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RESUMO 

EFICÁCIA DA VACINA INTRANASAL UTILIZANDO ANTÍGENOS DE 
DIFERENTES ESPÉCIES DE LEISHMANIA E SEU EFEITO IMUNOMODULADOR  
NA LEISHMANIOSE CUTÂNEA MURINA  
Alice Rayol Ramos Sandes 
Orientadora: Bartira Rossi Bergmann 
Resumo da Tese de Mestrado submetida ao Programa de Pós-graduação em Ciências 
Biológicas (Biofísica), Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho, da Universidade Federal 
do Rio de Janeiro-UFRJ, como parte dos requisitos necessários à obtenção do título de 
Mestre em Ciências Biológicas (Biofísica) 
 

O presente trabalho avaliou a eficácia e a resposta imune induzida por  antígenos de 

várias espécies de Leishmania administrados por via intranasal no modelo murino de 

leishmaniose cutânea. Camundongos BALB/c foram imunizados pela via intranasal com 2 

doses (10µg cada, 1 semana de intervalo)  dos seguintes antígenos: LaAg  , LmAg, LbAg , 

e LdAg (lisado de promastigotas de L. amazonensis, L. major, L. braziliensis e L. donovani, 

respectivamente). Após 1 ou 28 semanas após a dose de reforço, os animais foram 

infectados na pata com promastigostas de L.amazonensis GFP. O tamanho das lesões foi 

monitorado, e ao final dos experimentos foram medidas a carga parasitária na lesão e a 

produção de citocinas nos linfonodos popliteos e cervicais. O LaAg intranasal induziu 

proteção significativa e duradoura acompanhada de aumento da produção local de IFN-γ. O 

LdAg intranasal também induziu forte proteção, mas de forma independente do IFN-γ e 

aparentemente relacionada ao TNF-α. Tanto o LmAg como o LbAg intranasal não 

conferiram proteção, sugerindo especificidade dos antígenos e reação cruzada entre L. 

donovani e L. amazonensis. Camundongos C57BL/6 também são protegidos pelo LaAg 

intranasal, com alta produção de TNF-α indicando que a eficácia da vacina não é restrita à 

cêpa BALB/c.  Resultados preliminares sugerem que a eficácia do LaAg intranasal pode 

depender do sítio de infecção, uma vez que não houve controle da infecção na orelha nas 

condições testadas.   
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ABSTRACT 
 

EFFICACY OF N INTRANASAL VACCINE USING ANTIGENS FROM DIFFERENT 
LEISHMANIA ESPECIES AND ITS IMMUNOMODULATORY EFFECT ON MURINE 
CUTANEOUS LEISHMANIASIS.  
Alice Rayol Ramos Sandes 
Orientadora: Bartira Rossi Bergmann 
Resumo da Tese de Mestrado submetida ao Programa de Pós-graduação em Ciências 
Biológicas (Biofísica), Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho, da Universidade Federal 
do Rio de Janeiro-UFRJ, como parte dos requisitos necessários à obtenção do título de 
Mestre em Ciências Biológicas (Biofísica) 
 

In the present work the efficacy and the immune response induced by antigens from 

different especies of Leishmania given by the intranasal route was evaluated in a murine 

model of cutaneous leishmaniasis.    BALB/c mice were intranasally immunized with two 

doses (10µg each, 1 week interval) of the following leishmanial antigens: LaAg  , LmAg, 

LbAg , and LdAg (promastigote lysates of L. amazonensis, L. major, L. braziliensis and L. 

donovani, respectively). After  1 or 28 weeks of the burst immunization, the animals were 

infected in the footpad with promastigotes of L.amazonensis GFP. The lesion sizes were 

monitored during infection, and at the enf of the experiments the parasite loads in the 

lesions and the cytokine production in the popliteal and cervical lymph nodes were 

measured. Intranasal LaAg induced significant and durable protection against infection that 

was accompanied by increased production of local IFN-γ. Intranasal LdAg also induced 

strong protection, but in a manner independent of IFN-γ and apparently related to TNF-α. 

Both intranasal LmAg and LbAg were not protective, suggesting antigen specificity and 

cross-reactivity between L. donovani and L. amazonensis. C57BL/6 mice were also 

protected by intranasal LaAg, with increased  production of TNF-α, indicating that the 

vaccine efficacy is not restricted to the BALB/c mouse strain.  Preliminary results suggest 

that the efficacy of intranasal LaAg may depend on the site of infection, as infection in the 

ear was not controlled under the conditions tested.  
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1- Introdução 

I – A Leishmaniose 

A leishmaniose constitui uma protozoonose causada por cerca de 21 espécies de 

protozoários da ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae, gênero Leishmania. Em 

geral, os seres humanos são hospedeiros acidentais desta patologia, enquanto outros 

mamíferos (tais como roedores e canídeos) são reservatórios na natureza (revisado por 

Herwaldt, 1999; Murray et al, 2006).  

A doença é transmitida através da picada da fêmea infectada de cerca de 30 

diferentes espécies de insetos, que são os pequenos dípteros muito pilosos de cor palha ou 

castanho clara, da família Psycodidae, cuja subfamília Phlebotominae engloba os principais 

transmissores, onde dois gêneros são de especial relevância: Lutzomyia (Américas) e 

Phlebotomus (África, Europa e Ásia). Em seu ciclo biológico natural, aparecem duas 

formas evolutivas básicas do parasito: uma forma flagelada, infectante, presente no trato 

digestivo dos insetos transmissores, denominada promastigota; e uma forma não móvel, 

presente no hospedeiro vertebrado, denominada amastigota (revisado por Herwaldt, 1999;  

Gontijo & de-Carvalho, 2003).  

As formas promastigotas são regurgitadas pelos insetos flebotomíneos durante sua 

alimentação, e entram no hospedeiro vertebrado, onde se aderem à superfície de 

macrófagos teciduais, e são então, fagocitadas. No interior dos macrófagos, mais 

especificamente no fagolisossomo, os parasitos transformam-se em amastigotas, que se 

multiplicam até que a célula se rompe. As amastigotas liberadas invadem outros 

macrófagos residentes, e assim sucessivamente. As amastigotas, quando sugadas pelos 

insetos vetores durante sua alimentação, transformam-se novamente em promastigotas em 

seu trato gastrintestinal, completando, desta forma, o ciclo biológico do parasito. 
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 A leishmaniose, na verdade, é um complexo de doenças didaticamente divididas 

em dois grupos: visceral e tegumentar. A leishmaniose visceral, ou Calazar, é a forma mais 

grave da doença, sendo causadas por espécies viscerotrópicas do parasito: Leishmania 

(Leishmania) donovani no velho mundo, e Leishmania (Leishmania) chagasi/ Leishmania 

(Leishmania) infantum nas Américas. Neste caso, os parasitos apresentam tropismo pelos 

órgãos ricos em macrófagos como baço, fígado e medula óssea. O Calazar caracteriza-se 

por produzir febre irregular e prolongada, hepatoesplenomegalia, anemia, e em fase 

terminal caquexia e morte, se não houver tratamento.  

A leishmaniose tegumentar, por outro lado, manifesta-se por lesões na pele ou 

mucosa do hospedeiro vertebrado. Pode ser causada por diversas espécies diferentes de 

Leishmania, assumindo diferentes formas clínicas. Até o presente momento, há 14 espécies 

reconhecidas de Leishmania, dentro dos subgêneros Leishmania e Viannia que podem 

produzir a doença na América latina (Silveira et al, 2004). No Brasil, as principais espécies 

de Leishmania que atuam como agentes etiológicos da leishmaniose tegumentar são: L. 

(Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (Leishmania) amazonensis (Coutinho et al., 

1998).  

A forma tegumentar da leishmaniose será estuda de forma pormenorizada a partir 

deste momento, pois é objeto de estudo da presente dissertação.  

A leishmaniose tegumentar pode apresentar diferentes formas clínicas, dependendo 

da resposta imune do hospedeiro e da espécie do parasito (Silveira et al, 2004). A forma 

clínica mais freqüente é a leishmaniose cutânea localizada (LCL), caracterizada por lesões 

simples, localizadas especialmente nas regiões expostas do corpo, acessíveis ao inseto 

vetor. Após a inoculação da forma promastigota do parasito pelo inseto vetor, há um 

período de incubação que pode variar de 10 dias a 3 meses, quando uma pápula eritematosa 
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inicial que progride lentamente para um nódulo. Com a evolução, na maioria dos casos, 

formam-se úlceras de contornos regulares, com bordos salientes, e fundo com tecido de 

granulação grosseira. Acompanha o quadro adenopatia regional, com ou sem linfangite (12 

-30% dos casos) (Gontijo & Carvalho 2003). A LCL apresenta boa resposta ao tratamento 

convencional e pode também evoluir para cura espontânea em até 50% dos casos 

(Grevelink & Lerner, 1996).  Todas as espécies de Leishmania que causam doença no 

homem, com exceção das viscerotrópicas, podem causar esta forma clínica da doença. 

Além da forma localizada, a leishmaniose tegumentar pode se manifestar nas formas 

mucocutânea (LMC), e na cutânea difusa (LCD). A LMC é causada, na maioria dos casos 

por L. braziliensis, e em alguns casos raros pela L. amazonensis (Jesus et al, 1987). Esta 

forma da doença também se inicia com uma úlcera simples, que cura-se espontaneamente, 

ou após um curto período de tratamento. Após alguns meses ou anos novas lesões podem 

aparecer na mucosa causando a necrose do tecido mucoso da nasofaringe. A LMC é  

caracterizada por uma pequena quantidade de parasitos no local e alta resposta imune 

celular (Silveira et al, 1998). A leishmaniose tegumentar difusa constitui a forma anérgica 

da doença, onde ocorre hiporesponsividade celular por parte do hospedeiro ao parasito, 

sendo que no Brasil o principal agente etiológico é a Leishmania (L.) amazonensis 

(Lainson, 1993). Tem como características lesões nodulares disseminadas por todo o corpo 

e ricas em amastigotas, teste de Montenegro negativo, indicando uma baixa ou inexistente 

resposta imune celular, e, freqüentemente é irresponsiva ao tratamento convencional 

utilizando antimoniais (Silveira et al, 2004). 

A leishmaniose é atualmente prevalente em 4 continentes, sendo endêmica em 88 

países,  72 dos quais em desenvolvimento, de modo que existem 350 milhões de pessoas 

em risco, com uma incidência mundial de 12 milhões de casos (World Health Organization, 
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home page: http://www.who.int/tdr/diseases/leish/files/leish-poster.pdf). Mais de 90% dos 

casos de leishmaniose visceral ocorrem em Bangladesh, Brasil, Índia, Nepal e Sudão, e 

80% dos casos das formas tegumentares ocorrem no Afeganistão, Brasil, Irã, Peru Arábia 

Saudita e Síria.  

No Brasil, são observadas situações epidemiológicas distintas: uma de doença 

ligada a florestas, onde ocorre um aumento de incidência devido a desmatamento, 

envolvendo vetores e reservatórios silvestres, sendo considerada uma doença ocupacional, 

afetando, em sua maioria, adultos do sexo masculino que trabalham em áreas de risco. Esta 

situação é predominante na Amazônia. A outra situação é relacionada à transmissão peri-

domiciliar por espécies de vetores adaptados ao ambiente modificado pelo homem e 

reservatórios representados por animais domésticos, principalmente cães. Neste caso, a 

incidência é equivalente nos dois sexos, em todas as faixas etárias, sendo característica da 

Região Sudeste do país (Gontijo & de Carvalho, 2003). 

 II- Quimioterapia 

O tratamento de primeira escolha, conforme preconizado pela Organização Mundial 

de Saúde (OMS), é realizado com antimoniais pentavalentes, em doses de 20 mg/kg por via 

intramuscular ou endovenosa durante 20-30 dias. O uso destes medicamentos parece eficaz 

na maioria dos casos, contudo é necessária uma terapia muito prolongada, e a resistência do 

parasito a estes medicamentos tem aumentado (Walton, 1987; Lira et al, 1989). Além disso, 

o tratamento com antimoniais é quase invariavelmente acompanhado por efeitos adversos, 

que incluem cardiotoxicidade e hepatotoxicidade (Bermann, 1988; Hepburn et al, 1994).  

Entre os antimoniais pentavalentes  disponíveis estão o antimoniato de meglumina 

(Glucantime ®) e o estibogluconato de sódio (Pentostan ®), mas outras marcas genéricas já 

encontram-se disponíveis no mercado. 



Introdução 5

A Anfotericina B e a Pentamidina, anteriormente eram consideradas drogas de 

segunda escolha para o tratamento da leishmaniose devido aos seus efeitos tóxicos nas 

doses terapêuticas (febres, calafrio, e dor nas articulações). Contudo, estas vem sendo 

atualmente reavaliadas, pois novas formulações e novos esquemas terapêuticos tem sido 

utilizados. Por exemplo, em 1997 o FDA aprovou uma formulação lipídica de Anfotericina 

B para o tratamento de leishmaniose visceral. Esta formulação conhecida como Ambisome 

® é formulada na forma de lipossomas para uso endovenoso. Além disso, encontram-se 

também disponíveis a dispersão coloidal (Amphocil ®) e o complexo lipídico (Abelcet ®) 

de Anfotericina B, mas essas são utilizadas praticamente só para micoses sistêmicas. O 

Ambisome constitui uma opção de primeira escolha em pacientes que não responderam à 

terapia com antimoniais ou não toleram a terapia parenteral prolongada com Anfotericina B 

(Tracy & Webster, Jr, 2003). 

O principal avanço no tratamento da leishmaniose nos últimos anos foi a introdução 

da Miltefosina no arsenal terapêutico. Trata-se de uma fosfocolina que pode ser 

administrada por via oral (enquanto as demais formulações somente podem ser 

administradas pela via parenteral), foi desenvolvida inicialmente para o tratamento de 

câncer, mas não pôde ser introduzida na prática clínica por apresentar efeitos tóxicos nas 

doses terapêuticas necessárias para combater aquela doença. Por outro lado, a Miltefosina 

mostrou atividade no tratamento da leishmaniose visceral causada por L. donovani, tendo 

sido licenciada para uso, em 2002 na Índia, onde ocorre alto grau de resistência aos 

antimoniais (revisado por Murray et al, 2005). Embora a Miltefosina represente um avanço 

na luta contra a leishmaniose, sendo o primeiro fármaco administrado pela via oral, ela tem 

efeitos adversos desagradáveis e produz teratogenicidade, que podem limitar a adesão ao 

tratamento. Estudos clínicos revelaram que 60% dos pacientes relataram sintomas 
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gastrintestinais como náuseas, vômito e diarréia (Jha et al, 1999). Todavia, apesar de ter 

sido introduzido recentemente na clínica, já foram isoladas cepas de Leishmania   

resistentes ao medicamento (Pérez-Victoria, 2003). Além disso, a Miltefosina não se 

mostrou promissora para aplicação em L. (V) braziliensis, pois se demonstrou menos eficaz 

que a terapia com antimoniatos pentavalentes (Soto, 2004). 

III)   Aspectos Imunológicos da Leishmaniose Murina 

A leishmaniose tegumentar murina é um modelo interessante para a doença 

humana não somente pela estreita correlação com a doença humana, mas também por ser 

um modelo para o estudo de diversos aspectos da resposta imune celular. A primeira 

demonstração direta da relevância do balanço Th1/ Th2 para a regulação do resultado 

desdobramento de uma patologia in vivo originou-se de estudos em modelos murinos de 

infecção por L. major em camundongos BALB/c (Alexander & Kaye, 1985) 

A maioria das cepas de camundongos é capaz de controlar a infecção por L. 

major, no entanto algumas cepas, como a cepa de camundongos BALB/c, fracassam e 

desenvolvem lesões cutâneas progressivas, que podem se desenvolver para doença 

sistêmica. A predisposição genética para a susceptibilidade ou resistência à infecção por L. 

major correlaciona-se a dominância de uma resposta Th2 direcionada por IL-4 que causa 

doença ou uma resposta Th1, direcionada por IL-12 e dominada por IFN-γ,  que promove 

cura e clearance do parasito (Sacks & Trauth, 2002). A produção de IL-4 no início da 

infecção por L. major leva a um perfil  de susceptibilidade caracterizado por uma resposta 

tipicamente Th2.  A produção precoce de IL-4 parece dever-se à uma população de células 

CD4+ com TCR Vβ4Vα8, que reconhece o antígeno de LACK (Homóloga de Leishmania 

de Receptores de Proteína Kinase C Ativada) (Launois et al, 1997). Evidência adicional 

para o papel do antígeno LACK na susceptibilidade de camundongos BALB/c foi 



Introdução 7

observada em camundongos que se tornaram tolerantes ao antígeno LACK por expressão 

transgênica deste antígeno no timo, e que demonstraram uma resposta do tipo Th2 

diminuída, e uma resposta do tipo Th1 aumentada, e, conseqüentemente, um fenótipo de 

cura (Julia et al, 1996). A resposta imune característica de camundongos susceptíveis a 

infecção por L.major caracteriza-se por elevados níveis de IL-4, IL-10, IL-6 e TGF-β.  O 

fenótipo de resistência encontra-se associado a uma elevada produção de citocinas do tipo 

Th1, especialmente o IFN-γ, capaz de ativar os mecanismos microbicidas das células 

hospedeiras, os macrófagos, para matar os parasitos intracelulares (Green et al, 1990). A 

IL-12 parece ser uma citocina importante na resistência ao parasito, pois foi observada a 

reversão do quadro de susceptibilidade em BALB/c, após a administração de IL-12 

recombinante, que foi capaz de curar a infecção por redirecionar a resposta Th2 precoce 

para uma resposta do tipo Th1 (Heinzel et al, 1993). Portanto, no fenótipo de resistência à 

L. major, há necessidade de uma fonte sustentada de IL-12 e a expressão do receptor β2 

(IL-12R β2) (Himmelrich et al, 1998). 

Todavia, outras espécies, em particular as espécies do complexo da 

L.mexicana, como a L.amazonensis e L. mexicana estão associadas com padrões de 

resposta imune bem distintos daqueles observados para L.major. Por exemplo, 

camundongos C57BL/6 ou C3H, que curam a infecção por L.major, desenvolvem lesões 

crônicas quando infectados tanto com L.amazonensis quanto com L.mexicana (Alexander 

& Kaye, 1985). Portanto, há fatores de virulência profundamente diferentes para as 

espécies do complexo L.(L)mexicana, que afetam, conseqüentemente, a patologia associada 

à doença, bem como os mecanismos imunológicos que medeiam a 

susceptibilidade/resistência a infecção, conforme será explorado a seguir de forma mais 

detalhada. 
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Adicionalmente, em termos de expressão de citocinas, observou-se que há 

um expansão equilibrada de células Th1 e Th2  ao longo do curso da infecção por L. 

amazonensis, diferente do modelo de L. major, em que há uma dominância de uma resposta 

do tipo Th2 em animais suscetíveis, ou de uma resposta do tipo Th1 em animais resistentes.  

Já nas primeiras 2 semanas de infecção por L. amazonensis há produção de IL-2, IFN-γ e 

TNF-α, bem como de IL-4, IL-5 IL-6 e IL-10 pelas células dos linfonodos drenantes. Os 

percentuais de ambas as células T CD4+ produtoras de citocinas Th1 ou Th2 aumentou em 

6 semanas, e um perfil similar de expressão foi mantido em 12-18 semanas após a infecção, 

durante as quais lesões mais robustas se estabeleceram (Ji et al, 2002).    

Além disso, conforme ressaltado anteriormente, o antígeno solúvel LACK é 

um importante fator de suscetibilidade em infecções por L. major, contudo, já foi 

demonstrado que este antígeno tem papel desprezível na suscetibilidade de camundongos 

BALB/c a L. amazonensis (Ji et al, 2002), assim como a L. mexicana (Torrentera et al, 

2001), e em respostas protetoras contra L. donovani (Melby et al, 2001).   

a) Citocinas envolvidas na resposta imune na leishmaniose 

Na infecção por L. amazonensis, algumas evidências vem demonstrando que 

o IFN-γ parece ter eficácia limitada. Observou-se surpreendentemente que camundongos 

C57BL/6 knock out para IFN-γ (IFN-γ -/-) não demonstraram uma suscetibilidade 

aumentada a L.amazonensis quando comparados aos animais selvagens (Colmenares et al, 

2003), em contraste com o que foi observado com L.major cuja infecção é exacerbada nesta 

cepa de camundongos (Wang et al, 1994). Foi também constatado que há aumento de 

replicação de amastigotas de L.amazonensis em macrófagos de BALB/c estimulados com 

IFN-γ (Qi et al, 2004), revelando uma habilidade singular de L. amazonensis em resistir aos 

mecanismos de defesa do hospedeiro. Evidências indicam que camundongos BALB/c 
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deficientes de receptor  IFN-γ (IFN-γ R) tiveram a progressão das lesões significativamente 

mais lenta do que animais do tipo selvagem (McMahon-Pratt & Alexander, 2004). O 

agravo da infecção pode ser observado in vitro em uma ampla faixa de concentrações de 

IFN-γ, sendo que somente nas concentrações de IFN-γ mais elevadas é observada a redução 

da infecção. Conseqüentemente, níveis supra-ótimos de IFN-γ seriam necessários para 

controlar do parasito, e, estes níveis são mais elevados do que aqueles necessários para 

controlar a infecção por L.major (Suderkotter, 1993).  

Qi e colaboradores (2004) sugeriram que L.amazonensis possa ter 

desenvolvido algum mecanismo de escape, ainda desconhecido, contra a ativação 

macrofágica por IFN-γ.  Conforme mencionado acima a IL-4 desempenha um papel 

primordial na infecção por L.major. Contudo, seu papel na infecção por L.amazonensis 

parece depender de alguns fatores. Camundongos C57/BL6 IL-4 -/- não apresentaram 

qualquer exacerbação da lesão em relação aos camundongos selvagens quando infectados 

na pata; contudo, quando se compara a infecção na base da cauda os camundongos IL-4 -/- 

apresentam lesões significativamente menores em relação aos animais do tipo selvagem, 

demonstrando ser a susceptibilidade dependente do sítio de infecção (McMahon-Pratt & 

Alexander, 2004).   No caso de camundongos BALB/c a susceptibilidade a infecção por L. 

amazonensis parece estar mais relacionada à produção de IL-4, pois camundongos BALB/c 

IL-4 -/- apresentam lesões comparativamente menores aos camundongos do tipo selvagem . 

Resultados protetores ainda mais significativos podem ser evidenciados em camundongos 

knock out para o receptor de IL-4 (IL-4Rα -/-), o que é um indicativo de que IL-13 pode 

também ter alguma contribuição na progressão da doença (McMahon-Pratt et al, 2004).  

Recentemente foi demonstrado que a susceptibilidade a infecção por L. amazonensis em 

camundongos IL-4 -/- é dependente do inóculo de parasitos, pois em infecções com 
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inóculos mais altos de promastigotas não pôde ser observada diferença significativa entre as 

lesões do animal knock out e do animal selvagem (Guimarães et al, 2006).   Contudo, cabe 

reforçar que a produção de IL-4 na patogênese da L. amazonensis não parece estar 

relacionada ao antígeno LACK, como mencionado anteriormente. 

A IL-10 parece ser um importante fator de susceptibilidade dos 

camundongos a L.amazonensis. A IL-10 é capaz de inibir funções celulares efetoras e 

acessórias das células que são necessárias para o controle de diversos patógenos 

intracelulares. Inicialmente, a IL-10 foi identificada como um produto de células Th2, 

inibindo a proliferação, desenvolvimento e função de células Th1 (Fiorentino et al, 

1989).Atualmente já se sabe que esta citocina é também sintetizada por uma variedade de 

outros tipos celulares incluindo macrófagos, queratinócitos, células dendríticas e mastócitos 

(Moore et al, 2001). A IL-10 pode inibir uma variedade de citocinas pró-inflamatórias, 

incluindo TNF-α, IL-1β, bem como NO em monócitos e macrófagos (Bogdan et al, 2001; 

Gazzinelli et al, 1992; Ralph et al, 1992). Em humanos, a severidade da leishmaniose 

visceral foi relacionada a níveis elevados de IL-10 (Ghalib et al, 1993).  Foi evidenciado 

que o extrato da saliva do vetor do gênero Lutzomyia é capaz de agravar a infecção de 

camundongos BALB/c por L. amazonensis, e que o referido extrato aumenta, 

transitoriamente, os níveis de IL-10 no sítio de infecção, demonstrando a importância desta 

citocina na infecção natural (Norsworthy et al, 2004).   Camundongos BALB/c deficientes 

de IL-10 (IL-10 -/-) podem controlar a infecção por L.major, sugerindo que a IL-10 tem um 

papel crucial na mediação da susceptibilidade e patogênese da leishmaniose tegumentar 

(Kane & Mosser, 2001). Camundongos BALB/c  IL-10 -/- infectados por L.amazonensis 

apresentam uma redução significativa na carga parasitária em relação aos animais 

selvagens, apesar de não terem apresentado uma redução significativa da lesão quando 
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comparada aos camundongos selvagens. Os animais IL-10 -/- apresentaram um perfil de 

citocinas do tipo Th1 mais pronunciado (maior produção de IFN-γ) e uma maior produção 

de NO em relação aos camundongos selvagens (Padigel et al, 2003).  Vale ainda mencionar 

que o tratamento com anticorpo anti-IL-4  em camundongos IL10  -/- infectados com 

L.mexicana levou a uma redução bastante significativa da lesão, indicando que a supressão 

destas duas citocinas pode ser determinante no controle da lesão (Padigel et al, 2003).  

O TGF-β  (Tranforming Growth Factor-β) constitui uma citocina 

relacionada ao reparo de tecidos, mas exerce potentes efeitos regulatórios na função de 

macrófagos, incluindo a supressão da produção de IL-12 e a ativação de macrófagos 

induzida por IFN-γ, incluindo a inibição da óxido nítrico sintase induzível (iNOS), eventos 

estes críticos para a resolução da infecção causada por Leishmania. TGF- β é produzido por 

macrófagos após a infecção por L.amazonensis in vitro (Barral et al, 1995). Evidência para 

o papel de TGF- β na susceptibilidade à infecção por L. major vem das observações de que 

células produtoras de TGF- β são mais proeminentes em lesões de BALB/c em comparação  

à cepa resistente C57BL/6. O tratamento de camundongos C57BL/6 com TGF- β 

recombinante promove a doença nestes animais tanto em infecções com L. amazonensis 

quanto L. braziliensis. Da mesma forma, o tratamento de camundongos BALB/c com 

anticorpo anti-TGF- β promove resistência aumentada a L.amazonensis,  bem como uma 

resposta imune do tipo Th1 mais pronunciada (Barral et al, 1992). Ademais, camundongos 

BALB/c infectados com L. braziliensis que foram tratados com TGF- β recombinante 

apresentaram lesões exacerbadas em relação aos controles, acompanhadas por um aumento 

nos níveis de IL-10 e redução de IFN-γ (Barral et al, 1993). O tratamento de camundongos 

CB6-1, parcialmente suscetíveis à infecção por L.major, com anticorpo anti-TGF- β é capaz 
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de elevar os níveis de NO, bem como reduzir a carga parasitária levando, deste modo, à 

resolução da infecção por L. major (Li et al, 1998).    

O Fator de Necrose Tumoral-α  (TNF-α) é um potente pró-inflamatório 

capaz de estimular, in vitro, as funções de monócitos, eosinófilos, neutrófilos, células 

endoteliais e fibroblastos. O tratamento de camundongos com TNF-α recombinante foi 

benéfico para o curso da lesão, enquanto o tratamento com anticorpo neutralizante  anti-

TNF- α foi prejudicial ao curso da lesão com L.major (Titus et al, 1989). Camundongos 

BALB/c imunizados com uma cepa de L. major avirulenta apresentam proteção contra a 

infecção, que é acompanhada por uma aumentada produção do TNF- α. O tratamento destes 

camundongos com anti-TNF- α reverte a proteção promovida pela imunização (Theodos et 

al , 1991). O TNF- α, mas não IFN-γ, é capaz de suprimir os efeitos supressores de TGF- β 

em macrófagos murinos derivados de medula óssea (Corradin et al, 1993). Além disso, em 

macrófagos humanos, TGF-β exógeno é capaz de reverter os efeitos de IFN-γ no controle 

da infecção. Por outro lado, TNF- α em altas concentrações elimina completamente os 

efeitos supressores de TGF- β  (Barral et al, 1995).  Em outro estudo, foi verificado que o 

clearance de neutrófilos apoptóticos por macrófagos de camundongos BALB/c leva à 

produção de TGF- β por estas células, gerando uma exacerbada replicação de L. major, in 

vitro. Por outro lado, macrófagos de camundongos C57BL/6 que fagocitaram os referidos 

neutrófilos apoptóticos produziram TNF-α, e, levaram a uma destruição de L.major 

dependente desta citocina (Ribeiro-Gomes et al, 2004).  

b) Células efetoras da resposta imune na Leishmaniose 

Células T CD4+ são importantes na resistência às infecções causadas por L. major e 

por L.donovani, pois em camundongos nude observa-se multiplicação e disseminação do 

parasito e, exacerbação da doença. Contudo, surpreendentemente, foi observado que 
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camundongos C57BL/6 deficientes de célula T   (nude, (RAG)-2 -/-, ou MHC de classe II -

/-) infectados com L.amazonensis apresentam lesões negligenciáveis e cargas parasitárias 

muito reduzidas no sítio cutâneo, durante um período tão longo quanto 5 meses após a 

infecção (Soong et al, 1997). Além disso, quando camundongos deficientes em RAG-2 

foram reconstituídos com células T CD4+ o desenvolvimento de lesão progressiva foi 

restabelecido (Soong et al, 1997). Contudo, diversos estudos apontam serem as células T 

CD4+ importantes na proteção vacinal contra L. amazonensis  (Colmenares et al, 2003; Kar 

et al, 2004).  

Células T regulatórias (Treg) constituem uma subpopulação de células T CD4+ 

importantes como reguladoras negativas da resposta imune. O fenótipo predominante 

destas células inclui células CD4+CD25+, embora também possam haver células 

CD4+CD25- apresentando estas funções. Em termos moleculares, esta população pode ser 

dintinguida pela expressão do fator de trancrição Foxp3. Embora tenham sido 

primeiramente identificadas por sua habilidade de prevenir doenças auto-imunes, 

atualmente, é claro que as células Treg tem um papel mais geral na regulação da 

imunidade, prevenindo respostas imunes patológicas. A capacidade das células Treg em 

inibir uma ampla gama de variadas resposta imunes sugere que elas funcionam através de 

diversos mecanismos diferentes (revisado por Thompson, C, 2004). A supressão de 

respostas de célula T in vivo parece ser dependente de citocinas imunossupressoras, já 

tendo sido descritos os papéis de TGF-β (tanto secretado quanto de membrana) e IL-10 

(revisado por Bluestone & Tang, 2004).  Diversas observações têm demonstrado que a 

imunidade funcional a diversos patógenos é influenciada por células T CD4+CD25+ 

(revisado por Rouse & Suvas, 2004), já tendo sido demonstrado seu papel na leishmaniose. 

Células T regulatórias CD4+CD25+ podem controlar a persistência do parasito por tempo 
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prolongado associado à resistência à re-infecção por L.major (Belkaid et al, 2002). No 

modelo de L.amazonensis, as células T CD4+ CD25+ parecem ser importantes na 

contenção inicial da infecção (Ji et al, 2005), e, a ausência das mesmas leva a exacerbação 

das lesões.   

Um importante papel das células T CD8+ na leishmaniose tegumentar, já foi 

sugerido em vários trabalhos. Foi demonstrado por Titus e colaboradores em 1987, que a 

depleção de células T CD8+ durante o curso da lesão leva à exacerbação da doença tanto 

em camundongos suscetíveis quanto em camundongos resistentes. Em animais 

relativamente resistentes, C57BL/6 infectados com L.amazonensis, a depleção de células 

CD8+ reduziu os níveis de IFN-γ em 77%. (Chan, 1993). As células CD8+ são também 

importantes produtoras de TNF-α. Também foi demonstrada a importância das células T 

CD8+ na indução de respostas protetoras em animais imunizados com antígeno P-8 de 

membrana de amastigota contra infecção por L. amazonensis. Neste trabalho foi 

demonstrado que a proteção parece ser por um mecanismo independente de MHC-II, já que 

animais selvagens imunizados controlam a lesão e tem uma carga parasitária mais baixa, 

enquanto β2M -/- imunizados não apresentam redução de lesão nem de carga parasitária em 

relação aos animais do grupo controle. Adicionalmente, também é evidenciado que células 

CD8+ expressando perforina são necessárias na promoção da proteção após a vacinação 

com o antígeno de amastigota associado à membrana, P-8 de L. pifanoi (Colmenares et al, 

2003).  

Portanto, observa-se que uma resposta imune polarizada para Th1 tem um papel 

paradoxal na infecção por L.amazonensis.  É um consenso que citocinas como IFN-γ e 

TNF-α , que são citocinas do tipo Th1, são críticas para ativação de macrófagos (e 

destruição dos parasitas), e sua produção correlaciona-se ao controle da doença humana. 
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Contudo, IFN-γ e TNF-α podem gerar uma resposta inflamatória associada ao recrutamento 

e retenção celular, incluindo monócitos/macrófagos, que são necessárias para a 

sobrevivência e persistência dos parasitos. O que é crítico, na realidade, é que 

L.amazonensis parece ser excessivamente resistente aos mecanismos de morte impostos 

pelos macrófagos. Além disso, foi apontado recentemente um importante papel da 

imunidade supressora na contenção da progressão da lesão na infecção por L.amazonensis, 

sugerindo ser necessário, na realidade um equilíbrio entre imunidade e tolerância para 

contenção da infecção (Tabara et al, 2005). 

IV) Leishmaniose Humana 

No homem a dicotomia das células CD4+ em células Th1 e Th2 não está 

completamente estabelecida. Entretanto existem evidências de que células T CD4+ 

humanas têm padrão de citocinas e funções que são comparáveis às células Th1 e Th2 de 

camundongos (Kharazmi et al., 1999), inclusive em resposta a antígenos de L. major e L. 

donovani (Kemp et al., 1998; Kurtzhals et al., 1994). Como nos camundongos, em 

humanos o espectro de citocinas típicas de células Th1 é geralmente induzido em resposta a 

uma série de patógenos intracelulares (Yamamura et al., 1991), enquanto que as citocinas 

de células Th2 são induzidas em resposta às doenças alérgicas e às infecções por helmintos 

(Limaye et al., 1990; Maggi et al., 1992).   

Estudos têm demonstrado um importante papel para as células T CD8+ na 

leishmaniose humana, visto estar esta população presente em níveis mais elevados em todas 

as formas da doença (com exceção da forma mucocutânea), incluindo infecções causadas 

por L. amazonensis e L.braziliensis. Coutinho e colaboradores (1998) confirmaram que as 

células T CD8+ parecem estar relacionadas ao processo de cura da doença.  
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V) Vacinação na Leishmaniose 

Até o presente momento, não há vacina contra a leishmaniose humana em 

uso de rotina no mundo. Por outro lado, conforme já comentado, a quimioterapia apresenta 

diversos problemas. O controle dos insetos vetores pelo uso de inseticidas, mesmo sendo 

eficaz no domicílio e peri-domicílio não é eficaz em áreas silvestres, devido aos hábitos de 

vida e reprodução dos insetos vetores; além disso, é inviável em larga escala por questões 

ecológicas e econômicas (Young & Arias, 1991). O controle do hospedeiro reservatório é 

difícil, pois alguns deles são silvestres. A eliminação de cães infectados também não teve o 

efeito esperado (Courtenay et al, 2002)  

Pelos motivos acima, há necessidade do desenvolvimento de uma vacina 

preventiva eficaz contra leishmaniose, e, este objetivo vem sendo perseguido há várias 

décadas, sem, contudo ter gerado uma vacina que tenha ultrapassado o estágio de fase 3 de 

testes clínicos. 

Historicamente, a leishmaniose cutânea, tem sido o foco de diversas 

tentativas de vacinação, provavelmente devido ao fato de ser conhecida desde a antiguidade 

(leishmanioses cutâneas do velho mundo), quando indivíduos que curavam suas lesões na 

pele ficavam protegidos de uma re-infecção. Beduínos e algumas sociedades tribais do 

Curdistão tradicionalmente expunham seus bebês a picadas de insetos a fim de protegê-los 

de lesões faciais. Outra técnica ancestral praticada no Oriente Médio envolvia o uso de um  

espinho  para  transferir material infeccioso de lesões para indivíduos não infectados. Com 

o estabelecimento por Nicole e Maneau em 1908 de condições de cultura para o 

crescimento de promastigotas, organismos vivos passaram a ser utilizados para vacinação 

(infecções controladas). O sucesso desta estratégia dependia da viabilidade e infectividade 

dos organismos injetados. Organismos que perderam sua virulência foram capazes de 
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induzir hipersensibilidade do tipo tardia (DTH- Delayed Type Hipersensivity), mas não 

foram capazes de proteger de infecção natural subseqüente (Kellina, 1965). Entretanto, o 

uso de vacinas vivas tem diversos problemas, incluindo o desenvolvimento de grandes 

lesões na pele, exacerbação de psoríase e outras doenças de pele, e mesmo 

imunossupressão. Conseqüentemente, o uso de organismos virulentos para vacinação foi 

descontinuado. Existem, atualmente, em estudo vacinas de primeira geração (parasitos 

mortos), segunda geração (antígenos purificados) e de terceira geração (vacinas gênicas 

contendo genes que codificam antígenos potencialmente imunizantes) (revisado por 

Handman, 2001; Scott et al, 2004; Rhea, et al, 2005).  A Tabela 1 mostra alguns exemplos 

de vacinas de primeira, segunda e terceira gerações testadas contra leishmaniose cutânea. 

As vacinas de segunda e terceira gerações somente foram testadas em 

modelos animais, não tendo ainda sido aplicadas em seres humanos. Estas vacinas 

apresentam alguns problemas relacionados a uma resposta imune que não apresentam as 

características de durabilidade e potência desejáveis a uma vacina, e também requerem a 

utilização de adjuvantes (Tabbara et al, 2005). Uma vacina contendo gp-63 recombinante 

associada à BCG somente foi capaz de conferir proteção parcial contra L. major em 

macacos vervet (Olobo et al, 1995).    

O conceito de vacinas “mortas” de Leishmania foi por muitas décadas 

negligenciado possivelmente devido a resultados conflitantes obtidos na década de 40 

quando vacinas contendo parasitos mortos falharam em promover proteção no Oriente 

Médio.  Uma vacina bastante estudada no Brasil, em seres humanos é a Leishvacin ®, uma 

vacina polivalente contendo lisado total de promastigotas de várias espécies  (L.major, 

L.amazonensis, L.mexicana e L.guyananensis). Esta vacina foi produzida em larga escala, 

mas sua produção foi descontinuada em 1991, aparentemente, por desinteresse do 
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fabricante (Biobras).  Ademais, uma formulação de vacina contendo lisado total de 

L.amazonensis autoclavado ou não autoclavado, administrado parenteralmente, à 

voluntários sadios, com teste de Montenegro negativo. A conversão do teste de Montenegro 

foi de 59% e 83%, respectivamente, tendo sido a resposta de células T CD8+ mais 

pronunciada do que de células T CD4+ no sangue periférico destes indivíduos (De Luca et 

al, 1999). 

TABELA 1 – Exemplificações de Vacinas Experimentais contra 

Leishmaniose cutânea 

Antígeno Modelo de 
Imunização 

Proteção Hospedeiro 

Promastigotas Vivas Profilática (Rússia, 
Israel) 

Depende da 
Virulência 

Humanos 

Promastigotas Mortas Profilática (Oriente 
Médio, Brasil) 

Variável Humanos 

Promastigotas Mortas 
com BCG 

Terapêutica (Brasil) Alta taxa de cura Humanos 

Promastigotas Mortas 
com BCG 

Profilática (Irã) Sem Proteção, 
estímulo transiente 

 

Promastigotas Mortas 
com 
IL-12 

Profilática Boa Primatas, 
camundongos, cães 

Promastigotas irradiadas Profilática Boa  Camundongos 
Promastigotas vivas 
atenuadas 

Profilática Boa Camundongos 

Gp63 Recombinante ou 
Nativa e Peptídeos 
Sintéticos 

Profilática Boa Camundongos, 
primatas 

Gp46/M2/PSA-2 Nativos 
ou Recombinantes 

Profilática Excelente, mas 
depende da 
conformação e do 
adjuvante 

Camundongos 

A2, P4 e P8  Profilática Boa Camundongos 
LACK Recombinante Profilática Boa, melhorada por 

IL-12 
Camundongos 

Antígeno Flagelar LCR1 Profilática Boa Camundongos 
DNA “naked” de gp63, 
PSA-2 e LACK 

Profilática ou 
Terapêutica 

Boa Camundongos 

 
As vantagens da utilização de vacinas de primeira geração seriam a já 

comprovada segurança e imunogenicidade da preparação, observada em estudos clínicos de 
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Fase I e II em humanos (Marzochi et al, 1998; De Luca et al, 2001), apesar de sua eficácia  

não ter sido confirmada. Além disso, as vacinas de primeira geração geralmente dispensam 

o uso de adjuvantes tendo em vista a presença de componentes capazes de estimular a 

resposta imune protetora. O antígeno total de promastigota de L.amazonensis demonstrou 

eficácia em proteger camundongos BALB/c e C57BL/6 contra infecção por L.amazonensis 

quando administrado pela via oral (Pinto et al, 2003). Deste modo, a nova abordagem de 

administração de vacinas mortas de L.amazonensis pelas vias de mucosa parece constituir 

um importante avanço no que tange a imunoproteção profilática contra a leishmaniose 

tegumentar.   

 VI) Sistema Imune Associado às Mucosas 

a) Componentes e funções 

O sistema imune de mucosas é responsável tanto pela mediação da relação 

simbiótica entre o hospedeiro e os microorganismos endógenos (como por exemplo, 

bactérias comensais) quanto funciona como primeira linha de defesa física e imunológica 

do organismo contra patógenos invasores. Através da imunidade inata e adquirida o sistema 

imune de mucosas mantém a homeostasia imunológica ao longo de uma vasta área de 

superfície epitelial, que varia das cavidades oral e respiratória até os tratos gastrintestinal e 

genito-urinário. A grande variedade de antígenos ambientais aos quais somos expostos 

diariamente através das mucosas – como a microbiota autóctone, microorganismos 

potencialmente patogênicos, alérgenos, antígenos alimentares - resultou em uma 

distribuição estratégica de células especializadas na captação, processamento, apresentação 

de antígenos, produção de anticorpos e defesa mediada por células nas mucosas e glândulas 

secretoras associadas.  
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Os mecanismos imunológicos inatos e adaptativos presentes nas mucosas 

são de fundamental importância para a proteção e sobrevivência do animal, tendo em vista 

que a grande maioria das doenças infecciosas mundiais atinge as, ou são adquiridas através 

das superfícies das mucosas gastrintestinal, respiratória ou genito-urinária. Os mamíferos 

desenvolveram tecidos linfóides secundários organizados tanto no trato respiratório 

superior como no trato gastrintestinal, especializados na captação, processamento e 

apresentação de antígenos para indução de respostas imunológicas nas mucosas. 

Coletivamente, estes tecidos são denominados tecidos linfóides associados à mucosa 

MALTs (mucosal-associated lymphoid tissue), sendo estes considerados sítios de indução, 

que tem localização anatômica definida conforme a seguir. Na mucosa gastrintestinal 

encontram-se os tecidos linfoepiteliais associados ao intestino- GALT (gut- associated 

lymphoepithelial tissues), tais como as Placas de Payer (PP), o apêndice e  um grande 

número de células linfóides espalhadas pela lâmina própria e epitélio intestinal. Associado 

às vias aéreas encontra-se o tecido linfoepitelial associado aos brônquios – BALT 

(bronchis-associated lymphoepithelial tissue) (Mestecky et al, 2003). A organização deste 

último difere consideravelmente entre as espécies, contudo, em homens e camundongos 

este tecido é negligenciável (Pabst, 1992), a não ser em casos de inflamação crônica (Sato 

et al, 1996). Os mais importantes sítios para indução de respostas imunes contra antígenos 

inalados/intranasais em humanos, primatas e ratos parecem ser os tecidos linfoepiteliais 

associados à nasofaringe (NALTs - nasopharyngeal- associated lymphoepithelial tissue). 

Em humanos o conjunto destes tecidos recebe a denominação de Anel de Waldeyer, e 

inclui as tonsilas palatinas e adenóides, sendo este muito similar em camundongos (Kiyono 

& Fukuyama, 2004). Deste modo, o NALT e GALT em seres humanos e camundongos, e 

possivelmente primatas; e o GALT e BALT em outros sistemas experimentais, 
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compreendem o Sistema Imune Comum de Mucosa (CMIS – Commom Mucosal Immune 

System), que constitui uma via integrada que permite a comunicação entre os tecidos 

linfóides organizados associados à mucosa (sítios de indução: Placas de Payer e NALT) e 

os demais tecidos de mucosa difusos (sítios efetores), tornando possível a indução e a 

regulação da imunidade protetora contra microorganismos patogênicos. 

Os MALTs contêm todas as células imunocompetentes necessárias para a 

geração de uma resposta imune, ou seja, células B, células T e células apresentadoras de 

antígeno. Também associado ao MALT existem células extremamente especializadas que 

funcionam como um portal entre a luz da mucosa e os MALTs. Estas células são 

denominadas células M (Microfold cells). As células M estão localizadas no epitélio 

associado ao folículo dos MALTs organizados, e são responsáveis pela captação e 

transporte de antígenos diretamente para os tecidos linfóides subepiteliais. Estas células 

encontram-se intimamente associadas às células linfóides. Cabe ressaltar a importância 

destas células na resposta imune das mucosas, pois os MALTs não possuem um suprimento 

linfático de antígenos, sendo que os antígenos originam-se diretamente de materiais  

presentes nas superfícies epiteliais (Davis, 2001). 

Os MALTs contém regiões organizadas que incluem uma área subepitelial 

(domo), zonas de célula B com centros germinativos contendo células B produtoras de IgA 

de superfície, e regiões de células T adjacentes a regiões com células apresentadoras de 

antígeno (APCs) e vênulas endoteliais altas (HEVs – High endothelial venules). Linfócitos 

T e B naïve  e recirculantes entram no MALT através da HEVs. As populações de células T 

e B ativadas e de memória emigram dos sítios de indução através da drenagem linfática, 

circulam através da circulação sanguínea, e dirigem-se para os sítios efetores de mucosa. 

Estes sítios efetores incluem tecidos mais difusos onde se localizam os linfócitos T e B 
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antígeno-específicos em última instância e realizam suas respectivas funções; isto é, 

respostas imunes mediadas por células, respostas imunes citotóxicas, funções regulatórias 

ou síntese de anticorpos para proteção local e sistêmica (Mestecky et al, 2003). 

 Será objeto de estudo mais pormenorizado no presente trabalho o tecido 

linfoepitelial associado à nasofaringe (NALT), conforme exposto a seguir. 

b) Tecido Linfoepitelial Associado à Nasofaringe (NALT)  

Embora haja similaridades funcionais entre o NALT e as Placas de Payer  

presentes no GALT, em termos de seus papéis como sítios de indução, suas organogêneses 

linfóides são distintas. A formação do NALT não é observada durante a embriogênese ou 

em camundongos recém-nascidos, embora as PP já estejam presentes no embrião. A 

expressão da molécula de adesão MADCAM1  (mucosal vascular addressin cell-adhesion 

molecule-1) presente nas HEVs das PP já é observada na fase embrionária (Csencsits et al, 

1999), de modo que ao nascer o camundongo já apresenta as PP organizadas. Por outro 

lado, a PNAD (peripheral-node addressin), expressa pelas HEVs do NALT  somente é 

observada no tecido nasal 1 semana após o nascimento. Contudo, é somente 5-8 semanas 

após o nascimento que a formação completa da estrutura em forma de sino do NALT é 

observada (Fukuyama, 2002). As HEVs no NALT expressam um único perfil de 

adressinas. Todas as HEV do NALT  expressam PNAD associado ou não a MADCAM-1, o 

que difere das PP, centros indutivos do GALT. 

O NALT compreende: epitélio associado ao folículo (FAE – follicule-

associated epithelium), HEVs, áreas enriquecidas com células T e B, células M, células 

apresentadoras de antígeno, incluindo células dendríticas e macrófagos. O NALT pode 

estar envolvido tanto em repostas sistêmicas quanto de mucosa, além de poder gerar sinais 
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regulatórios positivos ou negativos para indução de imunidade ou tolerância antígeno- 

específicas, respectivamente.  

O NALT parece apresentar folículos linfóides mais desenvolvidos do que o 

GALT e o BALT, com infiltração intraepitelial marcante por linfócitos. As áreas foliculares 

são organizadas em áreas de células B e intrafoliculares (áreas de células T) de tamanho 

similar. O NALT de roedores apresenta abundância de células dendríticas. Os folículos 

linfóides são recobertos por epitélio ciliado contendo numerosas células M. As células M 

do NALT parecem ser idênticas às das placas de Payer e do BALT, estando envolvidas em 

funções imunológicas similares incluindo a captação de antígenos e subseqüente resposta 

imune de mucosa antígeno-específicas. (Ogra, 2003).   

A caracterização do mRNA que codifica para citocinas Th1 ou Th2 em 

células CD4+ isoladas do NALT de camundongos revelaram um perfil predominante de 

células Th0, indicando que estas células são capazes de se tornarem Th1 ou Th2 

imediatamente após a exposição ao antígeno no trato nasal (Hiroi, 1998), dependendo da 

identidade do antígeno. Por exemplo, o estímulo por certos patógenos tais como bactérias 

intracelulares leva a diferenciação de células CD4+ Th1, produtoras de IFN-γ, IL-2 e TNFs. 

Estas células freqüentemente se desenvolvem após a produção de IL-12 por células 

dendríticas e macrófagos ativados. Por outro lado, antígenos exógenos nos ambientes de 

mucosa podem deflagrar o início de uma resposta Th2 por induzirem células T NK1.1 e 

outras células precursoras a produzirem IL-4. 

Nos tecidos de mucosa há também células T citotóxicas (CTL) que 

constituem importantes células efetoras nestes sítios, além de serem cruciais para a 

manutenção de memória imunológica na mucosa.  No caso das infecções virais, a maior 

parte das CTLs são CD8+ TCRαβ+, sendo o reconhecimento do antígeno via MHC I, 
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presentes nas células infectadas. Sendo assim, um grande número de CTLs reside no 

epitélio da mucosa como uma subpopulação de linfócitos interepiteliais (IELs) que residem 

entre as superfícies basolateriais das células epiteliais. Estas células são classificadas como 

linfócitos T por apresentarem a molécula CD3 em associação com duas formas de TCR: γδ 

e αβ. É sabido que em camundongos cerca de 80% dos IELs pertencem ao subtipo CD8+  

(Mestecky et al, 2003). 

As células B também estão presentes em número proporcionalmente maior 

do que das células T nas mucosas, existindo cerca de duas a três vezes mais plasmócitos 

nas mucosas do que no baço, medula óssea ou linfonodos. Ao contrário das células B 

sistêmicas que são predominantemente produtoras de IgG, na mucosa, há uma 

predominância de células produtoras de IgA. De modo geral, as imunoglobulinas 

produzidas no sítio de mucosa são sintetizadas no local, e transportadas pelas secreções 

externas (revisado por Bouvet & Fischetti, 1999). 

Estudos experimentais em animais evidenciaram que as principais células 

apresentadoras de antígeno residentes na mucosa das vias respiratórias são uma rede 

intraepitelial de células dendríticas, comparável à rede de células de Langerhans 

intraepiteliais na epiderme, mas funcionalmente diferente das células dendríticas 

sistêmicas, particularmente, as células dendríticas plamocitóides. As células dendríticas têm 

um papel fundamental no controle da resposta imune do sistema de células T, sendo 

responsáveis pela transferência de informação da periferia para os linfonodos regionais 

(diferentes dos macrófagos que exercem sua função in situ) (Jahnsen et al 2002). As células 

dendríticas na mucosa têm sido implicadas na alergia e na indução de tolerância sistêmica 

(Jahnsen, 2000). 
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As células T regulatórias são linfócitos T que podem regular respostas 

imunes. Estas células suprimem a ativação de outras células T CD4+ e CD8+ de memória e 

naïve, principalmente, através da secreção de IL-10 e TGF-β. Na mucosa, as células T 

regulatórias parecem controlar a imunidade da mucosa, tolerância e inflamação em um  

grau mais elevado se comparado com o controle no compartimento periférico (Mestecky et 

al, 2003).  A tolerância nasal pode estar relacionada às células T regulatórias CD4+ CD25-, 

que parecem ser ativadas por TGF-β e não por IL-10 (Unger et al, 2002).   

VII)  Vacinação pela Via Intranasal 

 O NALT apresenta todos os tipos celulares imunes requeridos para a 

indução de uma resposta imune antígeno específica. A via de imunização intranasal pode 

induzir tanto uma resposta imune humoral quanto celular. Por este motivo, esta via tem se 

mostrado promissora para o desenvolvimento de vacinas contra diversas enfermidades. 

O interesse em controlar a doença respiratória através de imunização 

intranasal remonta 1929, quando McKee imunizou coelhos com pneumococos mortos. Foi 

observado que tal imunização, 11 dias antes do desafio promoveu 100% de proteção contra 

a doença fatal (revisado por Ogra, 2003).   

A administração de antígenos usando a superfície mucosa pode levar a diferentes 

resultados. O balanço entre a imunidade ativa e a tolerância dependerá da natureza do 

antígeno e de sua interação com o sítio indutor de mucosa. Fatores como dose, uso de 

adjuvante, freqüência de administração e background genético são fatores importantes 

quando se considera uma via de mucosa para administração de vacinas. 

Há diversos fatores que tornam a via intranasal atraente como via de 

imunização (revisado  por Davis, 2001): 

• Fácil acesso; 
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• Alta vascularização; 

• Presença de numerosas microvilosidades recobrindo o epitélio nasal, 

gerando uma grande superfície de absorção; 

• Após a imunização intranasal, tanto respostas imunes sistêmicas 

quanto locais podem ser induzidas; 

• A imunização nasal não requer agulhas e seringas, que são potenciais 

fontes de infecção, e, por não ser invasiva facilita a colaboração do paciente; 

• Facilidade de imunização de grandes grupos populacionais; 

• Ausência da degradação pelo suco gástrico e entérico, possibilitando 

uma dosagem menor e mais exata do antígeno em comparação com a via oral.  

A resposta imune a antígenos protéicos administrados através das vias de mucosa 

pode manifestar-se como: (1) resposta imune de mucosa, freqüentemente associada à 

secreção do anticorpo sIgA; (2) priming da resposta imune sistêmica, com o 

desenvolvimento de IgG, IgM séricas e imunidade celular específica; (3) desenvolvimento 

de tolerância de mucosa com hiporresponsividade imunológica sistêmica, com ou sem 

modificações no padrão de secreção de IgA nas superfícies mucosas (revisado por Ogra, 

2001). 

Atualmente é bem aceito que as células dendríticas são importantes atores na 

indução de respostas imunes pela via de mucosa. As células dendríticas influenciam a 

geração de anticorpos, produção de citocinas que intensificam a resposta imune e controlam 

as respostas imunes de mucosa. Contudo, quando imaturas, as células dendríticas induzem 

um quadro de tolerância antígeno-específica.(Barone et al, 1998). 
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Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento de tolerância de mucosa incluem a 

inativação direta de linfócitos sensibilizados pelo antígeno via deleção clonal e anergia, e 

interação entre células T efetoras e regulatórias. Pelo fato de ser uma via de imunização 

capaz de induzir tolerância, esta vem sendo extensivamente investigada para o 

desenvolvimento de vacinas contra doenças autoimunes bem como na indução de tolerância 

a alérgenos (Hufnagl et al, 2005). 

Por outro lado, também há diversos estudos e informação considerável disponível 

que sugerem uma relação direta entre as diferentes citocinas e o desenvolvimento de 

tolerância de mucosa. Os fatores que favorecem Th1 são IFN-α, IL-2, e toxina colérica 

intacta, e impedem o desenvolvimento da resposta  tolerância. Enquanto os fatores que 

favorecem uma resposta Th2 são IL-4, IL-10, e, a tolerância é influenciada por TGF-β 

(reposta Th3)  (Ogra, 2003). Sendo assim, é possível a indução de respostas imunes 

sistêmicas após a imunização com antígenos de mucosa, contanto que haja um ambiente 

favorável para tal.  

Em relação às respostas imunes ativas, um dos fatores que predispõem ao seu 

desenvolvimento é o tempo de exposição ao antígeno no sítio de mucosa. O tempo de 

exposição das células M ao antígeno é um fator preponderante no desenvolvimento de uma 

resposta imune eficaz. O que ocorre na imunização pela via intransal seria a rápida 

degradação do antígeno, tanto pela ação de enzimas de mucosa como pelas bactérias que 

fazem parte da microbiota autóctone, impedindo o contato ótimo dos agentes imunizantes e 

as células M, levando algumas vezes à tolerância (revisado  por Ogra et al, 2001). Portanto, 

uma preparação de vacina que vise à administração pela via intranasal deve levar este fato 

em consideração.  
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Além disso, há um consenso de que a natureza física do antígeno é também um fator 

determinante do tipo de processamento pelo qual o antígeno irá passar.  Em geral antígenos 

particulados, ao contrário dos antígenos solúveis, quando em contato com as mucosas, são 

captados pelas células M, e são então processados e apresentados para células T (revisado  

por Davis, 2001). 

A fim de solucionar estes obstáculos vêm sendo traçadas, atualmente, algumas 

estratégias visando induzir ou intensificar as respostas imunes sistêmicas à antígenos 

administrados pela mucosa nasal. Dentre as estratégias podemos citar a introdução de 

adjuvantes apropriados, a utilização de partículas poliméricas e vacinas de DNA. Foi 

evidenciado, por exemplo, que o encapsulamento de antígenos de Schistosoma mansoni em 

micropartículas de ácido polilático co-glicólico (PLGA) foram mais eficazes do que o 

antígeno livre após uma única imunização intransal (Baras et al, 1999). 

Pouco é sabido sobre a indução e manutenção de memória de células T em tecidos 

de mucosa, contudo, aparentemente, esta parece estar relacionada às células T citotóxicas 

(CTLs). Foi observado que camundongos vacinados intranasalmente contra vírus herpes 

simplex (HSV) tiveram um declínio no número CTLs no baço, e paradoxalmente, foram 

protegidos contra o patógeno em questão (Gallichan et al, 1996). Sugeriu-se, neste trabalho, 

que a falta de CTLs no baço estaria indicando o recrutamento, retenção e recirculação de 

células CTLs específicas para o sistema comum de mucosa, após a imunização intranasal. 

Tal fato foi demonstrado posteriormente, quando se verificou que a imunização intranasal 

proporcionou uma memória de CTL duradoura no sítio de mucosa, quando de um desafio 

(Gallichan et al, 1998). Deste modo, podemos atestar a importância das CTLs na 

manutenção de memória imunológica no sítio de mucosa. De modo geral, as CTLs 
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residentes  na mucosa, estão presentes em grande número como uma subpopulação de 

linfócitos interepiteliais. 

Portanto, a via de mucosa nasal tem um enorme potencial a ser explorado como uma 

importante via para administração de vacinas pelas diversas vantagens apontadas acima. 

Podem ser induzidas tanto respostas imunes locais, quanto sistêmicas, bem como a indução 

de tolerância a auto-antígenos e alérgenos, dependendo dos fatores como dose, freqüência e 

forma de apresentação do antígeno à mucosa.  

No nosso modelo, a administração pela via intransal com LaAg demonstrou-se 

eficaz na indução de proteção contra L.amazonensis em camundongos BALB/c, conforme 

será demostrado no presente trabalho, em detrimento do que foi observado pela 

administração pela via intramuscular de LaAg, que provocou uma aumento de 

susceptibilidade a esta infecção (Pinheiro et al, 2005). Deste modo, mais estudos são 

necessários a fim de explorar todas as potencialidades desta via de imunização. 
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2 – Objetivos 

 

2.1) Objetivo Geral: 

O objetivo do presente trabalho é avaliar se a eficácia da vacina  contra a 

leishmaniose cutânea usando promastigotas mortos de Leishmania amazonensis é extensiva 

à  via intranasal (mais conveniente que a via oral), à outras espécies de Leishmania e à 

outras cêpas de camundongos. 

 

2.2) Objetivos específicos  

1. Verificar a eficácia da vacinação in com LaAg na leishmaniose cutânea 

murina em camundongos BALB/c e C57BL/6; bem como a duração da 

proteção. 

2. Monitorar a resposta de produção de citocinas nos linfonodos drenantes da 

lesão e da mucosa nasal durante a infecção;  

3. Verificar a importância do sítio de infecção; 

4. Verificar a proteção cruzada pela utilização de antígenos totais de diferentes 

espécies de Leishmania. 
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3- Metodologia 

3.1) Parasitos – Promastigotas de Leishmania amazonensis (designação 

MHOM/BR/75/JOSEFA), Leishmania donovani Ld1S, L.major LV 39 (designação 

MRHO/SU/59/P) e L.braziliensis (designação MHOM/BR/96/H3456) foram mantidas em 

cultura a 26oC em meio de cultura D-MEM (Sigma Chemical Co) suplementado com 

penicilina (Cultilab) 50U/mL, estreptomicina (Cultilab) 50µg/mL e HEPES (Sigma 

Chemical Co.) a 20 mM com 10% de soro fetal bovino inativado a 56oC (Cultilab). Para 

infecção, foram utilizadas promatigotas de Leishmania amazonensis transfectadas com o 

gene de GFP (Green Fluorescent Protein) (Rossi-Bergmann et al, 1999) em fase 

estacionária (com cerca de 3 a 4 dias de cultura). Os parasitos transfectados foram 

periodicamente mantidos em meio de cultura com 100 µg/mL de geneticina para seleção 

dos parasitos fluorescentes. Para garantir a infectividade, os parasitos foram utilizados no 

máximo até a quarta passagem, quando eram então re-isolados por punção de lesões de 

camundongos BALB/c experimentais infectados. 

 

3.2) Antígenos/Vacinas  

LaAg, LdAg, LmAg e LbAg: LaAg.  Promastigotas de L. amazonensis no início da fase 

estacionária de crescimento foram lavados três vezes por centrifugação a 1300g por 10 

minutos com PBS. As células precipitadas foram ressuspensas em PBS e submetidas a 3 

ciclos de congelamento-descongelamento. O lisado obtido foi denominado LaAg e 

estocado a -20oC até o uso. A dosagem de proteínas foi feita pelo método de Lowry. Os 

antígenos de L.donovani (LdAg), L.major (LmAg) e L.braziliensis (LbAg)  foram obtidos a 

partir da mesma metodologia. As dosagens em termos de proteínas totais das formulações 

concentradas obtidas foram as seguintes: LaAg: 5 mg/mL; LdAg: 0,86 mg/mL; LmAg: 
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4,17 mg/mL; LbAg: 4,18 mg/mL. No momento do uso, os antígenos foram diluídos a 

500μg/mL em PBS 1X, a fim de que a dose administrada fosse de 10 μg em 20 μL. 

  

 3.3) Animais: Camundongos da linhagem BALB/c (obtidos do Laboratório de 

Animais Transgênicos da Fundação Bio Rio) e C57BL/6 originários de Jackson Laboratory 

(Bar Harbor, ME)  foram mantidos com  água purificada e ração comercial e maravalha 

autoclavada. Os animais eram utilizados com idade entre 8 e 10 semanas. Os protocolos 

experimentais foram aprovados pelo Comitê de uso de animais do Instituto de Biofísica. 

 

3.4) Imunização Nasal: Os camundongos mantidos com a cabeça levemente 

retrovertida receberam por instilação nasal 10µg (em termos de proteína) de LaAg, LdAg, 

LmAg ou LbAg (conforme indicado) em 20µL de PBS(10 μl em cada narina), utilizando 

uma micropipeta e ponteira estéril. Os animais receberam 7 dias depois a mesma dose 

como reforço. Os animais controle receberam 20µL PBS. 

 

3.5) Infecção: Os animais foram infectados 1 semana , 4 semanas ou 4 meses após a 

última dose da vacina, conforme indicado, com 105 promastigotas de L.amazonensis GFP 

no coxim plantar da pata direita traseira (20 μl) ou na orelha direita (10 μl). O curso da 

infecção foi acompanhado pela medida da lesão com paquímetro (Mitutoyo, Brasil) nos 

dias indicados. O tamanho da lesão foi calculado pela diferença entre a espessura das patas 

ou orelhas infectadas e as patas ou orelhas contralaterais não infectadas. Nos casos onde a 

carga parasitária foi determinada, as patas infectadas foram cortadas e homogeneizadas 

individualmente em 2 mL de PBS. Após centrifugação, 200 µL da suspensão foi transferida 



Metodologia 33

para microplacas e a fluorescência medida no fluorímetro a 435 ηm (excitação)/538 ηm 

(emissão) (Rossi-Bergmann et al, 1999). 

 

3.6) Citocinas: Os linfonodos poplíteos (drenante da lesão) ou cervicais (drenantes 

do sítio de imunização, e conforme indicado, da lesão) dos camundongos foram isolados 

assepticamente e macerados com PBS gelado. As suspensões de células foram 

centrifugadas a 500 x g/ 7 minutos a 4oC. As células foram ressuspensas em 1 mL de D-

MEM e o número de células vivas foram contadas em câmara de Neubauer pelo método de 

exclusão por azul de Tripan. O número de células vivas foi ajustado para o desejado (4X106 

células/mL), em D-MEM e 10% de soro fetal bovino inativado. As células foram então 

plaqueadas em triplicatas em placas de 24 poços, em 1 mL de volume final e estimuladas 

com Concanavalina A (ConA, Sigma Aldrich, USA), por 48 horas a 37oC em atmosfera de 

5% de CO2. Deve-se notar que ConA foi utilizada para estimulação das células  dos animais 

vacinados com LaAg devido a dificuldade de re-estimular as células destes animais 

vacinados com LaAg in vitro (Pinheiro et al, 2004). Após a incubação, as células foram 

então centrifugadas a 500 x g /10 minutos na própria placa e os sobrenandantes foram 

cuidadosamente removidos e estocados a -20oC para dosagem de citocinas. Os níveis de 

IFN-γ, IL-4, IL-10, TGF-β e TNF-α foram medidos por ELISA, em duplicata, utilizando 

anticorpos pareados de captura e de detecção marcados com peroxidase, de acordo com as 

recomendações do fabricante (R&D Systems, USA). A absorvância foi lida a 450 nm e os 

dados convertidos em concentração por interpolação com a curva padrão de citocinas 

murinas recombinantes.   
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 3.7) Reação de Hipersensibilidade: Uma semana ou quatro meses após a dose de 

reforço, conforme indicado, animais imunizados pela via nasal, foram inoculados na pata 

com 20μg LaAg em 20 μl PBS. A medida da espessura da pata foi efetuada com um 

paquímetro nos tempos indicados e expressa como a diferença entre as espessuras das patas 

inoculadas com 20 μl PBS  

 

3.8) Análise Estatística: Os resultados foram analisados pelo método t de Student,. 

Os resultados descritos como significativamente diferentes tiveram p ≤ 0,05.   
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4- Resultados 

 

4.1)Vacinação intranasal com LaAg confere proteção contra infecção por L. 

amazonensis em camundongos BALB/c 

Foi previamente demonstrado que a imunização oral utilizando LaAg era 

capaz de induzir proteção contra infecção por L.amazonensis tanto em camundongos C57 

BL/6 quanto em camundongos BALB/c (Pinto et al, 2003).  Para avaliar se a via de mucosa 

nasal poderia ser também utilizada para administração deste antígeno apresentando o 

mesmo efeito protetor observado para a imunização pela mucosa oral, camundongos 

BALB/c foram imunizados com duas doses de LaAg (10μg/dose), com intervalo de 1 

semana  entre as mesmas, e, após 1 semana da dose de reforço, os camundongos foram 

infectados, subcutaneamente, com 1x105 promastigotas de L.amazonensis, na pata traseira. 

A Figura 1A demonstra que os animais vacinados foram capazes de controlar a infecção 

após um período de 80 dias, durante os quais a lesão cresceu de forma similar a do controle. 

Após 110 dias de infecção, os animais foram eutanasiados, e a carga parasitária avaliada 

pela fluorescência das patas maceradas. A proteção conferida pela vacina foi confirmada 

pela reduzida carga parasitária (Fig 2A) observada nos animais imunizados. Estes 

resultados demonstram que a vacinação intransal com LaAg foi capaz de conferir proteção 

aos animais imunizados contra infecção por L. amazonensis.  

A fim de se determinar o perfil das citocinas produzidas pelos animais 

imunizados, as células do linfonodo poplíteo (linfonodo drenante do sítio de infecção) e do 

linfonodo cervical (linfonodo drenante da mucosa nasal) foram obtidas no dia 110, e 

mantidas em cultura por 48 horas sob estímulo de Concanavalina A (2,5µg/mL), a 37ºC, 

conforme descrito na metodologia. O sobrenadante das culturas em questão foi coletado e 

as citocinas foram dosadas por ELISA. Conforme demonstrado na figura 2, os 
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camundongos imunizados produziram altas concentrações de IFN-γ nos linfonodos 

poplíteos (LNPs) em comparação aos animais do grupo controle, embora tenham produzido 

mais IL-10.   
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          Fig 1 – Efeito protetor da imunização nasal com LaAg contra infecção subseqüente com 

L.amazonensis. Camundongos BALB/c foram vacinados pela via intransal  com duas doses de 10µg de LaAg 

e receberam uma dose de reforço 7 dias depois. (● e barra azul). Os controles receberam somente PBS (● e 

barra vermelha). Uma semana após a dose de reforço cada um dos animais foi infectado com 105 

promastigostas de L.amazonensis GFP na pata traseira. (A) Tamanho das lesões nos diferentes dias. (B) No 

dia 110 de infecção, as cargas parasitárias das patas individuais foi expresso em unidades de fluorescência. Os 

valores são expressos como Média + DP (n=5).   (*) P< 0,05. 
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Fig. 2 – Produção de citocinas por camundongos infectados 1 semana após a vacinação com LaAg. 

Camundongos (n=5) foram vacinados pela via intransal com LaAg (barras vermelhas) ou somente com PBS 

(barras azuis) antes da infecção, conforme descrito na Fig. 1. No dia 110  de infecção, os níveis de IFN-γ e IL-

10 produzidos por células de linfonodos cervical (LC) e poplíteo (LP) estimuladas por ConA (2,5 µg/mL) foi 

medido nos sobrenadantes das culturas por ELISA. OS valores são as Médias + DP para amostras em 

triplicata. (*) P< 0,05 para uma comparação com os controles. Nd, não detectado. 
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4.2) LaAg administrado pela via intransal induz uma memória imunológica duradoura 

contra infecção por L. amazonensis em camundongos BALB/c 

Uma vacina bem sucedida deve ser capaz de suscitar uma memória imunológica 

duradoura. No caso da leishmanise cutânea, importantes marcadores de proteção, estão 

relacionados à respostas do tipo Th1, tais como a produção de IFN-γ e uma resposta de 

hipersensibilidade tardia. Estas respostas foram avaliadas 4 meses após a vacinação com 

LaAg. Na figura 3 é demonstrado que animais vacinados com LaAg, pela via intranasal, 

conforme o protocolo da seção anterior apresentaram uma resposta de hipersensibilidade 

tardia após desafio com antígeno, 4 meses após a última imunização com LaAg. A cinética 

da DTH dos animais imunizados apresentou um pico de resposta em 24 horas, que foi 

mantido até, pelo menos, 48 horas após o desafio (Fig 3A). Os animais controle não 

apresentaram tal resposta. Adicionalmente, verificou-se um aumento significativo na 

produção de IFN-γ tanto pelas células do LP quanto pelas células do LC (Fig 3B), que era 

compatível com a resposta de DTH in vivo, mesmo com os níveis de IL-10 aumentados no 

LP.  

A proteção duradoura sugerida pelos dados acima foi comprovada pelo curso da 

infecção de camundongos infectados com L. amazonensis na pata traseira 4 meses após a 

última imunização, utilizando o protocolo da seção anterior. Nos 160 dias durante os quais 

a lesão foi acompanhada (Fig 4A), verificou-se que os camundongos vacinados foram 

capazes de controlar a infecção desde o início, enquanto, os camundongos que receberam 

somente PBS desenvolveram lesões crescentes. O controle da infecção foi comprovado pela 

redução na carga parasitária dos camundongos imunizados com LaAg em comparação aos 

camundongos controle (Fig 4B). Após o dia 160 de infecção, os camundongos foram 

eutanasiados e a produção de citocinas nos LP e LC foi avaliada (Fig 5). Verificou-se que 

os níveis de IFN-γ, mas não os níveis de IL-10, encontravam-se aumentados no LP dos 
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animais vacinados, sugerindo que os níveis elevados de IFN-γ estão relacionados ao 

controle da infecção. Embora não tão pronunciados, os níveis de IFN-γ também 

encontravam-se elevados no LC, demonstrando que mesmo após um longo período o sítio 

associado à mucosa ainda encontrava-se sensibilizado. 
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Fig. 3 – Resposta de hipersensibilidade e produção de citocinas 4 meses após a vacinação 

intranasal. Camundongos (n=9) receberam LaAg (● e barras vermelhas) ou somente PBS (● e 

barras azuis), como descrito na legenda da Fig 1 (A). Quatro meses após a dose de reforço, os 

camundongos foram desafiados nas patas com 20µg de LaAg, e o edema local foi avaliado em 

diferentes tempos.  (B) os níveis de IFN-γ e IL-10 produzidos pelas células do LP e LC foram 

avaliados nos sobrenadantes das culturas (n=4), das células estimuladas por ConA (2,5 

µg/mL) Os valores são média + DP. (*) P< 0,05. (**) P< 0,02. 
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Fig 4 – Efeito protetor duradouro da vacinação com LaAg intransal. Camundongos BALB/c foram 

vacinados pela via intransal  com duas doses de 10µg de LaAg e receberam uma dose de reforço 7 dias 

depois (● e barra negra). Os controles receberam somente PBS (○ e barra cinza). Quatro meses após a 

dose de reforço, os animais foi infectado com 105 promastigostas de L.amazonensis GFP na pata 

traseira. (A) O crescimento da lesão foi acompanhado por um período de 160 dias. (B) No dia 160 de 

infecção, as cargas parasitárias nas patas infectadas foram expressas em unidade de fluorescência. O 

valores são expressos em Média + DP (n=5). (*)P<0,01. (**) P< 0,05. 

 

 
Fig. 5 – Produção de citocinas por camundongos infectados 4 meses após vacinação. Camundongos (n=5) 

foram imunizados pela via intranasal com LaAg (barras pretas)  ou receberam PBS (barras cinzas) e foram 

infectados como descrito na legenda da Fig. 4. No dia 160 de infecção,  os níveis de IL-10 e IFN-γ 

produzidos pelas células dos LP e LC foram avaliados por ELISA. Os valores são expressos em Média + 

DP das amostras em triplicata. (*) P < 0,05.  
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4.3) Influência do Sítio de Infecção na Eficiência da Vacinação Intranasal em 

Camundongos BALB/c  

Devido ao sucesso da imunização intranasal com LaAg ter sido verificado em lesões nas 

patas (Fig. 1), decidiu-se verificar se havia influência do sítio de infecção na proteção 

conferida pela vacinação. Os animais imunizados com LaAg foram então infectados nas 

orelhas, sítio também drenado pelos linfonodos cervicais, 4 semanas após a imunização de 

reforço. Foi verificado que camundongos imunizados 1, 2 ou 4 semanas após a dose de 

reforço da vacina não apresentavam diferenças em suas respostas (dados não mostrados). 

Os linfonodos cervicais drenam um sítio de mucosa, e por isso apresentam um 

microambiente diferenciado em comparação aos sítios que não são de mucosa. O que se 

verificou foi que os animais imunizados apresentaram um aumento na lesão por 

L.amazonensis em comparação ao grupo não imunizado (Fig. 6), que foi acompanhado por 

aumento dos níveis de IL-10 e IFN-γ (Fig. 7).   
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Fig. 6- Influência do sítio de infecção na eficiência de LaAg na indução de proteção contra leishmaniose 

tegumentar murina. Camundongos BALB/c (n=4) foram imunizados pela via IN com duas doses de LaAg (10 

µg/dose) (▲)  nos dias -35 e -28. O grupo controle recebeu PBS (■) No dia 0, os animais foram infectados na 

orelha direita com 2x105 L.amazonensis, e a infecção acompanhada por paquimetria até o dia 134. Media + 

EP. (*) P<0,05.    
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Linfonodos Cervicais – Dia 134 
 

 
 

Fig. 7 – Produção de citocinas pelo linfonodo cervical de camundongos BALB/c infectados com Leishmania 

amazonensis na orelha. Os animais receberam LaAg (coluna vermelha) pela via IN conforme descrito, e o 

grupo controle recebeu PBS (coluna azul).  Após 134 dias de infecção, os linfonodos dos animais foram 

removidos, e a produção de IFN-γ, IL-10, IL-4 e TGF-β foi avaliada por ELISA. Média + EP de amostras em 

duplicata. (*) P<0,05. 
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4.4) Efeito da Imunização Intranasal Cruzada com Antígenos de Leishmania sp na 

Proteção contra infecção por Leishmania amazonensis em camundongos BALB/c 

 

Tendo em vista que a vacinação intranasal utilizando LaAg conferiu a proteção aos 

camundongos imunizados, resolvemos verificar se antígenos totais de outras espécies de 

Leishmania seriam capazes de conferir proteção contra L.amazonensis por meio de 

vacinação intransal. Já foi relatado na literatura que uma infecção com L. donovani em 

macacos Vervet foi capaz de promover proteção heteróloga contra uma infecção por 

L.major (Gicheru et al, 1997).  Assim, o antígenos totais  de L. donovani (LdAg), L.major e 

L. braziliensis foram testados como descrito para LaAg. Cabe mencionar que os 

camundongos foram infectados duas semanas após a dose de reforço, e que camundongos 

imunizados 1 ou 2 semanas após a dose de reforço da vacina não apresentavam diferença 

em suas respostas (dados não mostrados).   

Após 73 dias de infecção, observamos que o LdAg foi o único antígeno total que 

promoveu proteção praticamente total aos animais imunizados, não só pela redução drástica 

do crescimento da lesão (Fig. 8), como também pela reduzida carga parasitária (Fig. 10). 

Também verificamos que o LdAg i.n. não foi capaz de promover uma resposta de 

hipersensibilidade tardia (Fig. 9), diferente do que foi observado para LaAg (Pinto, 2004). 

Em termos de citocinas, foi curioso notar que a imunização com LdAg promoveu 

um aumento da produção de TGF-β e concomitante redução de IFN-γ nos linfonodos 

poplíteos no dia 82 de infecção (Fig.11) em relação ao controle não imunizado.  O papel 

deletério do TGF- β na leishmaniose já foi descrito anteriormente (Barral et al, 1993; 

Pinheiro et al, 2005). Deste modo, deveria haver alguma outra citocina envolvida no papel 

protetor observado. O TNF-α parece ser capaz de reverter o efeito supressor de TGF-β  in 

vitro na infecção por promastigotas de L. braziliensis (Barral et al, 1995), além de 

apresentar um importante papel protetor na leishmaniose tegumentar (Titus et al, 1989). Por 
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estas razões os níveis desta citocina foram dosados, e, surpreendentemente, estes se 

encontravam aumentados tanto no linfonodo poplíteo (Fig. 12A) quanto no linfonodo 

cervical (Fig. 12B) dos animais imunizados com LdAg, demonstrando um possível efeito 

protetor disseminado desta citocina.  
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Fig. 8 – Proteção cruzada conferida pela pré-imunização com antígeno total de L. donovani contra infecção 

por L. amazonensis. Animais BALB/c (n=5) foram pré-imunizados com duas doses de 10µg cada de antígeno 

total de L. major, L.barziliensis e L. donovani, em intervalos de 1 semana entre as doses. Duas semanas após a 

última imunização intranasal os animais foram infectados na pata direita com 2x105 L. amazonensis GFP e a 

lesão foi acompanhada por paquimetria até o dia 73. Média + EP.    
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Fig. 9 – Camundongos BALB/c foram imunizados com LdAg (■) ou PBS (■) pela via intranasal e infectados 

com 2x105 Leishmania amazonensis GFP, em 20µL de PBS na pata direita, e, receberam na pata esquerda 20 

μL de PBS. A diferença entre o inchaço das patas que receberam PBS e aquelas que foram infectadas foi 

avaliada em 24 e 48 horas após este procedimento.   

 

 

 
Fig. 10 – Camundongos BALB/c imunizados com LdAg, LmAg, LbAg ou PBS pela via intranasal e 

infectados conforme descrito anteriormente.  Os animais foram sacrificados no dia 73 após a infecção, e 

tiveram suas patas removidas e a carga parasitária avaliada por fluorescência, em triplicata, como 

metodologia descrita. Média + EP (*)P<0,05. 
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Linfonodos Poplíteos – Dia 73 
 

 
 

Fig. 11 - Produção de citocinas pelos linfonodos poplíteos de camundongos BALB/c (n=4) infectados com 

Leishmania amazonensis na pata direita. Os animais receberam LdAg (coluna marrom) pela via IN conforme 

descrito, e o grupo controle recebeu PBS (coluna verde).  Após 73 dias de infecção, os linfonodos dos animais 

foram removidos, e a produção de IFN-γ, IL-10, IL-4 e TGF-β foi avaliada por ELISA. Média + EP de 

amostras em duplicata. (*) P<0,05. 
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Fig. 12- Influência do TNF- α na proteção cruzada conferida por LdAg intransal na leishmaniose tegumentar 

em camundongos BALB/c. O níveis de TNF-α foram avaliados por ELISA em sobrenanates de cultura de 

células de linfonodo poplíteo (LP) (A) e linfonodo cervical (LC) (B) 73 dias após o início da infecção. Média 

+EP de amostras em duplicata. (*) P<0,05. 
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4.5) Influência do TNF-α na imunização com LaAg intranasal  em camundongos 

C57BL/6  

 

Os resultados desta dissertação de que o LaAg intransal induz resposta protetora em 

camundongos BALB/c, nos levaram a questionar se este efeito também poderia ser 

verificado em camundongos C57 BL/6, pois no caso da vacinação oral o efeito protetor de 

LaAg foi observado em ambas as cepas (Pinto et al, 2003). Sendo assim, resolvemos 

avaliar o efeito do LaAg em camundongos C57BL/6. Os animais foram vacinados da 

mesma forma descrita anteriormente, e infectados 7 dias após à dose de reforço. 

Observamos que da mesma forma observada em camundongos BALB/c, os camundongos 

C57 BL/6 vacinados mostraram um crescimento mais bando da lesão (Fig. 13A) e menor 

carga parasitária (Fig. 13B). Decidiu-se verificar se o TNF-α também seria um fator 

importante na proteção contra infecção, conforme observado na proteção com LdAg 

(Fig.8). No dia 50 de infecção, a produção de TNF- α pelas células dos linfonodos políteos 

era praticamente o dobro  em comparação a camundongos não imunizados (Fig. 14).  
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Fig. 13- Vacinação intranasal de camundongos C57Bl/6 com LaAg. Camundongos C57BL/6 foram 

imunizados com uma dose de 10 µg de LaAg pela via IN nos dias -14 e -7 (▲). Os animais dos grupos 

controle  receberam PBS IN (■). No dia 0 os animais foram infectados na pata direita com 2x105 L. 

amazonensis GFP. A lesão foi acompanhada por paquimetria até o dia 50, (A), quando os animais foram 

sacrificados e suas patas infectadas foram removidas e maceradas a fim de se aferir a carga parasitária (B) 

avaliada por fluorescência. Média + EP (n=5) (*) P<0,05.       
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Fig. 14 – Produção de TNF-α por células isoladas de linfonodo poplíteo de camundongos C57BL/6 vacinados 

pela via i.n. com LaAg, e infectados conforme descrito anteriormente. A produção de TNF-α por ELISA no 

sobrenadante de células de linfonodo poplíteo reestimuladas in vitro com ConA por 48 horas, 37oC e 4% de 

CO2. Média + EP. (*)P<0,05 
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5-Discussão 

Foi previamente demonstrado que a administração intramuscular de promastigotas 

mortas de L.amazonensis (LaAg) levava a um agravo da lesão cutânea dos camundongos 

BALB/c imunizados em comparação ao controle (Pinheiro et al, 2005). Por outro lado, já 

havia sido previamente verificado que a administração de LaAg pela via oral protegia os 

tanto camundongos BALB/c quanto C57 BL/6 da infecção por L.amazonensis (Pinto, et al, 

2003). A proteção observada foi associada a um aumento da produção de IFN-γ nos LPs e 

uma concomitante supressão da resposta imune do tipo Th2.  

Uma vez que as várias mucosas são moduladas por um sistema imunológico 

comum, no presente trabalho explorou-se as potencialidades da via de mucosa nasal na 

indução da proteção contra a infecão por L.amazonensis por sua vantagem de produzir 

menor degradação química e enzimática da vacina que a via oral. Verificamos que a 

imunização com uma dose 10 vezes menor de LaAg que a utilizada no trabalho anterior de 

vacinação oral (100 ug) foi também eficaz em proteger os camundongos BALB/c contra 

L.amazonensis (Fig 1A e 1B). Foi interessante observar que os camundongos vacinados 

pela via intransal demoraram mais para controlar a infecção que os camundongos que 

receberam LaAg oralmente, mas os primeiros controlaram a infecção de forma mais 

intensa. É possível que o controle tardio da infecção tenha ocorrido devido a um tempo de 

latência necessário para que ocorresse uma resposta eficaz de IFN-γ. Sabe-se que são 

necessários níveis supra-ótimos de IFN- γ para que ocorra uma resposta eficaz contra 

L.amazonensis (Suderkotter, 1993), e, caso as concentrações desta citocina sejam 

insuficientes pode até mesmo ocorrer um agravo da infecção.   Qi e colaboradores (2004) 

sugeriram que L.amazonensis possa ter desenvolvido algum mecanismo de escape, ainda 

desconhecido, contra a ativação macrofágica por IFN-γ.  
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Foi também observado um aumento de IL-10 tanto nos linfonodos poplíteos  quanto 

nos cervicais (Fig 2). Esta citocina pode estar desempenhando um papel regulador, 

proveniente de uma resposta gerada no sítio de mucosa nasal. Unger e Cols (2003) 

observaram que seguinte à imunização nasal foi gerado, tanto no linfonodo cervical quanto 

no linfonodo periférico, um aumento da produção inespecífica de IL-10. Sugere-se que a 

produção de IL-10 visaria à criação de um micro-ambiente adequado para controlar tanto o 

desenvolvimento de células T regulatórias quanto de T efetoras. Ainda não é conhecido o 

tipo celular envolvido no aumento da produção de IL-10 em questão.  

O tempo de latência necessário para a produção de IFN-γ após a imunização 

intranasal com LaAg pode ser ainda corroborado pelo fato de que os camundongos BALB/c 

imunizados com LaAg e infectados somente 4 meses após a administração da última dose 

da vacina foram capazes de controlar, de forma mais eficaz, a infecção e reduzir suas 

cargas parasitárias (Fig 4) em comparação aos camundongos infectados 1 semana após a 

última dose da vacina (Fig 1). Nós demonstramos que LaAg promove uma proteção 

duradoura contra L.amazonensis, e que esta proteção é acompanhada por um aumento 

significativo de IFN-γ no linfonodo poplíteo (Fig. 5). A memória antígeno-específica foi 

comprovada pela resposta de hipersensibilidade tardia verificada após desafio com LaAg, 4 

meses após a última imunização (Fig. 3).  

Cabe ressaltar que neste caso o perfil de citocinas parece não ter sido decisivo para 

explicar o fenômeno observado, e que estudos adicionais devem ser realizados a fim de 

observar outros mecanismos que possam estar envolvidos. Pode-se, por exemplo, sugerir 

que a proteção esteja relacionada a uma população de células T CD8+ produtoras de 

perforina, que parecem ser os principais atores no processo de proteção conferida pela 

imunização com antígeno P-8 de membrana de amastigotas de L. pifanoi, por exemplo 
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(Colmenares et al, 2003). De fato, já foi demonstrado na literatura que células T citotóxicas 

de memória, que promovem uma memória específica e duradoura são geradas em sítios de 

mucosa (Gallichan & Rosenthal, 1998). Por outro lado, esta proteção parece ser 

independente da produção de IFN-γ (Simons  et al, 2001). Todavia, mais estudos neste 

sentido seriam necessários a fim de desvendar os mecanismos envolvidos. 

Após termos verificado que a imunização pela via intransal foi capaz de suscitar 

uma resposat imune protetora em um sítio periférico, decidiu-se estudar se o sítio de 

infecção poderia influenciar na eficácia da vacina. Neste caso, investigamos se uma 

infecção na orelha (sítio também drenado pelo linfonodo cervical, como a mucosa nasal) 

esria também controlada pela pré-imunização nasal. Em vez de proteção, o que se observou 

foi um aumento significativo da lesão, o que seria um indício de que o sítio de infecção 

influenciaria na proteção induzida por LaAg pela via intransal. Foi verificado um aumento 

dos níveis de IL-10 e IFN-γ, no linfonodo drenante do sítio de imunização de animais 

imunizados, em relação ao controle não imunizado, enquanto houve uma redução das 

mesmas no sítio drenante da lesão. Aparentemente o efeito inflamatório de IFN-γ, bem 

como seu efeito sobre o aumento da replicação de amastigotas, poderia estar levando ao 

aumento da lesão, bem como aumento do recrutamento de macrófagos para o sítio da 

infecção. Por outro lado, a IL-10 poderia estar levando à desativação dos macrófagos 

infectados promovendo um cenário favorável para o agravo da infecção. O papel deletério 

da IL-10 já foi demonstrado na infecção por L.amazonensis (Padigel  et al, 2003). Também 

pôde ser verificada uma tendência ao aumento dos níveis de TGF-β no linfonodo cervical, 

que já demonstrou seu papel deletério na imunização pela via intramuscular com LaAg 

(Pinheiro et al, 2005).  Desta forma, podemos sugerir que o sítio de infecção parece ser 

importante na proteção conferida por antígenos administrados pela via intranasal. 
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Visando aprimorar a eficácia da vacinação intranasal, foram testados antígenos 

totais de outras espécies de Leishmania sp: LmAg, LdAg e LbAg. O antígeno com melhor 

eficácia em proteger contra infecção por L.amazonensis, foi, surpreendentemente, o 

antígeno total de Leishmania donovani (LdAg). Deste modo, a vacinação intranasal com 

este antígeno foi melhor estudada, visando verificar suas peculiaridades em relação à  

vacinação intranasal com LaAg. Primeiramente, verificou-se que este antígeno não foi 

capaz de elicitar uma resposta de hipersensibilidade de tipo tardia clássica, como LaAg 

(Fig. 9), sugerindo características próprias quando administrado pela via intranasal. Uma 

primeira rodada de verificação dos níveis de citocinas no linfonodo drenante da lesão 

demonstrou um significativo aumento dos níveis de TGF-β. TGF-β é reconhecidamente 

uma citocina relacionada à tolerância pelas vias de mucosa. Já foi reportado que células T 

regulatórias induzidas em sítios de mucosa são capazes de produzir TGF-β (Unger et al, 

2002). Conforme já mencionado, na introdução do presente trabalho, o TGF-β constitui um 

fator de virulência na leishmaniose, promovendo a inativação de macrófagos e o 

crescimento de patógenos intracelulares, incluindo a Leishmania (Barral et al, 1993). In 

vitro, a adição de altas concentrações de IFN-γ em cultura não foram capazes de reverter o 

efeito de TGF-β em aumentar a infecção de macrófagos humanos por L.braziliensis (Barral 

et al, 1995). Além disso, esta citocina está implicada no efeito deletério da imunização 

intramuscular por LaAg (Pinheiro et al 2005). Por outro lado, foi recentemente descrita a 

importância de células T regulatórias no início da infecção por L.amazonensis. Células T 

regulatórias foram capazes de proteger transitoriamente camundongos infectados contra 

infecção por L.amazonensis, estando esta proteção correlacionada a redução da ativação de 

células T efetoras produtoras de IFN-γ. A transferência adotiva de células T CD4+CD25+ 

singeneicas derivadas de lesão para camundongos C57BL/6 naive, antes da infecção, 



Discussão 59

reduziu significativamente o desenvolvimento da lesão nestes camundongos. Contudo, esta 

proteção é transitória, pois, aparentemente, após um determinado período, de 

aproximadamente 10 semanas, células efetoras CD4+CD25- parecem ser favorecidas em 

termos de replicação em detrimento das células T regulatórias, que se replicam de forma 

mais lenta, dependente de IL-2.  Nas lesões com 1 a 3 semanas são detectados altos níveis 

de transcritos de TGF-β1, FoxP3, IL-10RI, compatíveis com a presença de células T Reg 

(Ji et al, 2005).  

A presença de níveis mais elevados de TGF- β no linfonodo poplíteo de 

camundongos imunizados com LdAg é compatível com a presença de células T 

regulatórias, contudo, devido ao reconhecido papel desativador de macrófagos desta 

citocina na leishmaniose tegumentar(Barral et al , 1995), pode-se inferir que outros fatores 

devem estar envolvidos. É provável que haja um balanço entre células T efetoras e células 

T Reg, para que possa haver uma proteção contra L.amazonensis. Sendo assim, sugerimos 

que deve haver alguma outra citocina, diferente de IFN-γ que poderia estar desempenhando 

um papel de ativação e morte de parasitos. Há diversos relatos na literatura mostrando que 

o TNF-α é capaz de bloquear o efeito supressor de TGF-β em macrófagos (Corradin et al 

1993; Barral et al 1995). O papel do TNF-α na indução do mecanismo leishmanicida em 

macrófagos e na resistência a leishmaniose cutânea já está bem estabelecido (Titus et al, 

1989; Theodos et al, 1991). Sendo assim os níveis desta citocina foram dosados no 

linfonodo poplíteo de camundongos imunizados. De fato, os níveis desta citocina 

encontravam-se aumentados, nos linfonodos poplíteos destes camundongos, sugerindo que 

ela tenha um papel decisivo na proteção observada. Surpreendentemente, os níveis de TNF-

α também se encontravam elevados nos linfonodos cervicais, demonstrando ser a produção 

desta citocina comum tanto no sítio drenante da lesão quanto no sítio drenante da mucosa 
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imunizada.  São necessários estudos adicionais com o LdAg a fim de se tentar determinar 

suas peculiaridades em relação ao LaAg que levam a proteção total contra a infecção por 

L.amazonensis e, se de fato, a proteção ocorre em diferentes sítios de infecção.   De forma 

preliminar, o que se pode sugerir é que o balanço entre a produção da citocina 

imunossupressora e da efetora (independente de IFN-γ) seja fundamental na proteção 

observada neste modelo imunização nasal. 

O efeito protetor observado na imunização i.n. com LaAg em camundongos 

BALB/c foi extensivo aos camundongos C57BL/6. Da mesma forma que observado com o 

LdAg protetor, o TNF-α está também relacionado com a proteção induzida em C57Bl/6 por 

LaAg (Fig.12). O TNF-α parece portanto desempenhar um importante papel na imunização 

pela via intransal.  
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6-Conclusões 

 

1. O LaAg administrado pela via intranasal induziu  resposta protetora e duradoura 

contra a infecção por L.amazonensis na pata de camundongos BALB/c. 

2. A proteção pelo LaAg intranasal parece ser sítio-dependente, não tendo ocorrido 

quando a infecção foi na orelha. Mas este resultado precisa ser confirmado 

desafiando-se os animais em sítios diferentes de infecção. 

3. O LdAg parece ser uma vacina potente para administração intranasal, promovendo 

redução drástica da lesão e da carga parasitária de L.amazonensis associada a um 

aumento de TNF-α nos linfonodos drenantes da vacina e da lesão.  

4. A proteção causada pelo LaAg intranasal foi extensiva aos camundongos C57BL/6, 

que também estava associada a um aumento da produção de  TNF-α.  
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