que  a  imunoterapia  combinada  com

medicamentos existentes pode ser uma alternativa para o tratamento da LVC, com baixa

dose do medicamento e sem efeitos colaterais.

A diferença estatística notória  nos resultados com respeito  à redução da carga

parasitária  entre  o  baço  e  o  fígado  (Sukhumavasi,  W.  et  al.,  2021)  pode-se  dever  a

diferenças estruturais, função e microambiente humoral desses órgãos, influenciando a

resposta ao tratamento. O baço, por ser um órgão primário na resposta imune, pode estar

mais preparado para montar uma resposta imune após o tratamento em comparação com
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o fígado. Além disso, sem determinar a carga parasitária em momentos posteriores da

infecção, não é possível descartar que camundongos imunizados possam apresentar um

atraso na disseminação do parasita ou mesmo na resolução da infecção. É aceitável que

um baixo número de parasitas persista em hospedeiros mamíferos curados, permitindo-

lhes manter o sistema imunológico continuamente estimulado por meio de uma memória

imunológica ativa.
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS

Em termos gerais,  a  imunoterapia utilizando glutamina sintetase mais  saponina

aplicada  em  dose  única  como  forma  de  tratamento  em  camundongos  BALB/c

experimentalmente infectados, demonstrou ser segura e atóxica, com redução da carga

parasitária  no  baço.  Estes  resultados  podem  nortear  novos  estudos  com  diferentes

protocolos  terapêuticos,  alterando  concentrações  e  doses,  visando  resultados  mais

robustos.
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Fonte: UNIOESTE, 2024.
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