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A leishmaniose é uma doença negligenciada de ampla distribuição global, sendo um  
problema  de  saúde  pública  mundial.  No  Brasil,  a  leishmaniose  é  causada  
principalmente pelas espécies Leishmania (L) infantum chagasi, L. (L) amazonensis e  
L.  (V)  braziliensis  responsáveis  pelas  formas  clínicas  da  leishmaniose  visceral,  
cutânea que pode ser localizada ou difusa, e mucocutânea, respectivamente.  O  
tratamento  da  leishmaniose  ainda  é  um  desafio  devido  ao  alto  custo  de  
medicamentos,  alta  dose  de  droga,  incidência  e  prevalência  de  resistência  aos  
medicamentos. A pesquisa por novas opções de tratamento tem aumentado, assim  
como a busca por métodos mais eficazes no controle dos reservatórios animais da  
doença, como o a utilização de vacinas. Durante a síntese do cristal anidrido de  
hematina  é  possível  acoplar  substâncias  nas  lacunas  entre  os  domínios  de  
nanocristais, além de ser possível também, devido às suas propriedades anfifílicas, a  
incorporação destas substâncias no cristal já formado. O presente projeto propõe a  
utilização do anidrido de hematina ou hemozoina sintética acoplado ou revestido a  
antígenos de Leishmania infantum na ativação de linfócitos T CD8+ por meio da  
apresentação  cruzada  de  antígenos  um  auxílio  terapêutico  e  profilático  para  a  
leishmaniose  experimental.  Os  resultados  preliminares  sobre  a  resposta  vacinal  
 

fagossomal de forma independente a catepsina B.  Os resultados do projeto podem  
contribuir para a ampliação na imunoterapia da leishmaniose diminuindo, dessa forma,  
a transmissibilidade da doença.   
 

RESUMO  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

mostraram que a sHz não foi capaz de agir como adjuvante em estratégia profilática,  
porém ela é capaz de carrear os antígenos sem interromper sua internalização, ainda  
a mesma foi capaz de estimular a apresentação cruzada de antígenos e diminuir o pH  
 
 
 
 
 
 
 

Palavras-chave: Leishmania. Hemozoina. Apresentação cruzada de antígenos.  



Leishmaniasis is a neglected disease of wide global distribution, and it is considered a  
global public health problem. In Brazil, visceral leishmaniasis is caused by Leishmania  
(L) infantum chagasi, L. (L) amazonensis and L. (V) braziliensis,   responsible for the  
clinical forms of visceral leishmaniasis, cutaneous, which can be localized or diffuse,  
and mucocutaneous, respectively. Leishmaniasis treatment is still challenging due to  
high cost of drugs, high drug dose, incidence, and prevalence of drug resistance. The  
concern about new treatment options has increased, as well as the search for new  
methods, including vaccines, to control the disease in animal reservoirs. During the  
synthesis of the hematin anhydride crystal, it is possible to couple substances in the  
gaps between the nanocrystal domains, and given its amphiphilic properties, the  
incorporation of substances into the formed crystal is also feasible. The present  
proposes the use of hematin anhydride or synthetic hemozoin coupled or coated with  
Leishmania  infantum  antigens  in  the  activation  of  CD8+  T  cells  through  cross-  
presentation as a therapeutic and prophylactic aid for experimental leishmaniasis. The  
preliminary results on the vaccine aspect showed that sHz was not able to function as  
an  adjuvant  in  a  prophylactic  strategy;  however,  it  can  carry  antigens  without  
interrupting  their  internalization.  Furthermore,  it  was  able  to  stimulate  cross-  
presentation of antigens and decrease the phagosomal pH independently of cathepsin  
B.  Together,  these  findings  reveal  a  potential  contribution  
leishmaniasis immunotherapy, thus reducing the transmissibility of the disease.   
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1.  

 
 
 

INTRODUÇÃO  
 
 

1.1.  

 
 

Leishmaniose  
 
 

Leishmaniose  é  uma  doença  tropical  negligenciada  de  ampla  distribuição  

global, sendo um problema de saúde pública mundial . Os parasitas do gênero  

Leishmania ocasionam, de acordo com a espécie, formas clínicas que consistem  

basicamente  em  acometimento  cutâneo,  mucocutâneo  e  visceral .  A  última,  a  

leishmaniose  visceral,  representa  a  forma  clínica  mais  severa,  sendo  causada  

principalmente pela espécie Leishmania infantum chagasi  no Novo e Velho Mundo e  

pela espécie  Leishmania donovani no Velho Mundo . A leishmaniose visceral é  

caracterizada por um amplo espectro de manifestações clínicas que incluem febre,  

perda de peso e hepatoesplenomegalia, associados com achados laboratoriais como  

pancitopenia,  diminuição  da  albumina  devido  a  lesão  hepática  e  

hipergamaglobulinemia  

difusa, é causada por diversas espécies, entre elas a L. amazonensis e L. guyanensis,  

e a mucocutânea, causada principalmente pela L. braziliensis, está associada a danos  

parciais ou totais da mucosa oral, nasal e traqueal, bem como lesões ulceradas na  

pele, resultando em incapacidade grave e formação de cicatriz vitalícia  

parasitas são transmitidos por flebotomíneos que injetam as formas promastigotas  

durante o repasto sanguíneo. Os parasitas são injetados pela saliva do vetor e são  

fagocitados por neutrófilos, células dendríticas e macrófagos. Intracelularmente, as  

promastigotas se diferenciam em amastigotas, formas replicativas dos parasitas. Os  

macrófagos produzem várias moléculas microbicidas como o óxido nítrico (NO) e  

Fator de Necrose Tumoral (TNF) . No entanto, em macrófagos infectados a produção  

destes fatores anti-microbicidas são inibidos por diversos mecanismos .  
 

Atualmente, o tratamento para todos os tipos de leishmaniose é um grande  

desafio, sendo o mesmo limitado pela farmacoterapia à antimoniais pentavalentes,  

seguido de anfotericina B ou pentamidina, drogas de escolha secundária  

essa seja a farmacoterapia recomendada pela Organização Mundial da Saúde (OMS),  

eles possuem baixa eficiência, alto custo de manutenção, além de graves efeitos  

colaterais  associados.  Acima  de  tudo,  um  dado  fundamental  nesse  tópico  é  a  

inexistência de vacinas adequadas para programas de imunização em massa no  

controle efetivo da leishmaniose visceral e cutânea. Sendo assim, é evidente a  
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necessidade da busca de novas estratégias terapêuticas e profiláticas, principalmente  

na área de vacinas, antígenos e adjuvantes capazes de atuarem conjuntamente na  

indução da resposta imune para a prevenção da consolidação da doença, assim como  

no controle de reservatórios animais que influenciam no aumento da incidência da  

doença em humanos.  
 
 
 
 

1.1.1. Morfologia, vetores e ciclo biológico  
 
 
 
 

O gênero Leishmania consiste em parasitas intracelulares com tropismo por  

células do sistema fagocitário. Possuem apenas duas morfologias como mostra a  

Figura 1, sendo a extracelular, promastigota, encontrada no trato gastrointestinal dos  

flebotomíneos vetores, forma caraterizada pela presença de flagelo livre, atuando  

como forma infecciosa em hospedeiros vertebrados (Figura 1A) e possui uma forma  

amastigota intracelular (Figura 1B), observada no interior das células fagocíticas do  

hospedeiro vertebrado infectado, em especial em macrófagos, sendo essa a forma  

infectante para os insetos vetores.  
 
 
 

Figura 1 - Forma promastigota extracelular (A) e forma amastigota intracelular (B) de  
Leishmania spp.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: (Ministério da Saúde; Secretaria de Vigilância em Saúde; Departamento de Vigilância  

Epidemiológica, 2013  )  
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Psychodidae é um grupo constituído por mais de três mil espécies, espécies  

alocadas em seis subfamílias existentes e uma extinta. Em relação a relevância  

clínica, a subfamília Phlebotominae apresenta o maior interesse médico e veterinário  

pois  inclui  os  vetores  de  patógenos  para  vertebrados,  em  especial  para  a  

leishmaniose, apresentando todas as espécies de vetores da doença em humanos e  

grande parte das espécies de vetores para outros mamíferos dentro dos gêneros  

Phlebotomus (hemisfério oriental) e Lutzomyia (Américas)  . Como mostra a Figura 2,  

durante o repasto sanguíneo, o ciclo no hospedeiro vertebrado se inicia, onde fêmeas  

de flebotomíneos infectadas inoculam as formas promastigotas do parasita presentes  

em sua probóscide. Após entrada na corrente sanguínea do novo hospedeiro, as  

promastigotas são internalizadas pelas células do sistema fagocítico mononuclear,  

onde permanecem e se transformam em amastigotas, a forma intracelular que se  

replica por divisão binária. Após o rompimento da célula infectada carregada com  

amastigotas, se inicia o processo de infecção de novas células fagocíticas e, nesse  

estágio, as manifestações clínicas da doença podem começar a tomar forma de  

acordo com a espécie do parasita inoculado pelo vetor e a resposta imune do  

hospedeiro. O ciclo no inseto vetor, o flebotomíneo, também se inicia durante o  

repasto  sanguíneo, entretanto neste  cenário  o  flebotomíneo  irá  se  infectar  pela  

ingestão de células infectadas com amastigotas, e no trato digestivo do vetor, essas  

se transformam em promastigotas novamente dando continuidade ao ciclo  
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Figura 2- Ciclo biológico de Leishmania spp.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: (Centers for Disease Control and Prevention, 2017  )  
 
 
 
 

1.1.2. Epidemiologia  
 
 
 
 

Esta doença negligenciada afeta principalmente populações pobres e com  

acesso  limitado  ao  serviço  básico  de  saúde,  estando  fortemente  associada  a  

problemas  socioeconômicos.  A  epidemiologia  da  leishmaniose  nas  Américas  é  

complexa,  em  grande  parte  devido  a  relação  parasita-hospedeiro  causada  por  

múltiplas  espécies  circulantes  em  uma  mesma  região,  além  das  mudanças  

ambientais.   
 

Anualmente,  a  OMS  estima  700.000  a  1  milhão  de  novos  casos  de  

leishmaniose no mundo e em 2020, 97% dos casos de leishmaniose visceral (LV) nas  

Américas  ocorreram  no  Brasil,  entretanto,  esta  estimativa  é  imprecisa  devido  a  

subnotificação dos casos  

dos casos se não tratada, estima-se que 50.000 a 90.000 novos casos ocorram  

anualmente em todo o mundo, contudo, apenas 25 a 45% são relatados à OMS. Em  

2020, os principais países a notificar a doença foram Brasil, China, Etiópia, Eritreia,  
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Índia, Quênia, Somália, Sudão do Sul, Sudão e Iêmen. A manifestação mais comum  

de leishmaniose, apresentando anualmente cerca de 600.000 a 1 milhão de novos  

casos, é a leishmaniose cutânea (LC), que geralmente ase manifesta com lesões de  

pele, ulceradas ou não, em partes expostas do corpo, com capacidade de gerar  

sequelas aos acometidos  

LC notificados e, em 2020, mais de 85% dos novos casos de LC foram notificados em  

países como Afeganistão, Argélia, Brasil, Colômbia, Iraque, Líbia, Paquistão, Peru,  

República Árabe da Síria e Tunísia. Já a leishmaniose mucocutânea  que pode  

apresentar caráter desfigurante levando à destruição parcial ou total das mucosas  

apresentou mais de 90% dos casos em 2020 na Bolívia, Brasil, Etiópia e Peru .  
 
 
 
 

1.1.3. Estratégias terapêuticas  
 
 
 
 

Com relação ao tratamento da leishmaniose, no Brasil, o fármaco de primeira  

escolha para o tratamento em humanos, sem coinfecção, por exemplo, com o vírus  

da imunodeficiência adquirida, se faz por meio diferentes doses de antimoniato de N-  

metil glucamina que pode variar de 10 a 20 mg/kg/dia de acordo com a forma da  

doença . Dentre outros medicamentos de segunda escolha, como anfotericina B  

lipossomal e Isotionato de pentamidina, estão presentes também a miltefosina e a  

paramomicina, sendo que, a miltefosina foi incorporada na rede pública para o  

tratamento oral da leishmaniose cutânea, além de ser o único medicamento permitido  

para o tratamento de leishmaniose visceral canina  

parasita. Entretanto, o tratamento da leishmaniose ainda apresenta diversos desafios  

para os pacientes bem como, a atuação do medicamento  no sítio da infecção.  

Leishmania   spp   são   microrganismos   intracelulares   que   possuem  diversos  

mecanismos de evasão do sistema imune, dificultando assim a entrega das drogas  

em órgãos afetados, como o fígado, baço e medula óssea, bem como, dentro do  

fagolisossomo, onde o parasita se replica no interior de células fagocíticas. Em  

humanos, o tratamento da doença é limitado pelo custo, toxicidade e uso parenteral  

dos  quimioterápicos  atualmente   disponíveis.  Recentemente,  várias   pesquisas  

envolvendo nanopartículas vêm sendo desenvolvidas com o objetivo de melhorar à  

eficácia da entrega do fármaco e a diminuição dos efeitos tóxicos  
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A utilização de nanopartículas para a entrega de drogas apresenta vantagens  

em relação a quimioterapia convencional, como a liberação da droga no sítio de  

infecção de maneira controlada e sustentada, a diminuição do efeito sistêmico e a  

frequência de administração. Os fármacos de primeira escolha para o tratamento  

desta doença em humanos são medicamentos administrados via intramuscular ou  

endovenosa, o que pode causar reações adversas como a disfunção renal, hepática,  

pancreática ou cardíaca. O tratamento da leishmaniose ainda é um desafio devido ao  

alto  custo  de  medicamentos,  alta  dose  de  droga,  incidência  e  prevalência  de  

resistência aos medicamentos. Assim, há a necessidade da pesquisa por novos  

sistemas de entrega dos medicamentos, principalmente para o ambiente intracelular,  

bem como a redução da dose visando diminuir sua toxicidade e efeitos colaterais  

associados, além de melhorar a sua atividade em meios com diferentes pH e a  

permeabilidade à membrana celular.   
 
 
 
 

1.1.4. Estratégias vacinais  
 
 
 

Desde a produção da primeira vacina com êxito por Edward Jenner em 1796, o  

desenvolvimento de vacinas progrediu na busca por maior segurança, tentando evitar  

ao máximo possíveis efeitos colaterais. Para aumentar a imunogenicidade faz-se  

necessário a utilização de adjuvantes que promovam a resposta imunológica celular  

de linfócitos T  

exposição do antígeno às células dendríticas, induzindo sua maturação, além de  

ampliar o potencial imunogênico de antígenos fracos também aumenta a duração e  

velocidade  da  resposta  imune,  modula  a  especificidade  e  classe  de  anticorpos  

gerados, estimula a imunidade celular e de mucosas, amplificando, dessa forma, a  

resposta frente ao estímulo em indivíduos imunologicamente incompetentes, tendo o  

potencial de melhorar custo-benefício da formulação como um todo  

apontam que pacientes que se recuperaram de infecções por Leishmania spp. podem  

desenvolver imunidade à mesma, o que torna o desenvolvimento de vacinas efetivas  

contra a leishmaniose altamente plausível  

vacinas  efetivas  na  proteção  contra  leishmaniose  disponíveis  para  humanos.  É  

descrito que vacinas que envolvem os dois principais perfis imunológicos, Th1 (T  

helper 1) e Th2 (T helper 2), são capazes de induzir respostas imunológicas de grande  
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efetividade  e  longa  duração  além  de  diminuir  a  necessidade  de  intervenção  

farmacológica  

desenvolvimento de vacinas contra Leishmania utilizam principalmente componentes  

e  subunidades  manipuladas  do  parasita   associados,  ou   não,   à  adjuvantes  

imunomoduladores  

Existem  diversos  estudos  promissores  propondo  vacinas  para  animais  

acometidos por leishmaniose, entretanto, as vacinas para uso humano seguem sem  

grandes resultados. Nesse aspecto, as vacinas licenciadas para o uso veterinário  

tomam frente no processo de prevenção da transmissibilidade zoonótica da doença  

para humanos  

em conjunto com uma saponina adjuvante foi licenciada em 2003, porém devido a  

incapacidade de atender aos requisitos dos estudos de fase III teve sua formulação  

retirada do mercado em 2014  

conta com uma proteína recombinante A2 e um adjuvante saponina, foi licenciada em  

2007 e a mesma, atualmente, não possui mais permissão de uso comercial liberado  

para a leishmaniose visceral canina no Brasil  

outras duas vacinas disponíveis licenciadas pela Agência Europeia de Medicamentos  

em 2011 e 2017, respectivamente, sendo elas a CaniLeish® (Virbac Animal Health),  

constituída por proteínas excretadas-secretadas purificadas de Leishmania infantum  

e pelo adjuvante saponina QA-21 e a vacina LetiFend® (Laboratórios LETI), que utiliza  

uma  proteína  Q  quimérica  recombinante  sem  o  uso  de  adjuvante  

ressaltar que nenhuma dessas vacinas foram testadas quanto à sua eficácia contra a  

leishmaniose visceral humana, tornando seu uso limitado aos animais reservatórios  

da doença.  

Apesar de não existirem, até o presente momento, vacinas para leishmaniose  

visceral licenciadas para o uso em humanos, autores como  Osman et al.  

realizando  ensaios  com  uma  possível  formulação,  a  vacina   ChAd63-KH  

(ISRCTN07766359)  atualmente  em  fase  de  testes  clínicos  em   humanos  

possivelmente capaz de atuar como uma opção para a leishmaniose visceral humana.  

A  formulação desta vacina ChAd63-KH envolve a utilização de um adenovírus símio  

de replicação defeituosa que expressa um gene sintético (KH) capaz de codificar duas  

proteínas de Leishmania donovani, KMP-11 e HASPB, que estimulam de forma eficaz  

a ativação de células dendríticas e linfócitos T CD8  (Cluster of differentiation 8),  

induzindo a produção de IFN-g ( Interferon-gama)  
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1.2.  

 
 
 
 
 

Hemozoina sintética (sHz) ou anidrido de hematina como nanocarreador  

no auxílio terapêutico e vacinal  
 
 

Durante a infecção por parasitas do gênero Plasmodium, cristais de hemozoina  

são  produzidos  como  estratégia  de  sobrevivência  intraeritrocitária  para  evitar  a  

toxicidade que o grupamento heme presente na hemoglobina apresenta para estes  

parasitas. Sinteticamente, é possível obter a forma homóloga dos cristais produzidos  

31  
 

Por meio de reações enzimáticas, sob um pH ácido entre 5,0 e 5,4, ocorre no  

. A mesma estrutura pode  

ser sintetizada à partir de hemina, sendo o cristal formado o anidrido de hematina.  

São descritos na literatura ao menos três métodos de sintetização distintos, com  

, sendo o protocolo com base  

em hemina em meio aquoso alcalino e com a adição controlada de solução ácida o  

mais adequado na produção de cristais com tamanho e morfologia análogos a forma  

. Um dado importante a ser ressaltado é que durante a síntese do  

anidrido de hematina ocorre a formação de lacunas entre os domínios de nanocristais,  

onde é possível realizar o acoplamento de substâncias como drogas e antígenos.  

Os cristais de hemozoina liberados na corrente sanguínea são rapidamente  

internalizados por células do sistema imune como macrófagos e células dendríticas  

. Existem diversas  

propriedades imunomoduladoras descritas para a hemozoina, como a ativação da  

resposta imune de forma NF-kB (fator nuclear kappa B) dependente relatada in vitro  

, com regulação positiva de citocinas pró-inflamatórias como TNF-a, IL-6  

(interleucina 6), IL-1b (Interleucina 1 beta) e IL-1a (Interleucina 1 alfa) e quimiocinas  

como CCL2 (Ligante de quimiocina 2), CCL3 (Ligante de quimiocina 3), CCL4 (Ligante  

de quimiocina 4), CCL7 (Ligante de quimiocina 7), CCL12 (Ligante de quimiocina 12),  

CXCL5 (C-X-C Motif Chemokine Ligand 5) e CXCL10 (C-X-C Motif Chemokine Ligand  

10), que desempenham um importante papel na quimiotaxia de leucócitos até o sítio  

. Além disso, a internalização de hemozoina pelas células é descrita  

como  potencializadora  na  expressão  TNF-a  dependente  da  metaloproteinase-9  

(MMP-9) e, em leucócitos do sangue periférico, a hemozoina é capaz de suprimir a  

produção de PGE2 (Prostaglandina E2), o que indiretamente promove a inflamação  
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uma vez que a PGE2 regula negativamente o TNF-a  

na literatura por induzir a ativação do inflamassoma NLRP3 (NLR Family Pyrin Domain  

Containing 3), um complexo proteico citoplasmático, com consequente produção de  

uma importante citocina pró-inflamatória, a IL-1b  .  

O receptor de superfície da hemozoina foi descrito recentemente, a proteína  

transmembrana do tipo II CLEC12A, pertencente à família de lectinas do tipo C  

(CLEC), é expressa predominantemente por células que atuam na imunidade inata,  

como as DCs  

que o receptor CLEC12A presente na membrana plasmática de DCs apresenta no  

reconhecimento  de  cristais  de  urato  monossódico,  bem  como  sua  atuação  na  

sinalização pela via Syk (Spleen tyrosine kinase), o que levantou a hipótese do mesmo  

ser  capaz  de  também  reconhecer  os  cristais  de  hemozoina.  Tal  hipótese  foi  

confirmada recentemente por Raulf et al.  

murinas onde não foi verificado o desenvolvimento de malária cerebral experimental  

após  infecção  por  Plasmodium  berghei  ANKA,  justamente  por  não  haver  o  

reconhecimento dos cristais de hemozoina, bem como a ativação de linfócitos T CD8   

responsáveis por essa manifestação clínica  

evidenciou que os cristais de hemozoina induzem a apresentação de antígenos  

fagocitados via MHC classe I, por meio da apresentação cruzada de antígenos nas  

DCs medulares.  

Sendo  assim,  com  base  na  literatura,  é  possível  sugerir  que  o  receptor  

CLEC12A, que reconhece o cristal hemozoina  

na estratégia de vacinação contra doenças infecciosas, utilizando a hemozoina como  

adjuvante, pois favorece a entrega de antígenos de diversas origens para às DCs na  

via  de  apresentação  cruzada  de  antígenos,  induzindo,  dessa  forma,  a  ativação  

eficiente de células T CD8  no direcionamento à memória imunológica, como já  

observado por Wakim et al.  

antígenos tumorais.  

Recentemente, Lee et al.  tem atuado na pesquisa acerca da utilização da  

hemozoina sintética como adjuvante em vacinas, assim como no aperfeiçoamento do  

tamanho dos cristais obtidos na técnica de sintetização. No entanto, até o momento,  

nenhum estudo ou patente explorou a apresentação cruzada de antígenos induzida  

pela hemozoina no contexto de vacina ou sua capacidade de nanocarrear drogas.   
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1.3.  

 
 
 

Apresentação cruzada de antígenos  
 
 
 

No mecanismo clássico de apresentação de antígenos, aqueles advindos por  

fagocitose não têm acesso ao citoplasma para ser processado pelo proteassoma e  

apresentados via MHC (Major histocompatibility complex) classe I. Tais antígenos  

exógenos sofrem internalização em compartimentos endocíticos e são apresentados  

por moléculas do MHC classe II, dessa forma, ativando a resposta imune mediada por  

linfócitos T CD4  (Cluster of differentiation 4). Em 1976, Bevan, et al.  

primeira vez uma exceção a esse evento, onde foi observado que a linhagem de  

camundongos fêmeas [F1 (BALB/c × BALB.B)] inoculados com células congênitas  

alogênicas  para  antígenos  de  histocompatibilidade  secundários  originaram  uma  

resposta  imune  mediada  por  linfócitos  T  citotóxicos  (CD8 )  específicos  para  os  

antígenos secundários inoculados, sendo a apresentação desses antígenos realizada  

especificamente por moléculas do MHC classe I nas células hospedeiras  

dessa resposta nos linfócitos T citotóxicos, in vivo, foi denominada como apresentação  

cruzada de antígenos, processo que pode ser definido como a ativação de linfócitos  

T CD8  naive por células apresentadoras de antígenos (APCs) que obtiveram esses  

antígenos através de processos fagocíticos  

A regulação da apresentação cruzada de antígenos pode envolver uma extensa  

variedade de mecanismos, entretanto, as bases moleculares de regulação desse  

evento permanecem sobre debate. Existem duas vias amplamente dissertadas na  

literatura que visam explicar como esse complexo processo ocorre, são elas, as vias  

endocítica  e  citosólica.  A  primeira,  a  via  endocítica,  é  um  seguimento  em  que  

proteases lisossomais, principalmente a catepsina S, presentes no compartimento  

endocítico, atuam no processamento das proteínas que foram apresentadas no MHC  

classe I. A segunda via, denominada via citosólica, é descrita como a via na qual os  

antígenos  fagocitados  sofrem  translocação  para  o  citosol  e  desta  forma  são  

processados via proteassoma. Outra via envolvida na transferência de antígenos do  

fagossomo para o citosol pode estar associada à ruptura do fagossomo (para revisão  

49,50  
 

Outra forma de apresentação cruzada de antígeno é pelo transporte do MHC  

classe I para o fagossomo. Dois mecanismos estão relacionados com a presença de  

MHC classe I no fagossomo, a primeira descreve que as moléculas de MHC classe I  

sintetizadas recentemente são transportadas do reticulo endoplasmático (ER) para o  
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fagossomo  

. A segunda através da reciclagem endocítica  

com algumas moléculas de MHC classe I carregadas com antígenos e todas as  

moléculas de MHC classe I não carregadas com antígenos são transportadas para  

endossomos tardios para sua degradação, entretanto, evidencias apontam que alguns  

destes endossomos podem ser recarregados com peptídeos antigênicos e reciclados  

no endossomo tardio  

Entre as células apresentadoras de antígenos, as DCs são as que apresentam  

maior potencial no desencadeamento de uma resposta imune adaptativa durante  

infecções  Quando  comparados  aos  macrófagos,  os  lisossomos  das  DCs  

apresentam um ambiente menos hostil que pode prevenir a rápida degradação de  

antígenos e, dessa forma, aumentar a probabilidade de apresentação cruzada de  

antígenos  

NADPH oxidase (Fosfato de dinucleotídeo de adenina e nicotinamida) NOX2 (NADPH  

oxidase 2) dentro do fagossomo  

endocitose mediada por receptor, fagocitose e macropinocitose. Alguns receptores  

importantes  para  a  endocitose  são  os  receptores  de  complemento,  receptores  

scavengers,  receptores  de  Fc  (FcRs),  CLECs  e  proteínas  de  choque  térmico  

(HSPs)  

descritos  por  facilitarem  a  apresentação  cruzada  de  antígenos  

classificadas, de acordo com fatores de transcrição e receptores de superfície, em  

DCs plasmocitoides (pDCs), DCs mieloides ou DCs convencionais (cDCs)  

subtipos  de  cDCs  apresentam  notável  capacidade  de apresentação  cruzada  de  

antígenos.  Ainda,  o  receptor  CLEC9A,  presente  em  células  dendríticas,  atua  

incisivamente na apresentação cruzada de antígenos e é apontado em diversos  

estudos  por  seu  papel  fundamental  no  processo  

apresentação cruzada de antígenos foi estudada em grande parte dos subtipos de  

DCs, entretanto, essa capacidade sofre limitações por certos fatores, como a rota do  

antígeno, sua constituição, além dos sinais que desempenham um papel na ativação  

de DCs para apresentação do antígeno às células T CD8  

É  relatado  na  literatura  o  papel  essencial  que  as  células  dendríticas  

desempenham na interação com parasitas do gênero Leishmania, de modo que as  

DCs são apontadas por atuarem de forma determinante na evolução da infecção,  

onde a intrincada relação que ocorre entre as DCs e os parasitas podem resultar na  
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consolidação da infecção ou na arquitetação de uma resposta imune eficaz contra  

Leishmania  

pelos receptores de padrões repetidos, as DCs atuam como moduladoras da resposta  

imune adaptativa na leishmaniose e são elementos fundamentais na polarização dos  

subtipos de células T helper de acordo com as citocinas secretadas, assim como pelos  

processos de sinalização subjacentes  

meio da estimulação de vários mecanismos celulares de sinalização culminando em  

modificações  fenotípicas  e  funcionais  nessas  células  

modificações  são  de  suma  importância na  síntese  adequada de  citocinas  e  na  

ativação dos subtipos de células Th1, com produção de citocinas como IFN-γ, que  

operam nos eventos imunológicos a caminho da resolução da infecção  .  

Visando a sobrevivência no fagossomo, esses parasitas contam com moléculas,  

como a metaloprotease GP63 (Glicoproteína de 63 kDa) e o lipofosfoglicano (LPG),  

capazes de interferir com o potencial microbicida da célula hospedeira  

descreve a inibição da apresentação cruzada de antígenos como um mecanismo de  

evasão do sistema imune utilizados por Leishmania spp. e estudos apontam que a  

mesma consegue realizar tal processo pela clivagem de SNAREs (Soluble NSF  

attachment receptor), como VAMP8 (Vesicle Associated Membrane Protein 8), pela  

GP63, impedindo a atuação dessas moléculas na regulação de processos envolvidos  

na ativação da apresentação cruzada de antígenos  

Brewig et al.  

tanto CD8  quanto CD4 . O total impacto da participação das células T CD8  em  

infecções por Leishmania spp. permanece inconclusivo, entretanto, com base nas  

evidências obtidas ao longo dos últimos anos é altamente sugestivo que as respostas  

protetoras  dependem  da  ativação  efetiva  desses  linfócitos  mediada  por  células  

dendríticas  
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2.  

 
 
 

JUSTIFICATIVA  
 
 
 
De acordo com os últimos levantamentos feitos pela OMS e Organização Pan-  

Americana da Saúde (OPAS), o Brasil é o principal epicentro de leishmaniose nas  

Américas, doença que afeta principalmente as populações mais vulneráveis com  

acesso restrito a serviços básicos de saúde  

Os cães (Canis lupus familiaris) estabelecem uma importante relação no ciclo  

biológico da leishmaniose devido a sua atuação como reservatórios do parasita em  

áreas urbanas, favorecendo a transmissão e manutenção da doença ao homem  

controle da infecção em cães enfrenta múltiplos desafios seja pela existência de  

animais assintomáticos, amplo espectro de sinais clínicos ou pela baixa sensibilidade  

e especificidade no diagnóstico. Recentemente, foi realizada o licenciamento da droga  

leishmanicida miltefosina pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento e  

o  Ministério  da  Saúde,  como  alternativa  a  eutanásia  dos  animais  infectados  

entretanto, a mesma enfrenta desafios em relação a entrega efetiva da droga ao sítio  

alvo que precisam ser superadas  .  

Uma vacina ideal para leishmaniose visceral em cães deveria induzir uma  

resposta imune pró-inflamatória forte e duradoura, com predominância na expressão  

de  citocinas  do  perfil  Th1,  como  IFN-γ,  e  ativação  de  linfócitos  T  CD8+  via  

apresentação cruzada de antígenos, a fim de prevenir o estabelecimento inicial da  

infecção,  ou  controlar  a  progressão  da  mesma  para  o  quadro  grave,  além  de  

interromper o ciclo biológico do parasita nos cães vacinados caso sejam expostos  

novamente ao parasita  

no Brasil contava com apenas uma possível candidata disponível comercialmente, a  

vacina Leish-Tec® licenciada em 2007, que utiliza a proteína recombinante A2 com o  

adjuvante saponina, e recentemente a mesma teve a sua suspensão pelo Ministério  

da Agricultura e Pecuária (Mapa) devido ao teor de proteína A2 abaixo do limite  

mínimo  estipulado  na  Licença  do  Produto  

formulação de novas opções no mercado  

Neste contexto, o presente projeto propõe avaliar a utilização do anidrido de  

hematina acoplado ou revestido ao antígeno solúvel de L. infantum na ativação de  

linfócitos  T  CD8+  por  meio  da  apresentação  cruzada  de  antígenos  em  células  

dendríticas, visando o auxílio profilático a leishmaniose experimental.  
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3.  

 
 
 

OBJETIVOS  
 
 
 
Avaliar se o anidrido de hematina pode funcionar como um nanocarreador e  

adjuvante na apresentação cruzada de antígenos de Leishmania infantum auxiliando  

na profilaxia da leishmaniose experimental.  
 
 
 
Mais especificamente:  

a)  Avaliar in vitro o anidrido de hematina acoplado (antígenos adicionados  

na produção do cristal) ou revestido (antígenos adicionados após o cristal estar  

pronto) com ovalbumina ou antígenos solúveis de L. infantum em células dendríticas  

da linhagem DC2.4;  

b)  Verificar  in  vivo  e ex  vivo  se  o  anidrido de  hematina acoplado  ou  

revestido com os antígenos solúveis de L. infantum pode funcionar como adjuvante  

na imunização contra a leishmaniose visceral.  
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4.  

 
 
 

METODOLOGIA  
 
 

Reagentes quando não mencionados a fonte, foram obtidos comercialmente da Sigma  

Aldrich.   
 
 

4.1.  

 
 

Culturas, infecção e obtenção do antígeno de L. infantum  
 
 

Parasitas da espécie L. infantum (MHOM/BR/2005/NLC) foram doados pela Dra.  

Bartira  Rossi  Bergmann  (UFRJ).  Os  parasitas  foram  mantidos  em  meio  199  

(Invitrogen) completo (suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 mg/mL de  

estreptomicina, 100 U/mL de penicilina, 4% de urina e 10 mg/mL de hemina), com  

passagem para um novo meio a cada 3 ou 4 dias. As formas promastigotas, na fase  

estacionária de crescimento, foram utilizadas para a infecção in vivo 10  promastigotas  

foram administradas intravenosamente  

os parasitas na fase estacionária foram centrifugados, lavados com salina tamponada  

(PBS), congelados e descongelados (10 ciclos). A concentração de proteína  foi  

determinada com o reagente de Bradford (Bio-rad), conforme instruções do fabricante.  

Os antígenos de Leishmania foram misturados com o tampão de amostra de SDS-  

PAGE (Tris 62 mM pH 6,8, glicerol 10 %, SDS 2 %, 2-mercaptoetanol 5 % e azul de  

bromofenol 0,01 %). As amostras foram submetidas à eletroforese em gel de SDS-  

PAGE. Em seguida, o gel foi submetido à coloração de prata para analisar as  

proteínas.  
 
 

4.2.  

 
 

Produção da Hemozoina sintética (sHz) revestida ou acoplada com OVA  

ou antígenos de Leishmania  
 
 

A sHz foi gerada utilizando o método rápido  

degaseificado em nitrogênio por 30 min e depois a hemina (0,8 mmol; 521,6 mg) foi  

adicionada e mantida sob agitação por 30 min para ser dissolvida. A solução foi  

ajustada para o pH 4, utilizando ácido propanoico. Para geração da sHz acoplada,  

diferentes concentrações de lisado dos parasitas (1 – 4 mg) ou OVA (25 mg), foram  

adicionadas na fase em que o pH estava próximo do neutro, posteriormente o frasco  

foi transferido para o banho de óleo (70 C) sob agitação por 18 h. Cristais pretos  

(amórficos) foram obtidos. Depois da centrifugação em temperatura ambiente (7000  

rpm/1 h), os cristais foram lavados 3 vezes por 3 h com NaHCO3 (0.1M) e a cada  

lavagem com NaHCO3 foi intercalada uma lavagem com água. Os cristais foram secos  
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em estufa de secagem por 18 h. Para gerar a sHz revestida, os cristais de sHz foram  

incubados 30 min com lisado dos parasitas ou OVA, lavados e utilizados para os  

experimentos. A presença das proteínas na sHz foi confirmada por eletroforese em  

gel de poliacrilamida seguido pela coloração de prata.  
 
 

4.3.  

 
 

Culturas e tratamento de células dendríticas e linfócitos  
 
 

As células dendríticas de linhagem celular DC2.4 ou linfócitos CD8  (RF33.70) e  

CD4 (MF2.2D9) foram mantidas em meio de cultura RPMI suplementado com HEPES  

20 mM, soro fetal bovino 10% (Invitrogen), bicarbonato de sódio 11 mM, L-glutamina  

2 mM, 100 mg/mL de estreptomicina e 100 U/mL de penicilina (meio completo). Com  

passagem a cada 48 h e incubação a 37 ºC e 5% de CO2.  
 
 

4.4.  

 
 

Proliferação celular e ELISA   
 
 

As células dendríticas (linhagem DC2.4), 5x10 /células/500µL, foram incubadas ou  

não com OVA, sHz acoplada ou revestida a OVA. A seguir, as células foram lavadas  

com PBS e co-cultivadas com linfócitos, 5x10 /células/500µL, marcados ou não com  

corante  fluorescente  CFSE  (10  mM  por  15  min).  Foram  utilizados  linfócitos  de  

linhagem RF33.70 ou MF2.2D9. A co-cultura foi mantida por 3-5 dias, seguido da  

análise por citometria de fluxo, em colaboração com a Profa. Dra. Carolina Nunes  

França, UNISA/UNIFESP.  
 
 

4.5.  

 
 

Microscopia de imunofluorescência confocal  
 
 

Células dendríticas (DC2.4) foram tratadas com sHz acoplado ou revestido com sAgLi  

ou ovalbumina por 1 hora. As lamelas foram fixadas com 2% de paraformaldeído  

(Canemco e Mirvac) por 20 minutos, lavadas três vezes em PBS, seguidas de uma  

incubação de 1 hora com anticorpo LAMP-1 (Alexa Fluor 568 anti-rato; Molecular  

Probes) em Buffer de Bloqueio de Imunofluorescência (Cell Signaling) e montadas em  

lâminas de vidro com ProLong com DAPI™. As imagens foram capturadas usando um  

microscópio confocal de disco giratório Nikon CSU-W1 (objetiva de imersão em óleo  

de 60X). O processamento de imagens e procedimentos analíticos subsequentes  

foram realizados usando o ImageJ (Fiji).  
 
 

4.6.  

 
 

Atividade da catepsina B  
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Células dendríticas (DC2.4) foram cultivadas em lâminas μ-Slides VI0.4 da ibidi a uma  

densidade de 1×104 células por canal. Posteriormente, as células foram tratadas com  

sHz revestido ou acoplado a ovo e ovalbumina 30 minutos antes da marcação com  

Magic Red (Cat. 937; ImmunoChemistry Technologies; Bloomington, MN). O corante  

foi inicialmente dissolvido em 50 μL de DMSO, misturado por vortex e mantido a -  

20°C. Logo antes da aplicação, a solução inicial foi diluída em um fator de 10 com  

água estéril e, em seguida, diluída em um fator de 25 em meio RPMI completo,  

seguido por um período de incubação de 30 minutos a 37°C sob 5% de CO2. A captura  

de imagens de lisossomas individuais foi realizada usando um microscópio confocal  

de  disco  giratório  Nikon  e  mantendo  configurações  de  captura  consistentes.  A  

intensidade da fluorescência do Magic Red foi quantificada e subsequentemente  

normalizada para a área respectiva. Cada condição foi avaliada medindo pelo menos  

20 células. O processamento de imagens e os procedimentos analíticos subsequentes  

foram realizados usando o ImageJ (Fiji).  
 
 

4.7.  

 
 

Atividade do pHrodo  
 
 

Células dendríticas (DC2.4) foram cultivadas em placas de 24 poços a uma densidade  

de 5×105 células/ poço. Após 24 horas, as células foram carregadas com o dextrano  

pHrodo e tratadas com sHz revestido ou acoplado a ovo ou sAgLi, sAgLi e ovalbumina  

por 1 hora a 37°C sob 5% de CO2. As células foram coletadas e analisadas por  

citometria de fluxo (BD Accuri C6).  
 
 

4.8.  

 
 

Expressão de H-2Kb/SIINFEKL  
 
 

Células dendríticas (DC2.4) foram semeadas em placas de 24 poços a uma densidade  

de 5x10^5 células/poço. Após 24 horas, as células foram tratadas com sHz revestido  

com SIINFEKL, veículo vazio de sHz, SIINFEKL ou a última lavagem (LW) de sHz  

revestido com SIINFEKL por 24 horas a 37°C sob 5% de CO2. As células foram  

coletadas, marcadas com anti-H-2Kb/SIINFEKL e analisadas por citometria de fluxo  

(BD Accuri C6).  
 
 

4.9.  

 
 

Infecção in vivo: Avaliação vacinal  
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Todos os experimentos foram realizados com camundongos BALB/c fêmeas, com 6-  

8 semanas de idade e 25-30 g de peso corporal, obtidas no biotério central da  

Universidade Federal de São Paulo (CEDEME).  
 
 

Para imunização: Grupos de animais foram imunizados, no dia 0, 14 e dia 28,  

subcutaneamente com apenas a melhor dose de cada composto determinada em um  

experimento anterior e com base em literatura prévia  

100  µg/camundongo  e  para  Alum  2  mg/camundongo,  formando  7  grupos  de  

imunização,  sendo  eles:  PBS,  sHz,  sAgLi,  sAgLiHzAco,  sAgLiHzRev,  Alum  e  

sAgLiAlum. Sabe-se que a administração subcutânea com hemozoina sintética com  

ou sem antígenos foi seguramente testada em camundongos, ratos, cachorros e  

primatas. Já a toxicidade foi testada em ratos com até cinco repetições de injeção  

subcutânea de 8 – 800 mg/kg/rato ou uma injeção de 910 mg/kg/rato de acordo com  

as boas práticas de laboratório para testes de segurança não clínicos do Japão. Estas  

doses foram bem toleradas, não causaram morte ou mudança no comportamento dos  

animais. A maior dose pode causar uma inflamação local com auto resolução em uma  

semana  . Após 14 dias da última imunização os camundongos foram infectados por  

via peritoneal com 10  de L. infantum em 500 µL de PBS. Após 21 dias da infecção os  

animais foram sacrificados por anestésico inalatório. O impacto da imunização foi  

avaliado na diminuição da carga parasitária do fígado e baço do camundongos. As  

células esplênicas foram desafiadas in vitro para avaliar a resposta dos linfócitos T  

CD4 ou CD8 positivos, através dos ensaios de proliferação e perfil de citocinas  

produzidas.  
 
 

4.10.  Avaliação da densidade parasitária  
 
 

Para a diluição limitante, quantidades equivalentes dos órgãos fígado e baço foram  

macerados em 1 e 6 mL de PBS, respectivamente, e foi feita a diluição seriada (fator  

2) dos mesmos em meio 199 completo, após 20 dias de incubação a 28 °C foi feita a  

leitura por microscopia ótica comum da diluição limitante. O fator de diluição foi  

determinado como o último poço onde foi observado a presença de promastigotas  
 
 

4.11.  Proliferação das células  
 
 

Os baços foram macerados em PBS/FBS 1%. Após a centrifugação, o pellet foi  

ressuspendido em 1 mL de solução de lise de hemácias (9 partes de NH4Cl – 8,5  
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µg/mL para 1 parte Tris – 20 µg/mL) e incubado por 5 minutos. Seguindo pela adição  

de 10 mL de PBS. As células esplênicas foram lavadas com PBS/FBS 1%, marcadas  

ou não com corante fluorescente CFSE (10 µM por 15 min), e foram incubadas (2x10  

células/ 500 µL) ou não com diferentes concentrações do sAgLi (5, 10 e 20 µg), ou  

sAgLiHzRev (50 – 200 µg/mL) e sAgLiHzAco (5, 10 e 20 µg em 100 µg/mL de sHz)  

por 72 h. Os esplenócitos foram marcados com anti-CD8 (Biolegend) ou anti-CD4  

(Novus Biologicals) conjugados com PE, e analisados por citometria de fluxo (BD  

Accuri C6).  
 
 

4.12.  Análises estatísticas  
 
 

Os dados foram apresentados valores médios com os respectivos desvios padrão de  

um mínimo de três experimentos biológicos independentes. A significância estatística  

foi avaliada por meio de análise de variância (ANOVA), seguindo o teste de Tukey,  

utilizando o software Graph Prism 10, e o coeficiente de correlação de Pearson usando  

o software Fiji ImageJ (P 0,05).  
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5.  

 
 
 

RESULTADOS  
 
 
 
A produção de sHz foi feita conforme ilustrado no esquema (Fig. 3) e descrito  

acima nos métodos.  
 
 

Figura 3 - Ilustração esquemática da produção de hemozoina sintética.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A produção de hemozoina sintética (sHz) foi conduzida utilizando o método rápido  

acoplamento, os antígenos, ovalbumina e sAgLi, foram adicionados durante a síntese dos  

cristais de sHz em um pH próximo a 7 (neutro) para gerar cristais monodispersos. Para o  

revestimento, a sHz sintetizado foi incubado com concentrações variadas de antígenos, após  

uma incubação de 30 minutos o cristal foi lavado.  
 

Inicialmente,  a  padronização  do  uso  de  hemozoina  como  adjuvante  na  

estimulação da apresentação cruzada de antígenos in vitro foi feita utilizando como  

antígeno proteico a ovalbumina (OVA). Após síntese, como já descrito anteriormente  

(Fig.  3),  foi  realizada  a  análise  via  SDS-PAGE  em  gel  de  poliacrilamida  das  

hemozoinas revestidas ou acopladas a OVA, onde foi observado a presença de  

proteínas na Hz, tanto acoplada, quanto revestida, utilizando diferentes concentrações  

de OVA (0,5, 1 e 1,5 mg  em 100 µg/mL de sHz (Figura 4). Para o acoplamento, a  

OVA (25 mg de OVA:150 mg de hemina) foi adicionada durante a síntese dos cristais  

de sHz, em um pH próximo a 7 (neutro), para gerar cristais monodispersos.  
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Figura 4 - Síntese de Hz acoplada e revestida com OVA  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A figura mostra a determinação da presença das proteínas na sHz via SDS-PAGE em gel de  

poliacrilamida seguido pela coloração de prata. Ovalbumina possui peso molecular de 45 kDa  

como indicado pela seta. Os resultados são representativos de dois experimentos realizados  

de forma independente. - *mg de OVA em 100 μg/mL de sHz.  
 
 

Após a padronização da produção de hemozoina acoplada ou revestida com  

OVA, foi realizado o acoplamento  ou revestimento do cristal com sAgLi. Foram  

produzidos 5 lotes de hemozoina acoplada ao sAgLi em diferentes concentrações (1  

–  4  mg)  obtidos  de  diferentes  formas  (congelado/descongelado  sonicado,  

congelado/descongelado não sonicado e detergente). Como representado na Figura  

5,  a  detecção  das  proteínas  na  sHz  sintetizada  nos  lotes  de  acoplamento,  

independente das concentrações utilizadas (50, 100 e 200 µg/mL), via SDS-PAGE  

com coloração de prata apresenta bandas de difícil visualização. Em contrapartida, o  

revestimento  dos  cristais  com  os  antígenos  foi  detectável  visualmente   nas  

concentrações de 5, 10 e 20 µg de sAgLi em 100 µg/mL de hemozoina (Fig. 5).  
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Figura 5 – Síntese de Hz acoplada e revestida com sAgLi  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A figura mostra a determinação da presença das proteínas na Hz via SDS-PAGE em gel de  

poliacrilamida seguido pela coloração de prata. Os resultados são representativos de cinco  

lotes e experimentos realizados de forma independente. - *µg de sAgLi em 100 μg/mL de Hz.  
 
 
 

Para determinar a localização intracelular dos cristais, utilizamos a microscopia  

confocal para observar células dendríticas tratadas com sHz revestido ou acoplado  

com antígenos de Leishmania infantum ou ovalbumina.   
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Figura 6 - Colocalização da sHz no compartimento fagossômico de células dendríticas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Células dendríticas foram tratadas com sHz acoplado ou revestido com sAgLi ou ovalbumina  

por 1 hora. As lamínulas foram fixadas com paraformaldeído a 2% (Canemco e Mirvac) por  

20 minutos, lavadas três vezes em PBS, seguidas de uma incubação de 1 hora com anticorpo  

LAMP-1  (Alexa  Fluor  568  anti-rato;  Molecular  Probes)  em  Buffer  de  Bloqueio  de  

Imunofluorescência (Cell Signaling) e montadas em lâminas de vidro (ProLong com DAPI™).  

As imagens foram capturadas usando um microscópio confocal de disco giratório Nikon CSU-  

W1 (objetiva de imersão em óleo 60X). A análise foi realizada em lamínulas duplicadas de um  

único experimento. A co-localização (setas) foi analisada usando o Fiji e o coeficiente de  

Pearson (n= 50 células), utilizando as células não tratadas (-) e sHz pura como controle para  

comparação de co-localização entre sHz acoplado ou revestido com sAgLi ou ovalbumina (P=  

0.05).  
 

As  imagens  imunofluorescentes  (Figura  6A)  indicam  a  co-localização  dos  

cristais com o compartimento fagossomal (LAMP1-positivo). As setas na Figura 6A  

enfatizam  a  co-localização  da  sHz  dentro  dos  fagossomas  das  DCs.  Nossas  

descobertas destacam a presença de cristais de sHz dentro dos fagossomas após  

uma hora de tratamento. Para quantificar essa co-localização, aplicamos o coeficiente  

, permitindo-nos avaliar quantitativamente a extensão da co-localização  

entre sHz (canal verde) e LAMP-1 (canal vermelho) nos fagossomas dessas células.  
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A análise estatística usando o coeficiente de Pearson (Figura 6B) proporciona uma  

visão intrigante da interação sHz-fagossoma. A comparação entre sHz vazio e sHz  

acoplado  ou  revestido  com  antígenos  não  revela  diferença  significativa  na  co-  

localização de cristais. Isso sugere que os processos de acoplamento e revestimento  

não perturbam ou interferem nesse aspecto da interação entre a hemozoina sintética  

e os fagossomas.   
 

Em  

 

nossa  

 

investigação,  

 

analisamos  o  papel  

 

do  pH  

 

lisossômico,  

 

um  

determinante crítico da eficiência de processamento e apresentação de antígenos,  

especialmente no que diz respeito à apresentação cruzada de antígenos  

foco estava na compreensão do metabolismo lisossômico e acidificação após o  

tratamento com sHz. Para avaliar a capacidade moduladora do pH de sHz, utilizamos  

o ensaio colorimétrico Magic Red, monitorando a intensidade de fluorescência da  

atividade proteolítica de catepsina B lisossômica em células tratadas com sHz (Figura  

7).   
 
 
 
 

Figura 7 - Efeito da sHz acoplada e revestida a OVA sobre a atividade da catepsina B  
lisossômica  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Células dendríticas (DC2.4) foram cultivadas em lâminas μ-Slides VI0.4 da ibidi a uma  

densidade de 1×10  células por canal. Posteriormente, as células foram tratadas com sHz  

revestido ou acoplado com OVA por 30 minutos antes da marcação com Magic Red (Cat. 937;  

ImmunoChemistry Technologies; Bloomington, MN). Células não tratadas e sHz pura foram  

usados como controles. O corante foi inicialmente dissolvido em 50 μl de DMSO, misturado  
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por vortex e armazenado a -20˚C. Pouco antes da aplicação, a solução estoque inicial foi  

diluída em um fator de 10 com água estéril e, em seguida, diluída adicionalmente em um fator  

de 25 em meio de cultura RPMI completo, seguido por um período de incubação de 30 minutos  

a 37°C sob 5% de CO2. Live cell image de lisossomos individuais foi conduzida usando um  

microscópio  confocal  de  disco  giratório  Nikon,  mantendo  configurações  de  captura  

consistentes. A intensidade da fluorescência do Magic Red foi quantificada e posteriormente  

normalizada para a área respectiva. Cada condição foi avaliada medindo pelo menos 20  

células, e essa análise foi realizada em duplicata em quatro experimentos independentes. O  

processamento de imagem e os procedimentos analíticos subsequentes foram conduzidos  

usando o software ImageJ (Fiji) e o GraphPad Prism 10 para One-Way ANOVA (P 0.05). *µg  

de ovalbumina em 100 µg/mL de sHz.  
 
 
 
 

O substrato de detecção do Magic Red, permeável às membranas celulares,  

utiliza um fluoróforo vermelho ligado a peptídeos-alvo da catepsina B  

atividade  e  clivagem  da  catepsina  B,  ele  emite  fluorescência  vermelha,  com  

intensidade  aumentando  conforme  a  atividade  enzimática  progride  

influência  positiva  do  pH  ácido  no  fagossoma  na  atividade  da  catepsina  B  

comparamos a intensidade do Magic Red entre células tratadas com sHz acoplado e  

revestido com OVA e células tratadas com OVA pura. Células não tratadas e sHz pura  

serviram como controles para OVA e sHz acoplado ou revestido, respectivamente. Os  

resultados revelaram uma redução não significativa na intensidade de fluorescência  

do Magic Red em células tratadas com sHz (Figura 7), sugerindo que a hemozoina  

sintética pode não interferir significativamente na atividade da catepsina B, embora  

tenha reduzido sua atividade em cerca de 25%.  
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Figura 8 - Avaliação do pHrodo sobre sAgLi e sHz revestido e acoplado a ovalbumina  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Células dendríticas (DC2.4) foram cultivadas em placas de 24 poços a uma densidade de  

5×10  células/poço. Após 24 horas, as células foram carregadas com o dextrano pHrodo e  

tratadas com sHz pura, sHz revestido ou acoplado com OVA ou sAgLi, sAgLi e OVA por 1  

hora a 37°C sob 5% de CO2. Células não tratadas foram usadas como controles. As células  

foram coletadas e analisadas por citometria de fluxo (BD Accuri C6). A análise foi realizada  

em  duplicata  em  três  experimentos  independentes.  Os  procedimentos  analíticos  foram  

conduzidos usando o software GraphPad Prism 10 para one-way ANOVA (P 0.05). *µg de  

ovalbumina ou sAgLi em 100 µg/mL de sHz.  
 

Posteriormente, empregamos o ensaio de pHrodo Dextran  

investigar  a  dinâmica  do  pH  lisossômico  em  DCs  durante  diferentes  condições  

experimentais, incluindo tratamento com sHz acoplado e revestido com sAgLi ou  

ovalbumina, sAgLi sozinho ou ovalbumina sozinha. Esse ensaio, utilizando fluoróforos  

sensíveis ao pH, mede variações de pH em resposta a condições experimentais. A  

intensidade da fluorescência do pHrodo foi significativamente reduzida em células  

tratadas com sHz, sHz revestido com sAgLi ou OVA, conforme indicado pela análise  

de citometria de fluxo (Figura 8). Esses achados sugerem que o sHz pode reduzir o  

pH dos fagossomos por meio de uma via alternativa que pode não estar relacionada  

à catepsina B.  
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Figura 9 - Análise da expressão de H-2Kb/SIINFEKL em DCs tratadas com sHz revestido  
com peptídeo de OVA  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Células dendríticas (DC2.4) foram cultivadas em placas de 24 poços a uma densidade de  

5×10   células/poço.  Após  24  horas,  as  células  foram tratadas  com sHz  revestido com  

SIINFEKL, ultima lavagem de sHz revestido com SIINFEKL, sHz pura, e SIINFEKL por 24  

horas a 37°C sob 5% de CO2. Células não tratadas e sHz pura foram usados como controles.  

As células foram coletadas, marcadas com anti-H-2Kb/SIINFEKL e analisadas por citometria  

de fluxo (BD Accuri C6) e GraphPad Prism 10. A análise foi realizada em duplicata em três  

experimentos independentes (one-way ANOVA P= 0.05). *µg de SIINFEKL ou ova 323-339  

em 100 µg/mL de sHz. (UL**) sobrenadante da última lavagem de  sHz revestido com  

SIINFEKL.  
 

Prosseguindo, iniciamos a exploração da apresentação cruzada ao avaliar a  

expressão de H-2Kb/SIINFEKL em DCs tratadas com sHz revestido com SIINFEKL  

(Figura  9).  Os  controles  incluíram  sHz  pura,  células  não  tratadas  e  peptídeos  

SIINFEKL sozinhos. Os resultados demonstraram uma variação positiva na expressão  

de H-2Kb/SIINFEKL em DCs após o tratamento com sHz revestido com SIINFEKL,  

indicando a ocorrência da apresentação cruzada. O peptídeo SIINFEKL sozinho  

também é capaz de se ligar ao receptor MHC classe I, provavelmente por ligação  

direta  

lavagem (UL**) no protocolo de revestimento da sHz para tratar as DCs, e isso não  

aumentou a expressão de H-2Kb/SIINFEKL (Figura 9).  
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, marcados com CFSE e analisados por citometria de fluxo. Nossos  
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Figura 10 - Avaliação da ativação de linfócitos T CD8+ via apresentação cruzada de  
antígenos  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Células dendríticas (DC2.4) a 5x10 / células/500 µL tratadas com diferentes concentrações  

de sHz acoplado ou revestido a OVA e linfócitos (MF2.2D9 e RF33.70) 5x10  células/500 µL  

marcados com CFSE (10µM) foram co-cultivados e analisadas por FACS (BD Accuri C6). Os  

dados na figura mostram a avaliação representativa da ativação de células T CD8+ por meio  

da apresentação cruzada. *mg de OVA em 100µg/mL de sHz.  
 

Em seguida (Figura 10), para validar a apresentação cruzada, as células  

dendríticas  foram  tratadas  com  hemozoina  sintética  acoplado  e  revestido  com  

ovalbumina e co-cultivadas com linhagens de linfócitos CD4+ e CD8+ capazes de  

responder a epítopos específicos do antígeno ovalbumina (MF2.2D9 e RF33.70,  

respectivamente)  

resultados representativos mostram uma leve proliferação de células T CD8+ (30% ou  

19%) e CD4+ (22% ou 17%) em DCs tratadas com sHz acoplado e revestido com  

OVA,  respectivamente  (Fig.  10).  Essa  observação  sugere  que  os  cristais  de  

hemozoina sintética podem induzir a apresentação cruzada de antígenos em células  

dendríticas.  
 

Feito isso, testamos as sHz produzidas no contexto vacinal como ilustrado na  

Figura 11.  
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Figura  11  -  Esquema  de  vacinação  de  camundongos  BALB/c  para  profilaxia  de  
leishmaniose visceral experimental  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Os  experimentos  foram  conduzidos  em  camundongos  BALB/c  fêmeas.  Os  grupos  de  

imunização receberam doses subcutâneas nos dias 0, 14 e 28. Sete grupos foram formados,  

incluindo  PBS,  sHz,  sAgLi,  sAgLiHzAco,  sAgLiHzRev,  Alum  e  sAgLiAlum.  infectados  

intraperitonealmente com promastigotas de Leishmania infantum. Após 21 dias, os animais  

foram eutanasiados, e baços e fígados foram coletados para cultura celular e análise da carga  

parasitária.  
 
 
 
 

Os resultados da Figura 12 indicam que a imunização dos camundongos não  

resultou em uma proliferação celular significativa nas populações de linfócitos T CD8+  

e CD4+, contrariando as expectativas. Os camundongos foram divididos em sete  

grupos e imunizados por via subcutânea de acordo com seus grupos específicos.  

Após a imunização, os animais foram infectados com L. infantum, e 21 dias após a  

infecção, os baços foram coletados para o ensaio de proliferação celular.   



    

41  
 
 
 

Figura  12  -  Proliferação  ex  vivo  de  células  esplênicas  de  camundongos  BALB/c  
imunizados  
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Camundongos BALB/c foram divididos em sete grupos, PBS (Fig. A), sAgLi/Ag (Fig. B),  

Alum/A (Fig. C), Alum sAgLi/AA (Fig. D), HzAco/ACO (Fig. E), Hz (Fig. F) e HzRev/HzR (Fig.  

G) com 5-6 animais por grupo. Os camundongos foram imunizados por via subcutânea, de  

acordo  com  seu  grupo,  com  PBS  (100  µL/camundongo),  sAgLi  (100  µg/100  µL  de  

PBS/camundongo), Alum (100 µL/camundongo), Alum sAgLi (100 µg de sAgLi/100 µL de  

Alum/camundongo) , HzAco (800 µg/100 µL de PBS/camundongo), Hz (800 µg/100 µL de  

PBS/camundongo) e HzRev (100 µg de sAgLi/800 µg de Hz/100µL de PBS/camundongo) e  

receberam dois boosts com 14 dias de intervalo entre imunizações. Feita a imunização os  

animais foram infectados por via intraperitoneal com 107  L. infantum e após 21 dias de  

infecção foi feita eutanásia e baços foram coletados para ensaio de proliferação celular. Os  

baços foram macerados e lisados e as células esplênicas (5x105 /células/500 µL) foram  

lavadas com PBS/FBS 1% e marcadas ou não com corante fluorescente CFSE (10µM por 15  

min). Feito isso, as células foram estimuladas com Hz (200 µg/mL), HzRev (20 µg de  

sAgLi/200 μg de Hz), HzAco (200 µg/mL) e sAgLi (50, 100 e 200 µg/mL) por 72 h. Os  

esplenócitos foram marcados com anti-CD3 (eBioscience), anti-CD8 (Biolegend) ou anti-CD4  

(Biolegend), seguido por análise em citometria de fluxo (BD Accuri C6) e nos softwares FlowJo  

(BD Biosciences) e GraphPad Prism 8 (two-way ANOVA P= 0.05). Os dados mostram o index  

de proliferação das células triplamente marcadas para CFSE/CD3+/CD4+ ou CD8+.  
 
 

Os dados mostram que a imunização com os diferentes compostos, incluindo  

sAgLi, Alum, HzAco, Hz, entre outros, não gerou uma resposta robusta de proliferação  

celular nas populações de linfócitos T CD8+ e CD4+. Os índices de proliferação das  

células marcadas com CFSE e positivas para CD3+/CD4+ ou CD8+ não apresentaram  

aumento significativo em comparação com os grupos de controle.  
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Figura 13 - Carga parasitária nos órgãos de camundongos BALB/c imunizados  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Camundongos BALB/c foram divididos em sete grupos, PBS, sAgLi (Ag), Alum (A), Alum sAgLi  

(AA), HzAco (ACO), Hz (Hz) e HzRev (HzR) com 5-6 animais por grupo. Os camundongos  

foram  imunizados  por  via  subcutânea,  de  acordo  com  seu  grupo,  com  PBS  (100  

µL/camundongo), sAgLi (100 µg/100 µL de PBS/camundongo), Alum (100 µL/camundongo),  

Alum sAgLi (100 µg de sAgLi/100 µL de Alum/camundongo), HzAco (800 µg/100 µL de  

PBS/camundongo), Hz (800 µg/100 µL de PBS/camundongo) e HzRev (100 µg de sAgLi/800  

µg de Hz/100µL de PBS/camundongo) e receberam dois boost com 14 dias de intervalo entre  
 

imunizações. Feita a imunização os animais foram infectados por via intraperitoneal com 10  

L. infantum e após 21 dias de infecção foi feita eutanásia e baços e fígados foram coletados  

para verificação da carga parasitária por diluição limitante. Fígado (A) e baço (B) foram  

macerados em 1 e 6 mL de PBS, respectivamente, e foi feita a diluição seriada (fator 2) dos  

mesmos em meio 199 completo, após 20 dias de incubação a 28 °C foi feita a leitura por  

microscopia ótica comum da diluição limitante (two-way ANOVA P= 0.05). O fator de diluição  

foi determinado como o último poço onde foi observado a presença de promastigotas.  
 
 
 
 

A análise dos resultados, conforme representado na Figura 13, revela que a  

imunização dos camundongos também não resultou na esperada diminuição da carga  

parasitária no baço e fígado. Após a eutanásia, baços e fígados foram coletados para  

avaliação da carga parasitária através de diluição limitante. Não foi observada uma  

redução significativa na carga parasitária nos grupos imunizados em comparação com  

os grupos de controle. Nesses experimentos, os diferentes regimes de imunização,  
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incluindo  aqueles  com  hemozoina  sintética  e  suas  variantes,  não  parecem  ter  

contribuído para uma resposta eficaz contra a infecção por L. infantum.   



potencialização das respostas imunológicas  

resolução da doença, através da ação conjunta de TCD8  e TCD4  
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6.  

 
 
 

DISCUSSÃO  
 

Neste  estudo,  confirmamos  que  a  sHz  transporta  efetivamente  antígenos  

revestidos e acoplados sem impedir a internalização. Além disso, nossas observações  

revelaram que esse composto induz uma diminuição na acidez do fagossomo, criando  

um ambiente mais favorável para a apresentação de antígenos. Essa alteração tem o  

potencial de aprimorar a apresentação cruzada de antígenos de Leishmania infantum.  
 

No presente projeto foram produzidos o anidrido de hematina ou hemozoina  

sintética acoplado/revestida ou não com OVA e o antígeno solúvel de L. infantum.  

Nossas análises via SDS-PAGE em gel de poliacrilamida, demonstraram que os  

cristais de hemozoina, foram capazes de carregar a OVA tanto revestida quanto  

acoplada (Fig. 4). Estudos anteriores sugerem que a hemozoina sintética pode ser  

utilizada como adjuvante em vacinas, pois é capaz de entregar os antígenos de  

interesse para às DCs, possivelmente por estas possuírem o receptor CLEC12A,  

. Embora o uso da Hz como  

adjuvante em vacinas seja uma questão já estudada, a apresentação cruzada de  

antígenos, induzida também pela hemozoina, ainda não foi explorada nesse contexto  

de vacinação, sendo esse um dos principais objetivos dessa pesquisa.   
 

Como já relatado em literatura, as DCs, entre as demais células apresentadoras  

de antígenos, são as que possuem maior potencial de desencadear uma resposta  

imune adaptativa em infecções, além de proporcionarem um ambiente menos hostil  

aos antígenos, se comparadas aos macrófagos, favorecendo a apresentação cruzada  

. Também é sabido, que as DCs atuam como moduladoras da  

resposta imune adaptativa na leishmaniose e que através das citocinas secretadas e  

dos processos de sinalização subjacentes, elas polarizam os subtipos e células T  

. Portanto, o anidrido de hematina pode ser utilizado com adjuvante em  

vacinas, por carrear antígenos, facilitando sua entrega para células fagocíticas, e  

estimular  a  apresentação  cruzada  de  antígenos,  aumentando  as  chances  de  

+  , principalmente  

no combate a forma mais severa da leishmaniose.   
 

Numerosas pesquisas destacam o papel crucial da apresentação cruzada na  

. Como exemplo, a interferência  

nesse mecanismo pode ser crucial para a proteção do hospedeiro durante a infecção  



óssea estimulados com sHZ  

anteriormente em células dendríticas derivadas da medula óssea  

duração prolongada de até 120 horas, como demonstrado por outro grupo  

antígeno  

dendríticas. Estudos anteriores  

por Leishmania  
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. Neste estudo, buscamos investigar a hemozoina sintética, um  

potencial nanocarreador, que poderia aprimorar a apresentação cruzada em células  

 utilizaram a estratégia de hemozoina sintética como  

adjuvante em vacinas, assim como na melhoria do tamanho dos cristais obtidos na  

técnica de síntese, conforme realizado nesta pesquisa (Figura 3, 4 e 5). Além disso,  

patentes internacionais, incluindo WO2007147255 e EP2514438, já exploraram o  

potencial da hemozoina sintética como adjuvante em vacinas. Além disso, a aplicação  

da patente US8974795 propôs o acoplamento de antígenos na etapa de acidificação  

da hemozoina durante  seu  processo  de  síntese, possibilitando a  ocupação  dos  

espaços presentes entre os dímeros de hemina, promovendo a liberação lenta de  

. No entanto, nenhuma dessas patentes explorou ainda o contexto de  

apresentação cruzada induzida pela hemozoina ou o impacto desses cristais na  

internalização e pH fagossomal, conforme proposto neste estudo.  
 

O  cristal  nativo  é  prontamente  internalizado  assim  que  entra  na  corrente  

sanguínea, e, conforme observado em nosso estudo (Figura 6), a versão sintética  

também passa por essa internalização rápida, tornando-se perceptível nos primeiros  

30 minutos a 2 horas após a exposição (live cell image - dados não mostrados). Essa  

internalização detectável persiste, e o cristal nativo pode permanecer estável por uma  

. Nesse  

sentido,  a  sHz  carregando  antígenos  (acoplados  ou  revestidos)  também  não  

interrompeu o mecanismo de internalização. No entanto, vale ressaltar que, enquanto  

os compostos de sHz permanecem associados ao fagossoma, antígenos acoplados  

ou revestidos podem passar por vias de processamento distintas.  
 

Outro  fator  importante  sobre  a  sHz  percebido  em  nosso  estudo  é  sua  

capacidade, uma vez internalizado, de modular o pH fagossomal sem induzir de forma  

significante a ativação da catepsina B, como observado nas Figuras 7 e 8. Um  

resultado  semelhante,  quanto  à  não  ativação  da  catepsina  B,  já  foi  observado  

 para a hemozoina  

nativa em um contexto de inflamassoma Nalp3. Outro estudo mostrou o evento  

oposto, observando a ativação da catepsina B em macrófagos derivados da medula  

, essas diferenças podem ser devidas ao tipo de Hz e  

ao tipo de célula. portanto, são necessárias investigações adicionais para concluir sua  

correlação com a sHz. Neste estudo, também utilizamos antígenos de Leishmania  
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infantum para testar a capacidade do nanocarreador de realizar a apresentação  

cruzada desse antígeno de parasita clinicamente relevante. Leishmania spp. pode  

interferir na expressão de MHC classe I e II em DCs e macrófagos  

neste estudo que este cristal não só pode transportar o sAgLi (Figuras 4, 5 e 6), mas  

também ajudar a preservá-lo uma vez internalizado, devido à sua capacidade de  

manter o pH fagossomal menos ácido (Figura 8).  
 

Um fator-chave para a apresentação cruzada é a preservação do antígeno  

e demonstramos em nosso estudo que a sHz é capaz disso devido à modulação do  

pH fagossomal. Utilizando um epítopo específico da ovalbumina, SIINFEKL, e um  

modelo  de  co-cultura  com  células  T  CD8+  e  CD4+,  acessamos  a  capacidade  

intrínseca de apresentação cruzada do cristal sintético em células dendríticas (Figura  

9  e  10).  Além  disso,  Raulf  et  al.  

hemozoina induziram a apresentação de antígenos fagocitados via MHC classe I, por  

meio  da  apresentação  cruzada  em  células  dendríticas,  e  observamos  que  o  

nanocarreador sintético poderia manter essa capacidade. A regulação negativa da  

expressão de MHC faz parte do arsenal de mecanismos de evasão do sistema  

imunológico usados pelo Leishmania  

interferência  na  apresentação  cruzada  é  crucial  para  a  proteção  das  respostas  

. Um estudo recente realizado por Khouili  et al.  

impacto da fosfatase SHP-1 na apresentação cruzada de antígenos do Leishmania  

mostrou que a inibição da SHP-1 melhorou a imunização em camundongos BALB/c  

infectados com L. major, promovendo respostas protetoras por meio da apresentação  

cruzada. As células T CD8+ têm duas funções principais relacionadas: a citolítica e a  

produção de citocinas/quimiocinas  

por Leishmania foi relatado com diferentes espécies, incluindo L. major  

, e L. amazonensis  

pode conferir efeitos positivos. Rodrigues et al.  

de  um  perfil  CD8High  em  pacientes  curados  de  leishmaniose  visceral.  Mais  

recentemente, Ashok et al.  

dendríticas CD8α+ e CD103+, demonstraram que esses camundongos mostraram  

maior susceptibilidade à infecção por L. major, relacionada à baixa capacidade de  

apresentação cruzada e alta produção de IL-12  123  

células T CD8+ em infecções por Leishmania pode depender da espécie, enquanto L.  



causar uma reação pirogênica  

canina  

e sua equipe  

com o encontrado no nosso trabalho (Figura 12 e 13). Hussein et al.  

antigênica na superfície celular, induzindo uma fluidez de membrana defeituosa  
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braziliensis induz um perfil inflamatório com maior produção de granzima A e razão  

IFN/IL-10, L. infantum tem uma razão IFN/IL-10 mais baixa e maior expressão de  

. A inibição da apresentação cruzada é descrita como um importante  

mecanismo  de  evasão  do  sistema  imunológico  usado  por  esses  parasitas.  A  

apresentação de antígenos e a ativação de células T CD8+ foram mostradas como  

alvos do Leishmania por meio de vários mecanismos, como dificultar a expressão  

.  
 

É importante destacar que a falta de proliferação celular observada na Figura  

12 ou a incapacidade de diminuir a carga parasitaria (Fig. 13) pode sugerir uma  

limitação na resposta imunológica gerada pela imunização, indicando a necessidade  

de avaliar e otimizar as estratégias de imunização utilizadas nos experimentos, como  

talvez mudar a via de vacinação ou até mesmo o modelo animal. Trabalhos anteriores  

com modelo de vacinação subcutânea para sHz mostram resultados contrastantes  

  Mostrou que  

a imunização para Klebsiella pneumoniae em camundongos Swiss não foi suficiente  

para proteger os animais a dose letal do patógeno após imunização com sHz. Tougan  

 em contrapartida evidenciaram que a sHz teve a capacidade de  

provocar uma resposta imunológica do tipo Th2 em um modelo de infecção por malária  

em um modelo animal com primatas não humanos já em outro modelo para alergia  

 o sHz estimulou uma resposta imune do tipo Th1. Em outro estudo utilizando  

furões a sHz foi capaz de estimular uma resposta protetora ao vírus da influenza sem  

. Além disso, a análise detalhada das condições  

experimentais,  dos  compostos  utilizados  e  da  resposta  celular  específica  pode  

fornecer insights valiosos para entender e aprimorar a eficácia da imunização contra  

a infecção por L. infantum.   
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7.  

 
 
 

CONCLUSÃO  
 

No presente estudo, até o presente momento, foi possível verificar que o  

anidrido de hematina carrega o antígeno OVA, tanto acoplado nas suas lacunas  

durante a síntese ou revestido no cristal já formado, para antígenos de L. infantum, foi  

possível verificar apenas o revestimento bem-sucedido dos cristais e estes compostos  

foram capazes de induzir  a proliferação dos linfócitos T CD8  via apresentação  

cruzada de antígenos.   
 

Essas descobertas contribuem para o crescente corpo de literatura que explora  

as potenciais aplicações da hemozoina sintética como carregador de antígenos. A  

capacidade observada da hemozoina sintética de manter uma internalização eficaz,  

influenciar o pH lisossomal e facilitar a apresentação cruzada destaca seu potencial,  

potencial no desenvolvimento de vacinas e imunoterapias mesmo que não tenhamos  

observado isso em nossos experimentos na vertente vacinal. Investigações adicionais  

são necessárias para desvendar os mecanismos moleculares subjacentes e otimizar  

a implementação estratégica da hemozoina sintética na entrega de antígenos e na  

modulação imunológica, alinhando-se ao cenário em constante evolução da pesquisa  

biomédica.   
 

Em conclusão, nosso estudo lança luz sobre as interações multifacetadas entre  

a hemozoina sintética, antígenos e células dendríticas. A sutil modulação do pH  

lisossomal e o potencial de apresentação cruzada observado abrem novos caminhos  

para a pesquisa no campo da imunoterapia. É essencial considerar possíveis razões  

para essa ausência de eficácia vacinal, como a escolha do protocolo de imunização,  

ou possíveis interações entre os componentes utilizados. Esta discrepância entre as  

expectativas e os resultados destaca a complexidade da resposta imunológica e a  

necessidade de uma análise mais aprofundada para compreender as nuances do  

sistema imunológico nesse contexto específico. Futuros esforços devem visar decifrar  

os mecanismos moleculares subjacentes a essas interações e explorar as aplicações  

práticas  da  hemozoina  sintética  na  melhoria  da  entrega  de  antígenos  e  outras  

substâncias.  
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