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VACCINATION STRATEGIES AGAINST VISCERAL AND CUTANEOUS LEISHMANIASIS:
LESSONS FROM THE EXPERIMENTAL MODELS

Natália M. Tavares, Diego M. Santos, Camila I. de Oliveira, Cláudia I. Brodskyn
Centro de Pesquisa Gonçalo Moniz / FIOCRUZ; Salvador, BA, Brasil

Leishmanioses são doenças transmitidas por vetores causadas pelo parasito intracelular Leishmania, responsável
por significante morbidade e mortalidade no mundo, constituindo um importante problema de saúde pública. Uma
vez que não há método preventivo disponível e que a terapia com drogas é tóxica e já apresenta resistência, o
desenvolvimento de uma vacina é cada vez mais importante. O fato de que a recuperação de uma primeira infecção
confere proteção contra uma re-infecção sugere que o controle das leishmanioses através da vacinação é possível.
Além disso, muitas evidências a partir de estudos com modelos experimentais indicam que a proteção pode ser
gerada pela imunização com antígenos do parasito e/ou do vetor. Esta revisão aborda às estratégias envolvidas no
desenvolvimento de vacinas contra a leishmaniose experimental visceral e a leishmaniose cutânea e os recentes
achados nesta área de pesquisa.
Palavras-chaves: Leishmania, vacina, leishmaniose, modelos experimentais.

Leishmaniasis are vector-borne diseases caused by the intracellular protozoan parasite Leishmania, which cause significant
morbidity and mortality worldwide and therefore constitute an important public health problem. Since no prevention
method is available, drug therapy is toxic and drug resistance is growing, vaccine developments against this important
pathogen is paramount. The fact that recovery from a primary infection confers protective immunity against re-infection
suggests that control of leishmaniasis by vaccination is possible. Also, extensive evidence from studies in experimental
models indicates that solid protection can be achieved by immunization with parasite and/or vector antigens. This review
focuses on the strategies currently employed for the development of vaccines against visceral and cutaneous experimental
leishmaniasis and the recent findings obtained in experimental models of infection.
Key words: Leishmania, vaccine, leishmaniasis, experimental models.

Epidemiologia das leishmanioses
As leishmanioses são um grupo de doenças infecto-

parasitárias, causadas por protozoários do gênero Leishmania.
A doença afeta dois milhões de pessoas em praticamente todos
os continentes, com exceção da Oceania, e é endêmica em 88
países das Américas do Sul e Central, África e Ásia. De acordo
com a Organização Mundial de Saúde (OMS),
aproximadamente 350 milhões de pessoas em todo o planeta
vivem sob risco de infecção, 12 milhões de pessoas estão
infectadas e, a cada ano 1,5 a 2 milhões de novos casos surgem,
causando 57 mil mortes anualmente(159). A infecção por
Leishmania causa diferentes manifestações clínicas que estão
relacionadas ao desenvolvimento de resposta imune do
hospedeiro e com a espécie da Leishmania(61).

No Brasil, a Leishmaniose Visceral Americana (LVA) era
considerada uma endemia focal e rural até a década de 80 do
século XX. No entanto, ocorreu uma expansão para regiões
peri-urbanas, periferias de alguns centros urbanos e epidemias

urbanas foram observadas em várias cidades nos últimos anos.
A LVA ocorre com maior incidência na região Nordeste,
somando 92% dos casos, 66% destes na Bahia, Maranhão,
Ceará e Piauí. De modo similar, houve expansão geográfica da
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) após 1985, com
aumento no coeficiente de detecção de 10,45/100.000
habitantes para 18,63/1000.000 habitantes, e, atualmente, há
relatos da doença em todas as regiões do país. Com uma média
anual de 28.568 casos, a região Norte apresentou as maiores
incidências entre 1985 e 2005. Em 2001, por exemplo, a incidência
foi de 93,84 casos por 100.000 habitantes(16, 17).

Nesta revisão, foram abordados brevemente os principais
trabalhos sobre desenvolvimento de vacinas, nos modelos
animais mais relevantes para o estudo da leishmaniose.

Modelos experimentais em leishmaniose visceral (LV)
Camundongos e hamsters têm sido amplamente

empregados como modelos experimentais para o estudo da
LV. Diferentes linhagens de camundongos são geneticamente
susceptíveis ou resistentes à infecção por diferentes espécies
de Leishmania(96). Entretanto, mesmo aqueles susceptíveis
são capazes de controlar a infecção por L. donovani ou L.
chagasi(103). Dessa forma, modelos murinos não são os ideais
para se avaliar a infecção visceral, caracterizada por sua
progressão e disseminação, comumente vistas em humanos.
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Um dos modelos mais apropriados para o estudo da LV
progressiva é o hamster, no qual a infecção por L. donovani
causa hepatoesplenomegalia, hipoalbuminemia e
pancitopenia(94). Estas características mimetizam de modo
muito próximo a infecção grave observada em humanos. Uma
vez que não há rota intravenosa para infectar hamsters, por
conta do reduzido tamanho da cauda, a inoculação do parasito
é comumente feita por via intracardiaca, que é tecnicamente
difícil e prejudicial ao animal, além da necessidade de alto
inóculo(9, 14, 95). Além disso, esta via de infecção não mimetiza
a transmissão natural dos parasitos pela picada do vetor na
pele do hospedeiro vertebrado. O primeiro relato da infecção
por via intradérmica em hamsters demonstrou os aspectos
histológicos iniciais da leishmaniose visceral causada por L.
donovani(160). Em seguida, outros grupos reproduziram este
modelo com resultados positivos(5, 55, 57).

Os cães também são bons modelos para estudar as
leishmanioses. Esta espécie é alvo para o controle desta
zoonose em áreas endêmicas e apresenta similaridade de
sintomas com os humanos(1). Infecções experimentais em cães
têm sido relatadas desde o século 20, quando o papel de
reservatório destes animais foi confirmado(39, 101). Por fim,
modelos de primatas não-humanos auxiliam na compreensão
dos mais diversos aspectos sobre interações entre parasito e
hospedeiro devido à sua relação filogenética muito próxima
aos humanos. Os primeiros esforços para estabelecer a
leishmaniose visceral em macacos demonstraram que os
macacos-coruja (Aotus trivirgatus) e os macacos-esquilo
(Saimiri sciureus) desenvolviam uma infecção fatal, mas
curta(26, 27). Espécies de macacos do Velho Mundo
desenvolveram infecções baixas ou inconsistentes(41).
Tentativas de estabelecer a leishmaniose visceral em Presbytis
entellus mostraram que esta espécie é altamente susceptível,
produzindo infecção aguda fatal consistente e progressiva.
Estes animais apresentaram os fatores clinico e
imunopatologicos observados no calazar humano(7, 43). O
langur indiano (Trachypithecus geei) também tem sido
utilizado em avaliações pré-clinicas de drogas anti-
Leishmania(134) e vacinas (42, 97).

Vacinas para leishmaniose visceral
Vacinas de primeira geração

Muitas estratégias de vacinação que utilizam parasitas
vivos, atenuados ou antígenos definidos têm sido
empregadas contra a leishmaniose cutânea(67). A
“leishmanização” é descrita como a estratégia de imunização
mais bem sucedida em humanos e desenvolve imunidade
duradoura após infecção induzida com parasitas viáveis não-
atenuados(18, 60). Uma vez que vacinas com parasitos vivos
mimetizam o curso natural da infecção e induzem imunidade
após a cura, sua utilização é promissora, porém não segura. O
caráter protetor da vacinação de roedores com Leishmania
viva de espécies não–patogênicas, como L. tarentolae, já foi
demonstrado. A imunização única de camundongos BALB/c
com L. tarentolae induz imunidade protetora contra um

desafio com L. donovani infectiva(18). No entanto, por questões
de segurança, isso foi restringido, uma vez que não é possível
utilizar este tipo de abordagem profilática. Em contrapartida, a
possibilidade de vacinação com parasitos vivos atenuados
tem sido de grande interesse porque, além de mimetizar o curso
da infecção, grande quantidade de antígeno é depositada,
assegurando a indução de uma resposta imune protetora(136).
Uma das primeiras abordagens utilizando este método
demonstrou que parasitas irradiados geraram imunidade
protetora em camundongos contra a infecção fatal por L.
tropica(70). Parasitos modificados em genes essenciais que
interferem na sobrevivência destes em células hospedeiras
foram testados como potenciais vacinas. L. infantum deficiente
para a proteína codificada pelo gene SIR2 (LiSIR2+/-)
apresentam redução na proliferação e infecção in vitro e in
vivo(155). Este gene está envolvido com a desacetilação das
histonas, levando à condensação da cromatina e silenciamento
da transcrição gênica(49), progressão do ciclo celular,
estabilidade cromossômica(15) e reparo do DNA(153). Estes
mutantes foram, então, avaliados em sua capacidade de
promover proteção frente a um desafio com L. infantum(137).
Foi demonstrado que parasitas LiSIR2+/- são capazes de
invadir órgãos viscerais, mas não persistem e que a vacinação
com esta cepa atenuada protege contra uma cepa virulenta.
Esta proteção correlaciona-se com o aumento na razão IFN-γ/
IL-10, com resposta celular e humoral especifica anti-
Leishmania(137). A geração de espécies de Leishmania
mutantes para genes alvos essenciais para seu crescimento,
como os transportadores da Pterina (BT1), também foi
avaliada(151). Camundongos BALB/c imunizados com L.
donovani mutante (L.d. BTI KO) apresentaram redução na
carga parasitária quando desafiados com cepa selvagem,
relacionada com aumento na produção de IFN-γ no baço(112).
Embora atenuados, estes parasitas podem reverter esta
situação e tornarem-se infectivos, levando ao
desenvolvimento de doença.

Vacinas de subunidades
A vacina de subunidades surge como um refinamento,

onde componentes do parasita são purificados e utilizados
como estratégia vacinal. A identificação de antígenos que
induzem resposta de células T é um passo critico no
desenvolvimento da vacina, uma vez que o perfil antigênico
varia com as espécies, bem como o reconhecimento destes,
entre diferentes hospedeiros(31, 79, 104). Considerando a
estratégia de invasão da Leishmania, as moléculas da superfície
do promastigota são as primeiras proteínas a entrar em contato
com as células do hospedeiro vertebrado. Diferentes cepas
de L. donovani tiveram suas proteínas de membrana
purificadas(13) e avaliadas em seu potencial protetor como
vacina(48). De modo semelhante às espécies envolvidas com a
forma cutânea da doença(24, 36, 53), hamsters imunizados com
tais proteínas apresentaram redução de carga parasitária. Além
disso, foi observada resposta linfoproliferativa nestes
animais(48), caracterizando o papel protetor desta estratégia
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vacinal. Recentemente, a utilização de frações solúveis de
promastigotas de L. donovani como vacina de subunidades
foi avaliada neste mesmo modelo experimental. Dentre as sete
frações testadas de 68 a 97.4 kDa, apenas quatro,
administradas individualmente ou em sub-grupos, estimularam
intensa resposta Th1, oxido nítrico, IFN-γ e IL-12(88). A
imunização de hamsters com frações antigênicas de alto peso
molecular obtidas a partir de L. donovani também induziu a
redução da carga parasitária e produção de óxido nítrico(152).
No entanto, a utilização de subunidades combinadas na
imunização de cães não levou a proteção contra L. infantum(59).
Neste trabalho, a poliproteina recombinante de Leishmania
MML, também conhecida como Leish-111f, foi gerada a partir
de três antígenos capazes de induzir imunidade celular(20, 157,

158). Os autores argumentam que diferenças na apresentação
de epitopos entre a combinação podem gerar resultados
contrastantes, como observado na quase ausência da resposta
linfoproliferativa nestes cães. Além disso, estes resultados
enfatizam as diferenças nos padrões de imunidade protetora
entre diferentes modelos de infecção.

Vacinas de DNA
Diante das dificuldades encontradas no preparo e

purificação de frações do parasita, a vacina de DNA surge
como alternativa de candidatos potenciais para vacinação
contra a leishmaniose. A maioria dos trabalhos envolvendo
esta estratégia é voltada para infecções virais, onde a indução
de resposta citotóxica é crucial para a resolução da doença(71).
Vacinas de DNA são relativamente simples de produzir,
administrar e, sob condições ideais, são altamente
imunogênicas. Na tentativa de identificar possíveis
candidatos(93), demonstraram que a imunização com frações
seqüenciais de cDNA da biblioteca de L. donovani é uma
excelente ferramenta na identificação de candidatos para
vacina(93). O potencial protetor do antígeno LACK (receptor
homologo da cinase C ativada de Leishmania) foi demonstrado
contra a infecção por L. major(65) e é altamente conservado,
sendo expresso por L. donovani(102). Utilizando modelo murino,
este mesmo grupo demonstrou que, embora a vacina de DNA
expressando LACK induzisse uma forte resposta imune do
tipo Th1, ela não protegeu contra o desafio por L. donovani(94).
Em contrapartida, Gomes e colaboradores, em 2007,
demonstraram que a administração por via intranasal do DNA
que codifica o LACK induziu proteção de camundongos
contra a infecção por L. chagasi(56). No entanto, as vacinas de
DNA ainda podem ser aperfeiçoadas. Um importante fator de
virulência de L. donovani é o gene A2 expresso em níveis
maiores em amastigotas que, quando deficientes neste gene,
perdem sua capacidade proliferativa(162, 163). Embora o potencial
antigênico de A2 já tenha sido demonstrado em pacientes
acometidos pela doença(51), seu papel protetor contra a
infecção por L. donovani foi avaliado em conjunto com a
proteína E6 do Papilomavirus Humano (HPV). Esta proteína é
capaz de mediar a degradação do p53, proteína celular
responsável pela manutenção da integridade do DNA e que,

quando ativada, pode induzir apoptose(89). A imunização
conjunta de camundongos com plasmideos expressando E6 e
A2 resultou em maior resposta imune contra A2 do que o
plasmideo A2 sozinho, associada à proteção contra a
infecção(52).

Apostando no potencial das vacinas de DNA, a proteína
PapLe22 do núcleo de promastigota L. infantum foi avaliada.
Hamsters foram imunizados uma única vez por via
intramuscular e apresentaram 50% de redução na ocorrência
de episódios de L. infantum na circulação. A relevância deste
achado está no fato de prevenir a transmissão da Leishmania
e, então, contribuir para o controle da doença(47). Outros
antígenos candidatos também foram testados, como o KMP-
11 (Proteína 11 da Membrana no Cinetoplasto). A imunização
de hamsters com o plasmideo que codifica o KMP-11 induziu
proteção contra L. donovani resistente ou não ao Antimônio
Pentavalente, principal forma de tratamento adotada
atualmente(9). Embora a maioria dos dados obtidos de estudos
sobre candidatos a vacina contra Leishmaniose Visceral seja
positiva, o potencial protetor destas imunizações foi apenas
parcial. Além disso, o polimorfismo nas moléculas do MHC
gera uma heterogeneidade de resposta nas populações, onde
alguns indivíduos são alto-respondedores a um antígeno e
baixo-respondedores a outro(67, 114).

Com base nesses achados, uma vacina de DNA
multicompetente foi testada em cães contra a infecção por L.
donovani. Esta vacina é uma combinação de plasmideos
codificantes de proteínas de L. donovani que já foram
demonstradas isoladamente como potenciais candidatos. O
resultado da imunização de cães com esta vacina foi uma
resposta linfoproliferativa antígeno-especifica, um padrão de
citocinas do tipo 1, uma resposta de Hipersensibilidade Tardia
contra parasitas viáveis e inibição da replicação dos parasitas
no linfonodo de drenagem(131). Uma outra tentativa de
imunização de cães com coquetel de plasmideos de DNA que
codificam antígenos de L. infantum, os quais induziram
proteção em modelos murinos, não obteve resultados
positivos. Apesar da imunogenicidade induzida por tais
plasmideos isolados em camundongos, isso não se reproduziu
em cães. Conseqüentemente, esta vacina multiantigênica não
protegeu contra o desafio com L. infantum(126). De modo
semelhante, a combinação de histonas ribossomais de
Leishmania não induziu proteção de camundongos contra o
desafio com L. infantum(22), apesar da imunogenicidade destas
já ser conhecida(123).

Ainda na tentativa de aperfeiçoamento da vacina de DNA,
surgiu a metodologia denominada prime-boost. Nesta
estratégia, há uma primeira exposição ao antígeno e, em
seguida, um reforço, que podem ou não ser diferentes entre
si. No caso da imunização homóloga, a primeira exposição e o
reforço são do mesmo componente, por exemplo, DNA que
codifica o antígeno ou a proteína recombinante. Já na
imunização heteróloga há uma combinação destes diferentes
componentes(58, 113, 122). De forma distinta de outros resultados
envolvendo vacinação com o antigeno LACK contra a forma
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visceral da leishmaniose, a imunização de cães com a estratégia
prime-boost levou a alto grau de proteção contra L. infantum.
Ao avaliar o padrão de expressão gênica de citocinas, a
resposta proliferativa e anticorpos nestes animais, os autores
relatam proliferação Th1/Th2 inicial e predominância final
Th1(120). Tais parâmetros diferem daqueles observados em
modelos murinos de visceral e se aproximam daqueles vistos
em cães naturalmente infectados(91). Recentemente, este
protocolo foi avaliado em cães e induziu resposta imune do
tipo Th1, levando a proteção contra L. infantum. Esta proteção
estava associada com ausência de sintomas, baixos níveis de
anticorpos anti-Leishmania e alto grau de ativação de células
T em órgãos alvos(121). Empregando também a vacinação
heteróloga, porém com vetores expressando cisteina
proteinase tipo I e II de L. infantum, Rafati e colaboradores
demonstraram ausência de parasitas na medula óssea de cães
vacinados. Além disso, os animais imunizados apresentaram
aumento nos níveis de expressão de IFN-γ(117). Diante disto, a
estratégia prime-boost pode ser útil como metodologia contra
leishmaniose visceral canina. Esta mesma estratégia avaliada
contra L. infantum(40, 86) e L. chagasi(45) em camundongos
também induziu proteção.

Vacinas baseadas em células dendríticas
Uma outra estratégia de vacinação potencial é utilizar a

biologia das células dendríticas (DCs), que são fundamentais
para a iniciação e manutenção da imunidade adaptativa. DCs
pulsadas com Antígeno Solúvel de Leishmania (SLA) induzem
resposta Th1 especifica contra L. donovani associada com
proteção de camundongos contra a infecção. Além disso, DCs
transformadas para secretar altos níveis de IL-12 intensificaram
a resposta protetora(3). Foi demonstrado, recentemente, que
DCs pulsadas com as histonas ribossomais de L. infantum e
CpG induziram resistência parcial contra a infecção por L.
infantum(22). Estes resultados indicam que a eficiência da
vacina pode ser aumentada pela transferência de DCs pulsadas,
porque elas migram para áreas ricas em células T nos tecidos
linfóides, onde interagem e iniciam a resposta imune.

Vacinas baseadas na saliva do vetor
A saliva do vetor injetada durante o repasto sangüíneo na

derme do hospedeiro vertebrado induz imunidade celular e
humoral contra seus componentes(127, 128, 135). Titus e Ribeiro(150)

foram os primeiros a demonstrar o aumento da infecção por
Leishmania na presença da saliva(150). Acredita-se que este
efeito é mediado pela modulação da resposta imune do
hospedeiro. Estudos in vitro mostram que macrófagos
cultivados na presença da saliva não são capazes de
apresentar antígeno, produzir oxido nítrico e são refratários à
ativação por IFN-γ(66, 147). Entretanto, é importante considerar
a possibilidade da saliva agir diretamente sobre a Leishmania.
Alguns trabalhos apontam que o contato inicial entre
Leishmania e saliva no intestino do vetor influencia a
diferenciação e a virulência do parasita(28, 29). Independente
do efeito e modo de ação da saliva, sua presença tem forte

influência no desfecho da infecção. Belkaid et al., 1998(10),
relataram o potencial protetor da pré-exposição aos
componentes salivares do vetor contra a infecção por
Leishmania (10). Logo este achado foi confirmado com outros
modelos(37, 81, 148). Recentemente, Gomes et al.(57) demonstraram
que a imunização de hamsters com plasmideo que codifica
uma proteína da saliva do vetor Lutzomya longipalpis, LJM19,
induziu proteção contra a infecção por L. chagasi(57). As
proteínas salivares de L. longipalpis também foram utilizadas
na vacinação de cães com um esquema de múltiplas doses e
diferentes formas de imunização. Os autores observaram altos
títulos de anticorpos anti-saliva, produção elevada de IFN-γ
e uma intensa reação de hipersensibilidade tardia utilizando
flebótomos não infectados como desafio. Estas respostas
possuem potencial de proteção contra a leishmaniose visceral
canina(35). Estes dados apontam novas vias para a formulação
de estratégias vacinais utilizando componentes do vetor
responsável pela transmissão do parasito.

Adjuvantes e outros vetores
A associação dos antígenos candidatos a vacina com

adjuvantes também tem sido investigada com o objetivo de
se aperfeiçoar estratégias de vacinação contra a leishmaniose
visceral. Assim, a utilização de IL-12 como adjuvante
apresenta resultados contraditórios a depender do modelo
utilizado. Sua aplicação em camundongos conferiu imunidade
protetora de longa duração contra L. donovani (145). Entretanto,
a imunização de cães na presença da IL-12 não induziu
proteção contra a infecção por L. infantum(115). A saponina,
cuja estrutura é composta por açúcares solúveis ligados a
esteróides lipofílicos ou triterpênicos, é amplamente utilizada
como adjuvante(69, 143). A vacinação de cães com a proteina A2
recombinante e saponina como adjuvante induziu produção
de IgG2 e IFN-γ, além de proteger parcialmente contra o
desafio com L. chagasi(44). Outra estratégia utilizada com o
objetivo de aumentar a imunogenicidade de candidatos a
vacina consiste na utilização de agonistas dos PRRs
(Receptores de Reconhecimento de Padrão), sendo que os
mais conhecidos são os TLRs (Toll Like Receptors)(87). Entre
estes, a sequência CpG não metilada agonista de TLR9, tem
sido empregada em inúmeros protocolos experimentais. O efeito
do CpG como adjuvante foi avaliado com o antígeno
recombinante de Leishmania ORFF em camundongos contra
a infecção por L. donovani. A administração de ORFF ou CpG
isolados resultou em proteção parcial dos animais, mas a
combinação mostrou considerável redução na carga
parasitaria, com alta produção de IgG2a e IFN-γ(146). Resultados
semelhantes foram obtidos a partir da imunização de
camundongos com a estratégia prime-boost. Os animais foram
inicialmente expostos ao DNA que codifica a Cisteina
Proteinase III de L. infantum e o reforço foi feito com a proteína
recombinante na presença de CpG(86).

Lipossomos catiônicos também têm potencial de ativação
da resposta imune devido à sua eficiência em direcionar o
antígeno para células apresentadoras profissionais(46, 106). A
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glicoproteina gp63 purificada de L. donovani em formulação
com lipossomos foi avaliada quanto ao seu potencial protetor
em camundongos. Foi demonstrado que gp63 é altamente
imunogênica em associação com tais vesículas e protege
contra a infecção logo após a imunização, ou quando o desafio
é realizado após 12 semanas(12).

Vírus também são vetores potenciais na geração de vacinas
contra a leishmaniose, uma vez que são eficientes em induzir
imunidade protetora mediada por células do tipo Th1 e
citotóxicas(19, 161). A imunização de camundongos com
Adenovirus recombinante que codifica a proteína A2 induziu
células T CD4+ e CD8+ produtoras de IFN-γ, bem como
linfócitos TCD8+. Este padrão de resposta protegeu os animais
contra a infecção por L. chagasi(124). Juntos, os resultados
destes trabalhos mostram a importância da utilização de
adjuvantes por conta do seu papel no aumento da
imunogenicidade dos candidatos a vacina.

Modelos experimentais em leishmaniose cutânea
O modelo experimental mais amplamente estudado é o da

infecção subcutânea de camundongos com L. major, no qual
se empregam altas doses de parasitas (104-107), no sítio
subcutâneo (base da cauda, na pata)(129). Neste modelo foi
estabelecido o paradigma da resposta Th1 e Th2, no qual os
animais resistentes (C57BL/6) a infecção apresentam expansão
de células T CD4+ do tipo Th1, que secretam IFN-γ, o qual
leva à ativação de macrófagos e à destruição dos parasitas(63).
Uma vez curados da infecção primária, os animais ficam imunes
a infecções subseqüentes, e isto se deve a persistência dos
parasitas(133). Já os animais suscetíveis (BALB/c) desenvolvem
uma resposta celular do tipo Th2, que leva a produção de IL-
4, IL-5 e TGF-β, citocinas que regulam de forma negativa a
ativação dos macrófagos pelo IFN-γ(63). Assim, camundongos
BALB/c infectados por L. major desenvolvem lesões
necróticas, que levam os animais a óbito (133). No entanto, o
modelo de infecção subcutânea não reproduz determinados
aspectos da biologia natural da transmissão como a inoculação
de baixas doses de parasitas, a presença da saliva do vetor e
o sítio de inoculação. Sendo assim, Belkaid et al.(10)

desenvolveram um modelo de infecção intradérmico, no qual
cerca de 100 a 1.000 parasitas são inoculados, na presença da
saliva do vetor, na derme da orelha de camundongos. Neste
modelo, o fenótipo de resistência (C57BL/6) e suscetibilidade
(BALB/c) foi mantido, mas observou-se que a saliva contribuiu
para a formação de lesões mais destrutivas e com maior número
de parasitas. Contrastando com o modelo de L. major, poucos
trabalhos experimentais foram desenvolvidos para caracterizar
a resposta imune na infecção por L. braziliensis,
provavelmente, devido à baixa infectividade deste parasita
em modelos de camundongos(30, 107). A linhagem de
camundongos BALB/c é a mais suscetível à infecção por L.
braziliensis, embora não desenvolva lesões severas que
podem levar ao óbito, como ocorre nas infecções por L. major
(30). No modelo de infecção intradérmico para L. braziliensis
desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa(37), os parasitas

(105) são inoculados pela via intradérmica, na derme da orelha
de camundongos BALB/c. As lesões desenvolvidas são
semelhantes às observadas em pacientes com leishmaniose
tegumentar: localizadas, ulceradas, com bordas elevadas e
fundo granuloso(80, 90), reforçando assim, a importância do
sítio da infecção no resultado da doença(8). Apesar do
desenvolvimento da lesão, o camundongo é capaz de curar
a infecção por meio de uma reposta celular mista,
caracterizada pela presença de IFN-γ, IL-4 e IL-10. Os
parasitos são eliminados do sítio de infecção, mas persistem
no linfonodo de drenagem, indicando que a resposta imune
não é do tipo esterilizante(37). Estes modelos experimentais
vêm sendo amplamente empregados no desenvolvimento
de vacinas.

Vacinas para leishmaniose cutânea
Leishmanização

No passado foi observado que pessoas infectadas com
leishmaniose desenvolvem uma úlcera benigna, que cura
espontaneamente e que leva à proteção contra a re-infecção.
Desta forma, foi realizada, primeiramente no Oriente-Médio, a
exposição de indivíduos não infectados a picada de vetor
infectado ou a inoculação destes indivíduos com material
derivado de lesão. Este método de imunização, denominado
leishmanização (LZ)(67, 98), mostrou ser eficaz contra infecção
por Leishmania. Atualmente, a LZ é feita com parasitas vivos
(~105 parasitas), os quais são inoculados pela via intradérmica(84,

105) e mostrou resultados promissores contra infecção por L.
major (84). Neste estudo, homens adultos foram inoculados com
5x105 promastigotas na via intramuscular e observou-se que
83% dos indivíduos desenvolveram lesões mais brandas, as
quais permaneceram restritas ao sítio inoculado. Após a cura
da lesão, os voluntários foram desafiados com a mesma
quantidade de parasitas e não se observou a formação de lesão
nos voluntários vacinados, indicando que a LZ é capaz de
gerar proteção ativa(84). As vantagens de utilizar parasitas vivos
como forma de vacinação são: os baixos custos de produção e
a facilidade de acompanhar os pacientes através do teste de
Montenegro, o qual confirma se ocorreu ou não o
desenvolvimento de resposta imune celular(83, 85, 99). No entanto,
o parasita pode perder sua infectividade nas sub-culturas(50) e
pode ocorrer uma reativação da leishmaniose em pacientes que,
por ventura, se tornem imunodeprimidos(100).

Parasitas mortos
A imunização de camundongos BALB/c e C57BL/6 com L.

major autoclavada (ALM), na presença do adjuvante CpG, foi
capaz de gerar uma proteção duradoura, tanto na linhagem
suscetível, quanto na resistente(125). Em outro estudo foi
mostrado que a somente a imunização de ALM + IL-12 DNA é
capaz de induzir proteção duradoura nos camundongos,
diminuindo significativamente a carga parasitária para menos
dez parasitas por grama de tecido(64). Okwor et al.(108) mostraram
diferenças na resposta imune quando imunizaram
camundongos com parasitas vivos ou com mortos.
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Inicialmente, os parasitas vivos induziram maior produção de
IFN-γ, enquanto os parasitas mortos induziram maior produção
de IL-4. Entretanto, utilizando CpG como adjuvante, há uma
mudança no padrão de resposta de Th2 para Th1, resultando
em uma melhor proteção contra infecção por L. major. No
entanto, a proteção induzida por parasitas mortos mais CpG
foi de curta duração(108) quando comparado com a imunização
com parasitas vivos.

Parasitas atenuados
Como foi mostrado, a LZ é capaz de proteger tanto

camundongos quanto humanos da re-infecção por
Leishmania, mas devido a persistência do parasito, existe o
perigo de reativação da doença. Desta forma, uma outra
estratégia de vacinação seria a utilização de parasitas
atenuados. Estas linhagens de parasitas atenuadas são
capazes de infectar células fagocíticas e de persistir por um
longo tempo, sem causar doença e estimulando o sistema
imune(82). Titus et al.(149) imunizaram camundongos BALB/
c com uma cepa de L. major deficiente no gene da enzima
dihidrofolato redutase-timidilato sintetase (DHFR-TS). Os
autores mostraram que esta cepa foi incapaz de causar
doença em camundongos BALB/c, normalmente
suscetíveis. Entretanto, devido à rápida eliminação dos
parasitos, é possível que a proteção observada não seja
tão duradoura. Outra linhagem de L. major deficiente para
o gene LPG2 (LPG2-/-) também foi capaz de induzir uma
redução significativa da carga parasitária de camundongos
BALB/c após a imunização, em paralelo ao não
desenvolvimento de lesão cutânea(154).Apesar dos
resultados promissores obtidos com a imunização de
camundongos com L. major LPG2-/- foi observado que os
parasitas mutantes podem readquirir a capacidade de causar
infecção, através de um mecanismo compensatório
desconhecido(141).  Nesta mesma linha de parasitas
atenuados, foi mostrado que cepas de L. major (6) e L.
braziliensis (38) que super-expressam o gene do miniexon, o
qual tem um papel importante no processamento do RNA dos
protozoários da ordem Kinetoplastida, apresentam menor
virulência. Sendo assim, estas cepas também seriam potenciais
candidatos para ensaios de imunização e proteção.

Vacinas de subunidades
A leishmanolisina ou gp63 (glicoproteína de 63 kDa) é

uma protease de membrana expressa tanto na forma
promastigota quanto na forma amastigota da Leishmania(67).
A imunização de camundongos BALB/c com BCG que
expressa gp63 gerou proteção parcial em animais desafiados
com L. major(36). Em outro estudo foi observada proteção em
somente 30% dos animais vacinados com gp63 DNA e
nenhuma proteção utilizando gp63 recombinante (156). Ahmed
et al. (2004)(2) observaram uma diminuição significativa na
carga parasitária e uma lesão menor em camundongos BALB/
c imunizados com GP63 lipossomal + CpG e posteriormente
desafiados com L. major(77).

A KMP-11 (proteína de membrana da ordem dos
Kinetoplastida de 11 kDa) é uma proteína de superfície de
membrana, altamente conservada, presente na ordem
Kinetoplastida e que está associada com o lipofosfoglicano
(LPG). A KMP-11 é expressa tanto na forma promastigota
quanto na forma amastigota da Leishmania(78, 142). A vacinação
de camundongos BALB/c com Toxoplasma gondii ts-4
transgênico que expressa a KMP-11 levou a proteção dos
animais contra a infecção por L. major(119). Bhaumik et al.(11)

mostraram que camundongos BALB/c imunizados com KMP-
11 DNA e desafiados com L. major apresentaram uma redução
de 69% na carga parasitária. Já animais imunizados com KMP-
11 DNA + IL-12 DNA ou com KMP-11 DNA + IL-12r mostraram
redução da carga parasitária de 96,2% e 94%, respectivamente.
As histonas e as proteínas ribossomais são antígenos
altamente conservados que não são secretados, mas que, no
entanto, são capazes de induzir uma potente resposta
imune(132). Estes chamados pan-antígenos(123) são liberados
durante a infecção, após a destruição dos amastigotas
intracelulares pelo macrófago ativado ou pela citólise
espontânea de amastigotas dentro da célula infectada(25). Os
mesmos são capazes de modular a resposta imune do
hospedeiro devido ao fato de que não sofrem pressão seletiva
pela resposta imune, ao contrário das proteínas de superfície
e das proteínas secretadas. Aimunização de camundongos
BALB/c com plasmídeos de DNA que codificam histonas
nucleossomais de L. infantum (H2A, H2B, H3 e H4) levou à
proteção contra infecção e re-infecção por L. major(23). A
imunização de camundongos BALB/c e C57BL/6 com extrato
de proteínas ribossomais da L. major na presença do CpG
levou a proteção destas duas linhagens contra infecção por
L. major(74). A imunização de camundongos BALB/c com
plasmídeo de DNA que codifica uma proteína ribossomal de
L. infantum (LiP0) levou a proteção parcial destes animais
contra infecção por L. major(76), enquanto a imunização de
camundongos BALB/c e C57BL/6 com LiP0 recombinante na
presença do CpG não evitou a progressão da doença em
BALB/c, mas protegeu em C57BL/6(73). Assim, os pan-
antígenos podem prover a capacidade imunomodulatória
necessária ao desenvolvimento de vacinas.

A peptidase sinal é uma enzima essencial e tem como função
remover a seqüência sinal das proteínas secretadas(110, 111). O
soro de pacientes com leishmaniose cutânea ou com
leishmaniose visceral mostrou ser altamente reativo para o
antígeno peptidase sinal do tipo I da L. major (Lmjsp). Sendo
assim, o Lmjsp, apesar de ter localização intracelular, seria um
bom marcador para avaliar resposta imune específica a
Leishmania, além de ser um antígeno relevante para
desenvolvimento de vacinas(118). A imunização de
camundongos BALB/c com Lmjsp utilizando três estratégias
diferentes (DNA, DNA + proteína e proteína+ adjuvante)
mostrou uma redução da carga parasitária de 81, 70 e 66%,
respectivamente. Em paralelo, houve redução no
desenvolvimento da lesão de 20, 25 e 30%, respectivamente(116).
Outros candidatos a vacina de subunidades também foram
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testados, mostrando diferentes graus de proteção.
Camundongos BALB/c foram imunizados com o antígeno
LACK (homólogo do receptor para quinase C ativada),
empregando diferentes protocolos de imunização: LACK DNA
e LACK proteína, na presença ou ausência de IL-12
recombinante. Neste trabalho, apenas os animais imunizados
com LACK DNA e LACK proteína + IL-12 mostraram proteção
contra infecção(65). A imunização com LACK DNA também se
mostrou de longa duração em animais imunizados e desafiados
com L. major doze semanas após a última imunização(64). Outro
estudo mais recente avaliou a capacidade protetora de
plasmídeos de DNA que codificam os seguintes antígenos:
LACK, PSA2 (antígeno de superfície da promastigota), Gp63,
LeIF (fator iniciador de elongação da Leishmania), além da
forma truncada do LACK, o LACKp24, em camundongos
BALB/c infectados com L. major(2). Neste trabalho, apenas a
imunização com LACK ou com a proteína truncada mostraram
capacidade protetora(2). Trabalhos prévios mostraram que os
antígenos LmSTI1 (proteína estresse induzível da L. major) e
TSA (oxidante tiol específico), que são dois componentes da
Leishh-111f (33), são capazes de proteger camundongos BALB/
c da infecção por L. major(20, 21). No entanto, um outro estudo
mostrou que nenhum destes antígenos (separados ou em
coquetel) foi capaz de proteger camundongos BALB/c contra
a infecção por L. braziliensis(130). É provável que diferenças
biológicas entre as espécies de parasitas L. major e L.
braziliensis possam contribuir para uma inabilidade na
indução de uma resposta imune protetora, pois apesar das
duas espécies terem uma organização genômica similar, alguns
mecanismos distingue uma espécie da outra. A L. braziliensis,
por exemplo, possui mecanismos de retrotransposons e RNAi
(RNA de interferência)(139). Por fim, a imunização de
camundongos BALB/c com a Leish-111f, na presença de
monofosforil lipídio A com escaleno (MPL-SE), levou a uma
proteção duradoura contra L. major, em animais desafiados(34).

Vacinas para leishmaniose cutânea: resultados com o modelo
experimental de primatas

Primatas não humanos (PNH), como o macaco rhesus
(Macaca mulatta), são susceptíveis a infecção por
Leishmania, desenvolvem doença similar a humana inclusive
a forma mucosa(144), exibem resposta humoral e celular contra
o parasita(62). Como descrito acima, camundongos imunizados
com L. major deficientes em DHFR-TS desenvolveram
proteção contra infecção por L. major(149). Entretanto, no
modelo de PNH não foi observada proteção(4). O mesmo
aconteceu quando imunizaram PNH com L. major autoclavada
(ALM)(4, 54), estratégia que se mostrou protetora no modelo
murino de infecção (125). A imunização com dois componentes
da Leish-111f, o TSA e o LmSTI1, na presença de IL-12, foi
capaz de proteger PNH contra infecção por L. major(20). Da
mesma forma, PNH imunizados com H1 (histona 1), na presença
do adjuvante Montanide, levou a proteção destes animais
contra infecção por L. major (92), já nos camundongos BALB/
c foi relatada uma proteção parcial(140). Da mesma maneira, a

imunização de camundongos com BCG expressando gp63
levou a uma leve diminuição da lesão(36), enquanto que em
PNH houve proteção parcial(109). É importante salientar que
uso de primatas, em testes para desenvolvimento de vacinas,
deve ser reservado para estágios finais de avaliação de
candidatos que mostraram proteção significativa em modelos
murino. No entanto, são observadas diferenças importantes
nos níveis de proteção quando se compara a mesma estratégia
de imunização em camundongos e PNH.

Atualmente, é difícil avaliar qual o verdadeiro grau de
proteção de uma vacina contra a leishmaniose pois são
observadas discrepâncias entre os diferentes relatos da
literatura. Isto se deve ao uso de diferentes antígenos; ao uso
de diferentes cepas do parasita (que pode influenciar no grau
de virulência); ao número de parasitas inoculados; à presença
ou não da saliva do vetor no momento do desafio; à via de
administração da vacina; ao número de reforços administrados
antes do desafio; ao procedimento experimental e ao uso e o
tipo de adjuvante. Outro ponto importante no desenvolvimento
de vacinas é a ausência de um “padrão ouro” que serviria
como referência para avaliar o grau de proteção. Khamesipour
et al. (84) propuseram que este padrão poderia ser a
leishmanização uma vez que um indivíduo infectado e curado
não desenvolve doença novamente(129).

Considerações finais
A constatação que a infecção por Leishmania sp. confere

proteção contra uma re-infecção, demonstra a possibilidade de
obtenção de uma vacina eficaz contra as diferentes manifestações
clínicas desta doença. Assim, a busca por candidatos seguros
tem gerado inúmeros estudos sobre diferentes formas de
vacinação. A utilização de proteínas recombinantes associadas a
adjuvantes, como CpG ou lipossomos aponta para a indução de
respostas protetoras. Isto também é válido para as vacinas de
DNA e o emprego de outros vetores, como vírus recombinantes.
Outras estratégias têm surgido nesta área como a utilização de
componentes do flebótomo, como as proteínas salivares deste
inseto. A resposta imune contra estas substâncias parece alterar
o micro-ambiente no local da infecção, protegendo o hospedeiro,
pelo menos em relação à leishmaniose visceral. Infelizmente, ainda
não há uma vacina 100% eficiente e segura, mas certamente a
continuidade destes estudos aliada às novas tecnologias
possibilitará a elaboração de uma vacina eficaz.
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