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RESUMO 

O implante de esponja de poliéster-poliuretano tem sido aplicado como um importante modelo 

in vivo para o estudo de processos inflamatórios, pois induz a migração, proliferação e acúmulo 

de células inflamatórias, angiogênese e deposição de matriz extracelular em suas trabéculas. A 

caracterização detalhada da resposta imune nestes implantes seria útil para identificar padrões 

de resposta subsidiando a seleção do modelo experimental mais apropriado (linhagem de 

camundongo) incluindo o tempo ideal pós- implante, em protocolos aplicados à triagem de 

biomoléculas. Neste estudo, as alterações nas características histológicas/morfométricas, 

imunofenotípicas e funcionais dos leucócitos foram avaliadas em implantes de esponja em 

camundongos das linhagens Swiss, BALB/c e C57BL/6. Observou-se ao longo do tempo 

aumento gradual do estroma fibrovascular e diminuição progressiva da infiltração de leucócitos, 

composta inicialmente por células polimorfonucleares com mudança progressiva para células 

mononucleares. Os camundongos Swiss apresentaram uma resposta imune mais proeminente 

com padrão misto tardio (IL-2/IFN-γ/IL-4/IL-10/IL-17) de produção de citocinas. Já os 

camundongos BALB/c apresentaram uma ativação precoce da resposta inata com um perfil de 

citocinas controlado, e os camundongos C57BL/6 apresentaram uma resposta pró-inflamatória 

precoce (IL-6/TNF/IFN-γ) com envolvimento neutrofílico persistente. Foram escolhidos para 

aplicação deste modelo em estudo vacinal considerando critérios como: menor número de 

biomarcadores com níveis elevados, baixo recrutamento de resposta citotóxica, menor produção 

de citocinas e menor conectividade de biomarcadores, orientando a seleção dos melhores dias 

para cada linhagem: Dia5/Swiss; Dia7/BALB/c; Dia6/C57BL/6. Assim, o modelo de esponja 

foi aplicado à investigação da memória imunológica vacinal, onde as células de memória foram 

estudadas em animais previamente imunizados, aprimorando o entendimento sobre a 

imunogenicidade vacinal. Nesta segunda fase, em camundongos Swiss, observou-se no grupo 

experimental (Vacina e Inóculo - V/I), um aumento do percentual de leucócitos totais, células 

dendríticas e de linfócitos T, tanto CD3+CD4+ quanto CD3+CD8+, associado a presença de 

células T CD3+CD4+ de memória efetora (EM), e um padrão de citocinas representado 

especialmente por IL-6, TNF, IFN- γ e IL-17. Em camundongos BALB/c, foi observado um 

maior percentual de leucócitos totais, neutrófilos e linfócitos T CD3+CD8+ no grupo 

experimental (V/I), enquanto houve redução na população de macrófagos e células dendríticas, 

além de um perfil de citocinas inflamatórias (IL- 6/TNF/IFN-γ). Já em camundongos C57BL/6, 

a análise funcional revelou uma resposta mais robusta, mediada por níveis mais elevados de 

citocinas com um perfil misto de ativação (IL-6, TNF, IFN-γ, IL-10 e IL-17), enquanto que, 

fenotipicamente, houve redução na população de macrófagos e células dendríticas, com 

aumento de neutrófilos e linfócitos T CD3+CD4+. Os resultados evidenciam como o background 

genético pode influenciar a populações que se envolvem na resposta imune e indicam que é 

possível utilizar este modelo para otimizar e monitorar as respostas imunes inatas e adaptativas 

de candidatos vacinais. Neste sentido, estes resultados podem orientar a escolha do modelo 

experimental mais adequado em testres de biomoléculas, tendo em vista que as particularidades 

de cada linhagem de camundongos influenciou a dinâmica da resposta imune. 

 

Palavras-Chave: implante de esponja; angiogênese inflamatória; imunofenotipagem; resposta 

imune. 
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ABSTRACT 

The polyester-polyurethane sponge implant has been applied as an important in vivo model for 

the study of inflammatory processes, as it induces the migration, proliferation and accumulation 

of inflammatory cells, angiogenesis and extracellular matrix deposition in its trabeculae. The 

detailed characterization of the immune response in these implants would be useful to identify 

response patterns supporting the selection of the most appropriate experimental model (mouse 

strain) and the ideal time post-implant in protocols applied to biomolecules screening. In this 

study, alterations in histological/morphometric, immunophenotypic and functional features of 

leukocytes were assessed in sponge implants for Swiss, BALB/c and C57BL/6 mice. A gradual 

increase of the fibrovascular stroma and a progressive decrease in the leukocytes infiltration, 

initially composed of polymorphonuclear cells with progressive shift to mononuclear cells at 

late time points, were observed. Swiss mice presented a more prominent immune response with 

a late mixed pattern (IL-2/IFN-γ/IL-4/IL-10/IL-17) of cytokine production. BALB/c mice 

showed an early activation of the innate response with a controlled cytokine profile, while 

C57BL/6 mice presented an early pro-inflammatory response (IL-6/TNF/IFN-γ) with persistent 

neutrophilic involvement. The selection of the best days after implant for each strain for the 

application of this model in a vaccine study were chosen considering criteria such as: lower 

number of biomarkers with high levels, low recruitment of cytotoxic response, lower production 

of cytokines and lower connectivity of biomarkers (Day5/Swiss; Day7/BALB/c; 

Day6/C57BL/6). Therefore, the sponge model was applied to the investigation of vaccine 

immunological memory, where memory cells were studied in previously immunized animals, 

improving the understanding of vaccine immunogenicity. In this second phase, in Swiss mice, 

it was observed in the experimental group (Vaccine and Inoculum - V/I), an increase in the 

percentage of total leukocytes, dendritic cells and T lymphocytes, both CD3+CD4+ and 

CD3+CD8+, associated with presence of effector memory (EM) CD3+CD4+ T cells, and a 

pattern of cytokines represented especially by IL-6, TNF, IFN-γ and IL-17. In BALB/c mice, a 

higher percentage of total leukocytes, neutrophils and CD3+CD8+ T lymphocytes was observed 

in the experimental group (V/I), while there was a reduction in the population of macrophages 

and dendritic cells, in addition to a profile of inflammatory cytokines (IL-6/TNF/IFN-γ). In 

C57BL/6 mice, the functional analysis revealed a more robust response, mediated by higher 

levels of cytokines with a mixed activation profile (IL-6, TNF, IFN-γ, IL-10 and IL-17), while, 

phenotypically, there was a reduction in the population of macrophages and dendritic cells, with 

an increase in neutrophils and CD3+CD4+ T lymphocytes. The results point out how the genetic 

background can influence the populations involved in the immune response and indicate that it 

is possible to use this model to optimize and monitor the innate and adaptive immune responses 

of vaccine candidates, allowing the study of specific response to the stimulus. In this sense, 

these results can guide the choice of the most appropriate experimental model (Swiss, BALB/c 

or C57BL/6) in biomolecules tests, considering that the particularities of each strain of mice 

influenced the dynamics of the immune response. 

 

Keywords: sponge implant; inflammatory angiosenesis; inflammatory angiogenesis; 

immunophenotyping; immune response. 
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1. INTRODUÇÃO 

O implante de esponja tem sido aplicado como um importante modelo in vivo para o estudo 

da angiogênese e de processos inflamatórios (Andrade et al., 1997; Cassini- Vieira et al., 2014; 

Rabelo et al., 2019), visto que ele é capaz de induzir a angiogênese inflamatória, processo no 

qual os leucócitos atuam como iniciadores da angiogênese (Guedes-da-Silva et al., 2015; 

Miranda et al., 2019). Após o implante em um compartimento subcutâneo, a matriz da esponja 

acelular e avascular induz a migração, proliferação e acúmulo de células inflamatórias, a 

angiogênese e a deposição de matriz extracelular em suas trabéculas (Andrade et al., 1997; 

Moura et al., 2011; Orellano et al. 2015; Ferreira et al., 2020). Desta forma, o modelo de 

implante de esponja permite o estudo sequencial do infiltrado inflamatório através de análises 

histomorfométricas e bioquímicas, usando a atividade das enzimas e mieloperoxidase (MPO) e 

N-acetil- glucosaminidase (NAG) para determinar indiretamente a ativação de neutrófilos e 

macrófagos (Bailey, 1988). Além disso, uma vez que a reação tecidual ao implante de esponja 

é circunscrita por uma cápsula de tecido conjuntivo, também é possível avaliar o perfil de 

quimiocinas e citocinas neste microambiente (Barcelos et al., 2004; Moura et al., 2011; Oliveira 

et al., 2015). 

Notavelmente, o implante de esponja pode ser usado para analisar a resposta imune em 

um microambiente controlado, que representa uma etapa preliminar ao desenvolvimento de 

uma plataforma in vivo para testar potenciais biomoléculas. Na verdade, muitos estudos 

investigam esse microambiente compartimentalizado em resposta a moléculas antiinflamatórias 

ou anti-angiogênicas associadas ao implante (Xavier et al., 2010; Agrawal et al., 2011; Moura 

et al., 2011; Saraswati et al., 2011; Alhaider et al., 2014a, b; Almeida et al., 2014; Cassini-

Vieira et al., 2014, 2017; Michel et al., 2015; Oliveira et al., 2015, 2018; Orellano et al., 2015; 

Ferreira et al., 2018; Souza et al., 2020; Scheuermann et al., 2021). 

Apesar de esse modelo ter sido estudado no decorrer das últimas décadas, pouco se sabe 

sobre o perfil imunofenotípico e de citocinas no implante ou sobre as mudanças nesses 

parâmetros ao longo do tempo. Os dados sobre eventos imunológicos nesse modelo seriam úteis 

para identificar a cinética da migração de leucócitos e seu desempenho funcional em diferentes 

linhagens de camundongos. Neste sentido, tornam- se altamente relevantes tais análises 

imunológicas considerando o background genético em diferentes linhagens de camundongos 

em momentos distintos após o implante da esponja. Esta averiguação é pertinente, visto que 

Marques et al. (2011) observaram que a ativação de células inflamatórias, neovascularização, 

deposição de matriz extracelular e produção de citocinas em esponjas foram diferentes entre 

três linhagens por eles estudadas (Swiss, BALB/c e C57BL/6J), enfatizando a contribuição do 
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background genético na resposta inflamatória. Estes achados nos permitiram propor o presente 

estudo baseado em potenciais alterações fenotípicas e funcionais que poderiam influenciar a 

escolha da linhagem mais adequada e os tempos pós implante para se avaliar biomoléculas em 

um modelo de ensaio pré-clínico. 

Dentre as possíveis aplicações de estudos utilizando como modelo o implante de 

esponjas, destacamos a possibilidade de testes vacinais, particularmente análise de memória 

imunológica. Nosso grupo de pesquisa vem acumulando ao longo dos últimos anos experiência 

com estudos visando o desenvolvimento de vacinas capazes de controlar o avanço da 

Leishmaniose Visceral (LV) e Leishmaniose Visceral Canina (LVC). 

A leishmaniose visceral (LV) é uma doença parasitária causada por protozoários 

digenéticos do gênero Leishmania (ROSS, 1903) que infecta predominantemente humanos e 

cães. A LV é a forma mais grave entre as leishmanioses, sendo uma doença crônica, com alta 

taxa de letalidade quando não tratada, sendo que os tratamentos atuais têm vários efeitos tóxicos 

(Roatt et al., 2014; Emerick et al., 2021). O cão exerce um papel central no ciclo de transmissão 

do parasito, que ocorre principalmente pelo vetor da espécie Lutzomyia longipalpis. Até o 

momento, não há nenhum esquema terapêutico capaz de proporcionar a cura parasitológica do 

cão, de forma que os animais tratados continuam representando risco epidemiológico. Por este 

motivo, em alguns países, a eutanásia do reservatório doméstico, o cão, é obrigatória quando os 

animais são positivos para anticorpos anti-Leishmania infantum (Palatinik-de-Souza et al., 

2001; Lopes et al. 2020) O Brasil é um dos países em que a LV canina (LVC) é endêmica em 

muitas regiões (Desjeux, 2004) e, baseado no ciclo de transmissão do parasito (L. infantum), as 

medidas de controle fundamentam-se em um tripé de ações, que incluem o diagnóstico precoce 

e tratamento dos casos humanos, eliminação do inseto vetor por meio de inseticidas piretróides 

de ação residual e eutanásia de cães que apresentam sorologia positiva (Ministério da Saúde, 

2014). Tendo em vista que as medidas de controle recomendadas pelo Ministério da Saúde 

brasileiro não têm obtido êxito no combate à LVC, o desenvolvimento de vacinas contra LVC 

com fins imunoprofiláticos apresenta-se como uma importante alternativa para controlar a 

infecção canina e consequentemente humana (Genaro et al., 1996; Reis et al., 2010; Guinchetti 

et al., 2019; Ibarra-Meneses et al., 2020; Ojha et al., 2020). No entanto, até o momento, não está 

disponível nenhuma vacina comprovadamente eficaz e segura. 

Visto que os ensaios clínicos vacinais empregando-se o modelo cão são extremamente 

complexos e onerosos, o camundongo tem sido frequentemente empregado em ensaios pré-

clínicos vacinais para análise rápida de diferentes preparações, incluindo formas promastigotas 

mortas, promastigotas vivas atenuadas ou irradiadas, antígenos semi-purificados, antígenos 
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recombinantes, bem como vacinas de DNA e vacinas bloqueadoras de transmissão (VBTs) 

(Gradoni, 2001; Handman, 2001; Mauel, 2002; Khamesipour et al., 2006; Reis et al., 2010; Jain 

& Jain, 2015; Allahverdiyev et al., 2017; Elikaee et al., 2019; Vitoriano-Souza et al., 2019; Ojha 

et al., 2020; Emerick et al., 2021). Entretanto, considerando a necessidade de se avaliar 

candidatos vacinais com a finalidade de identificar aqueles com maior imunogenicidade para 

ensaios clínicos de vacinas, é de extrema importância desenvolver um sistema que otimize a 

triagem de possíveis antígenos vacinais indutores de linfócitos T antígeno-específicos. Neste 

sentido, uma nova abordagem como o estabelecimento de um modelo de testes in vivo de ensaio 

pré- clínico de Fases I e II seria desejável buscando uma rápida seleção/triagem de diferentes 

candidatos vacinais através da análise de biomarcadores da resposta imune. Esta estratégia 

permitiria identificar rapidamente os candidatos mais imunogênicos para que então fossem 

avaliados em futuros ensaios clínicos contra LVC. Neste contexto, o modelo de implante de 

discos de esponja de poliéster-poliuretano é capaz de produzir um microambiente 

compartimentalizado, com a presença de elementos importantes na triagem de biomoléculas. 

Diante do exposto, fica evidente a necessidade em se ampliar os estudos sobre os 

biomarcadores que caracterizam o microambiente imunológico do implante de esponja, uma 

vez que envolvem vários eventos simultaneamente. Estas informações podem contribuir na 

escolha do momento pós-implante ideal, seja por apresentar um padrão inflamatório menor, ou 

que tenha determinada subpopulação leucocitária de interesse para o teste em questão. É 

importante ressaltar que a escolha do tempo pós-implante apresentando aumento de 

biomarcadores inflamatórios poderia induzir interferência no microambiente da esponja. Assim, 

a importância da escolha do tempo mais adequado para esta análise busca evitar a ocorrência 

de resultados tendenciosos na triagem de biomoléculas (terapêuticas e antígenos/adjuvantes). 

Na primeira fase deste trabalho, foi estudada a dinâmica de mudanças fenotípicas e 

funcionais no microambiente da esponja para: (i) direcionar a seleção da melhor linhagem de 

camundongos e, (ii) o melhor tempo pós-implante para a utilização em ensaios biológicos de 

triagem. Este seria um pré-requisito relevante para o emprego do modelo de implante de 

esponja para teste de moléculas bioativas. Os resultados obtidos nesta fase forneceram 

evidências para apoiar a escolha do melhor tempo para cada linhagem a fim de testar o modelo 

na segunda fase do presente estudo. 

Desta forma, os Dia5/Swiss, Dia7/BALB/c e Dia6/C57BL/6 foram escolhidos para um 

estudo de memória, onde o perfil de citocinas e as células da imunidade inata e adaptativa foram 

avaliados em animais previamente imunizados. Os resultados obtidos neste trabalho indicam 

que é possível otimizar os protocolos para fins específicos de triagem, bem como para o 



19 

 

 

acompanhamento de resposta imune inata e adaptativa de biomoléculas. 

Assim, a análise comparativa da vacina desenvolvida por nosso grupo de pesquisa (vacina 

LBSap - composta por antígenos de Leishmania braziliensis associada ao adjuvante saponina) 

buscou compreender eventos associados a imunogenicidade do antígeno vacinal, possibilitando 

o estudo deste modelo de acordo com a resposta imune fenotípica e funcional, além de aspectos 

da resposta de memória celular. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Modelo de implante subcutâneo de esponja 

O modelo de implante subcutâneo de esponja foi originalmente descrito por Grindlay & 

Waugh (1951) em cães e por Edwards et al. (1960) em coelhos como um arcabouço para o 

crescimento de tecido conjuntivo vascularizado, fornecendo informações qualitativas valiosas 

sobre neovascularização e cicatrização de feridas. O modelo também foi usado para quantificar 

diversos parâmetros bioquímicos e para estudar a cinética da proliferação celular em ratos 

(Paulini et al., 1974; Davidson et al., 1985). Em 1987, Andrade e colaboradores o modificaram 

para o estudo quantitativo da angiogênese in vivo em ratos, pela medição do fluxo sanguíneo 

nos implantes à medida que se tornam vascularizados. A combinação destas técnicas foi 

adaptada com sucesso em camundongos a fim de aferir o desenvolvimento da vascularização, 

das variáveis bioquímicas e da reatividade farmacológica dos novos vasos (Andrade et al., 

1992). 

Independente do objetivo, o procedimento inicia-se com o implante da matriz sintética 

avascular e acelular no tecido subcutâneo do camundongo, gerando um processo complexo que 

envolve o acúmulo de células inflamatórias dentro do compartimento esponjoso e a formação 

de tecido fibrovascular entre as trabéculas, rico em vasos sanguíneos recém-formados (Andrade 

et al., 1997). Este modelo apresenta inúmeras vantagens, pois é de simples aplicação e 

facilmente reprodutível, além de muito útil para estudar as vias celulares e moleculares 

envolvidas na inflamação, angiogênese e fibrogênese. Destaca-se ainda sua aplicação para 

avaliar o potencial modulatório de moléculas de interesse com aplicação médica em qualquer 

um desses processos (Lima et al., 1999; Oliveira et al., 2015; Castro et al., 2020; Lanna et al., 

2020). Neste sentido, modelos anteriormenteutilizados para triagem de potenciais agentes anti-

inflamatórios e antirreumáticos, como injeções de carragenina (Willis et al., 1972; Capasso et 

al., 1975), de terebintina (Hurley et al., 1966) e de carboximetilcelulose (Ishikawa et al., 1968) 

tinham a grande desvantagem de utilizar materiais muito irritantes que produziam reações 

inflamatórias agudas relativamente graves. Em contrapartida, a técnica do implante de esponja 

minimiza essa dificuldade, pois apresenta ao animal apenas uma agressão inflamatória leve e 

permite a fácil coleta e exame de ambas as fases celular e fluida do exsudato inflamatório, com 

a vantagem deste evento ocorrer de forma compartimentalizada (Ford- Hutchinson et al., 1978; 

Bailey P.J., 1988; Lanna et al., 2020). 

Desde então, o modelo de implante de esponja tem sido amplamente utilizado em vários 

estudos, visto que é um modelo que induz uma resposta inflamatória que evolui para a formação 

de um tecido de granulação altamente vascularizado, em que vários componentes podem ser 
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analisados por perfis histológico e funcional, além de parâmetros bioquímicos (Bailey P.J., 1988; 

Andrade et al., 1992; Barcelos et al., 2004; Campos et al., 2006). Desta forma, com o passar 

dos anos a técnica vem ganhando novos espaços na pesquisa científica, servindo de modelo, por 

exemplo, para testes da modulação da resposta inflamatória, da angiogênese e do reparo tecidual 

por novas substâncias com potencial ação terapêutica (Moura et al., 2009a, 2009b, 2011; 

Saraswati et al., 2013; Oliveira et al., 2015; Rabelo et al., 2019; Souza et al., 2020; Ferreira et 

al., 2020). A maioria destes estudos está focada no estudo da angiogênese inflamatória, uma vez 

que a angiogênese e a inflamação são componentes essenciais para a manutenção de uma 

variedade de condições patológicas, tais como: artrite reumatóide, psoríase, aterosclerose e 

neoplasias; enquanto outros investigam os resultados de compostos farmacológicos, a fim de 

comprovar os seus efeitos (Xavier et al., 2010; Agrawal et al., 2011; Guabiraba et al., 2013; 

Saraswati et al., 2013; Ferreira et al., 2018; Lazari et al., 2020; Scheuermann et al., 2021). 

Como já avaliados em diversos estudos, algumas alterações no implante são facilmente 

reconhecidas, tais como o aumento gradual do peso, da quantidade de hemoglobina e do número 

de vasos (Tabela 1). Na verdade, estas alterações são esperadas e refletem o processo de 

preenchimento da esponja, com o recrutamento de vários tipos de células e formação de novos 

vasos. Como Moura et al. (2009) descreveu, depois de 4 dias de implante, a angiogênese começa 

entre as trabéculas da esponja e o tecido conjuntivo que reveste o implante, embora rico em 

células polimorfonucleares, não é ainda um infiltrado celular. Mas, com o passar dos dias, o 

estroma fibrovascular que ocupa poros da matriz de esponja é progressivamente ocupado pelas 

células inflamatórias, vasos sanguíneos, fibroblastos e fibras colagénas; e, com 7 dias de 

implante, o perfil de leucócitos muda gradualmente com o aumento da presença de células e 

linfócitos. 

As alterações na população de células também podem ser avaliadas indiretamente por 

ensaios bioquímicos, sendo a intensidade do infiltrado de neutrófilos nos implantes pode ser 

medido pelo ensaio de atividade da mieloperoxidase (MPO), enquanto que o infiltrado 

inflamatório de células mononucleares apresenta relação direta com os níveis da enzima 

lisossômica N-acetil--D-glucosaminidase (NAG), que está presente em quantidades elevadas 

em macrófagos ativados (Moura et al., 2009; Xavier et al., 2010; Almeida et al., 2014; Guedes 

da Silva et al., 2015; Orellano et al., 2020). Vários estudos relatam a diminuição dos níveis de 

MPO e o aumento nos níveis de NAG (Tabela 1), que são os resultados previsíveis, 

considerando as mudanças na composição do infiltrado celular ao longo do tempo após o 

implante da esponja. 
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Tabela 1: Mudanças no implante de esponja durante o passar dos dias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



23 

 

 

2.2 Aspectos Gerais da Inflamação 

Inflamação é uma resposta fisiopatológica iniciada geralmente em consequência de 

algum tipo de estímulo nocivo, tal como infecção, trauma, produtos químicos ou dano tecidual, 

cujo principal objetivo é neutralizar o agente causador, reestabelecendo a homeostasia celular 

(Soehnlein & Lindbom, 2010; Kaur & Singh, 2022). O controle adequado desse processo é, 

portanto, uma etapa essencial para que o organismo desempenhe adequadamente uma resposta 

imune capaz de eliminar o estímulo lesivo e reparar o tecido danificado sem causar mais danos 

ao organismo. Dessa forma, uma resposta inflamatória bem-sucedida resulta na eliminação do 

agente agressor, seguida pelas fases de resolução e de reparo tecidual (Serhan & Savill, 2005). 

De um modo geral, uma resposta inflamatória é constituída por indutores inflamatórios, sensores 

de detecção, mediadores inflamatórios e o tecido alvo, mas, dependendo da natureza do estímulo 

nocivo inicial, o desenvolvimento do processo inflamatório pode apresentar diferenças no 

decorrer do seu percurso (Medzhitov, 2010). 

Em um primeiro momento, células residentes nos tecidos, detectam o estímulo através de 

receptores transmembrana específicos, conhecidos como receptores de reconhecimento de 

padrões (PRRs). Estes são capazes de detectar a presença de organismos infecciosos e qualquer 

dano celular por meio do reconhecimento de estruturas conservadas presentes em alguns 

microrganismos, os padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs); também de 

moléculas endógenas derivadas de danos internos do organismo, os padrões moleculares 

associados ao dano (DAMPs) (Medzhitov, 2008). Este reconhecimento inicia uma cascata de 

eventos, gerando uma resposta inflamatória coordenada, que leva à produção de uma variedade 

de mediadores moleculares, como mediadores lipídicos (prostaglandinas e leucotrienos), 

proteínas do complemento, radicais livres, aminas, quimiocinas e citocinas por células 

residentes no tecido lesado ou infectado como macrófagos, células dendríticas (DCs), células 

endoteliais, fibroblastos e mastócitos, ativando os leucócitos circulantes e as células endoteliais 

(Fullerton & Gilroy, 2016). Eles promovem alterações vasculares e eventos celulares 

característicos, permitindo o extravasamento através da parede do endotélio de proteínas 

plasmáticas e leucócitos, antes restritos à circulação (Mantovani et al., 2011). Esta cascata de 

eventos é responsável pelos sinais cardinais da inflamação descritos por Cornelius Celsus no 

primeiro século, o rubor (vermelhidão, devido à hiperemia), calor (associado com o aumento 

do fluxo sanguíneo), tumor (inchaço, causado por aumento da permeabilidade e extravasamento 

de proteínas para o espaço intersticial) e dor (em parte, devido às alterações nas 

terminações nervosas de neurônios sensitivos primários). Além disso, quando a resposta 

inflamatória não é resolvida completamente, ela pode levar a um dano tecidual excessivo e 
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duradouro causado, principalmente, pelo acúmulo de leucócitos e liberação de seus produtos 

citoplasmáticos, ocasionando a perda de função do tecido afetado, descrito como o quinto sinal 

cardinal por Rudolph Virchow em 1858 (Medzhitov, 2010; Nathan, 2022). 

 

2.2.1 Alterações Vasculares e Celulares Relacionados à Inflamação 

As alterações vasculares observadas em decorrência de um processo inflamatório 

compreendem a vasodilatação local, acarretando um aumento do fluxo sanguíneo, e aumento 

da permeabilidade vascular, levando a um influxo de leucócitos (principalmente neutrófilos) e 

proteínas plasmáticas para o sítio inflamatório (Galley & Webster, 2003). Ambos os 

acontecimentos são mediados por diferentes moléculas, incluindo citocinas inflamatórias, como 

o fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-1 (IL-1), interleucina- 6 (IL-6) e fatores 

quimiotáticos pelas células residentes teciduais após estas perceberem algum tipo de “insulto 

lesivo” (Ahmed, 2011). A liberação destes mediadores promove uma sequência de eventos nos 

leucócitos circulantes: no lúmen do vaso sanguíneo ocorre a marginalização, rolamento e adesão 

ao endotélio, transmigração através do endotélio e a migração nos tecidos intersticiais em 

direção ao estímulo quimiotático (Margraf et al., 2022). É importante ressaltar que a ativação 

das células endoteliais nestes capilares sanguíneos permite o extravasamento seletivo dos 

neutrófilos, enquanto previne a saída de hemácias. Essa seletividade é possível graças às 

diferentes classes de receptores celulares (integrinas e selectinas), durante a sequência de 

eventos que levam à transmigração destes leucócitos. O recrutamento dos neutrófilos, por 

exemplo, está associado à liberação de quimiocinas CXCL-1, CXCL2, CXCL5, CXCL6 e 

CXCL8 (variando de espécie para espécie), que direciona o movimento destes em direção ao 

sítio inflamatório (Griffith et al., 2014). Quando chegam ao local inflamado, os leucócitos 

produzem mediadores que contribuem para o início, amplificação e manutenção da inflamação, 

tornando-os os orquestradores dos processos inflamatórios, sendo as principais células do 

sistema imune envolvidas os: neutrófilos, células dendríticas, macrófagos e linfócitos 

(Medzithov, 2008). 

O neutrófilo é o primeiro tipo celular a responder frente um estímulo nocivo, chegando 

rapidamente ao local da injúria. Possui um período de vida relativamente curto, mas que pode ser 

regulado pela secreção de ligantes de receptores de morte celular como FAS-ligand e TNF, que, 

em baixas concentrações promovem a sobrevivência dos neutrófilos, mas possuem o efeito 

oposto quando em concentrações mais elevadas (van der Berg et al., 2001). No sítio 

inflamatório, os neutrófilos reconhecem PAMPs e DAMPs, através dos receptores de 
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reconhecimento de padrões moleculares, como os do tipo Toll (TLR), além de reconhecer 

microrganismos opsonizados por componentes de complemento e imunoglobulinas (Igs) 

(Castanheira e Kubes, 2019). A ativação desses receptores desencadeia uma cascata de 

sinalização intracelular e ativação de genes pró- inflamatórios (Prince et al., 2011). Os 

neutrófilos agem por meio da fagocitose, da degranulação vesicular, da formação de armadilhas 

extracelulares (NETs) e também por produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) que, por 

sua vez, levam a destruição dos patógenos invasores (Neuenfeldt et al., 2022). A formação de 

ROS é catalisada por meio da enzima mieloperoxidase (MPO), presente em grande quantidade 

neste tipo celular (Teng et al., 2017). Após cumprirem o seu papel, os neutrófilos entram em 

processo de apoptose, que é de suma importância para a atenuação da resposta inflamatória, 

secretando mediadores que inibem o recrutamento de novos neutrófilos, como a Anexina-1 e a 

lactoferrina (Bournazou et al., 2009). Os neutrófilos apoptóticos liberam ainda sinais celulares 

que permitem a sua localização e identificação como alvos para a fagocitose mediada por 

macrófagos (Ravichandran, 2011; Loynes et al., 2018). Ou seja, eles medeiam às primeiras 

respostas imunes inatas e desempenham um papel fundamental na resolução da inflamação. 

Os macrófagos são fagócitos mononucleares que se originam a partir da diferenciação 

dos monócitos e desempenham um papel crítico na defesa do hospedeiro, cicatrização e reparo 

(Mosser et al., 2021). Eles são um importante tipo celular na resposta imune inata de um 

organismo, pois além de realizarem a fagocitose de organismos invasores, corpos estranhos e 

restos celulares, possuem também uma alta atividade secretora. Assim, são capazes de liberar 

inúmeros mediadores que regulam os mecanismos de defesa do hospedeiro, os processos 

inflamatórios e a homeostasia (Laskin, 2009; Locati et al., 2020). A ativação dos macrófagos 

mostra-se como um processo dinâmico, pois as mesmas células inicialmente envolvidas nas 

reações citotóxicas comuns à resposta inflamatória, também podem estar presentes durante a 

resolução deste processo e no reparo tecidual. Ou seja, a diversidade e plasticidade fenotípica 

permitem aos macrófagos apresentaram diferentes estados de ativação, como por exemplo, as 

subpopulações M1(classicamente ativados) e M2 (alternativamente ativados) (Sica & 

Mantovani, 2012; Murray, 2017; Yadav et al., 2022). 

Os macrófagos da subpopulação M1, atuam principalmente nos processos de defesa, 

eliminando agentes lesivos através da síntese em altas concentrações da enzima lisossomal 

NAcetil-β-D-glucosaminidase (NAG). Além disso, exercem efeitos anti- proliferativos e 

citotóxicos devido à liberação de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, de mediadores 

inflamatórios como quimiocinas e citocinas pró-inflamatórias, como a IL-12, IL-23, TNFα, IL-

1β e IL-6 (Locati et al., 2020). Esse fenótipo é ativado por células Th1, as quais promovem a 



26 

 

 

liberação interferon gama (IFN-γ) e pelo reconhecimento de padrões de moléculas associadas 

a patógenos que estimulam o fenótipo M1. Já os macrófagos M2, são estimulados pelas células 

Th2 através da liberação IL-4. Produzem IL-10 e TGF-β, que têm ações anti-inflamatórias, 

estimulando a deposição de colágeno, proteoglicanos e fibronectinas, aumentando desta forma 

a produção de proteínas da matriz (Italiani & Boraschi, 2014). Ao mesmo tempo, o TGF-β 

diminui a secreção de proteases responsáveis pela degradação da matriz e estimula a produção 

do inibidor de proteases e do inibidor tecidual de metaloproteases (Hall et al., 2003; Yadav et 

al., 2022). Posteriormente, os macrófagos se convertem para um perfil de macrófagos resolutivos 

(Mres), os quais limitam a reparação por fibrose no tecido inflamado e migram através dos 

locais de drenagem para os gânglios linfáticos locais, promovendo propriedades reguladoras de 

macrófagos (Alessandri et al., 2013). Eles agem na fagocitose dos neutrófilos apoptóticos 

(eferocitose), diminuindo a síntese e liberação de citocinas inflamatórias e aumentando a síntese 

de mediadores importantes no remodelamento tecidual, na angiogênese, e no reparo tecidual 

(Laskin, 2009; Elliot et al., 2017; Hayat et al., 2019). 

 

2.2.2 Resolução da Inflamação 

A resolução da inflamação é um processo ativo que ocorre entre o grande influxo de 

células inflamatórias e o retorno a homeostase, envolvendo a completa remoção de células 

efetoras, decorrente de uma maior expressão de mediadores anti-inflamatórios como IL-10 e 

produção de mediadores pró-resolutivos (lipoxinas, maresinas, prostaglandinas, resolvinas e 

protectinas) (Alessandri et al., 2013; Pan et al., 2022). Os mediadores pró-resolutivos impedem 

o recrutamento de novos leucócitos, induzem apoptose dos leucócitos e induzem o recrutamento 

não flogístico de novos monócitos para contribuir com o processo de eferocitose (Watanabe et 

al., 2019; Tavares et al., 2020). Além destes, outro importante mediador é o fator de 

crescimento endotelial (VEGF) capaz de induzir a angiogênese necessária à fase proliferativa, 

permitindo a cicatrização de feridas (Yang et al., 2014; Singer, 2022). 

A resolução é um mecanismo essencial para impedir a inflamação persistente, a fibrose e 

as inflamações crônicas (Sugimoto et al., 2019). Entretanto, o reparo completo de tecidos só é 

possível graças a alternâncias sucessivas de reações anabólicas e catabólicas, realizadas 

principalmente pelos leucócitos. Eles estão envolvidos com as reações catabólicas de 

degradação dos tecidos pela produção de proteases e espécies reativas de oxigênio e nitrogênio 

com as reações anabólicas de formação de tecidos pela produção de fatores de crescimento 

(Riches, 1996; Pan et al., 2022). Tais fatores são responsáveis pela reposição da celularidade 

regional ou restabelecimento da sua homeostasia pela formação da cicatriz. Além dos leucócitos, 
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os fibroblastos são as células predominantes nesta fase proliferativa. Essa célula de origem 

mesenquimal é responsável por produzir uma nova matriz necessária para restauração estrutural 

e funcional do tecido lesado (Buechler et al., 2021; Moretti et al., 2022). 

Sendo a resposta inflamatória um mecanismo de defesa do organismo frente a um estímulo 

lesivo, a homeostasia e a resolução da inflamação são alcançadas após a eliminação do agente 

nocivo. Caso esse processo falhe por algum motivo, a inflamação passa para um estágio crônico, 

caracterizado por um aumento de leucócitos mononucleares no local, estimulando a síntese e 

deposição de colágeno, assim como a angiogênese, em um processo de feedback positivo onde 

a célula do infiltrado inflamatório sustenta a angiogênese, que por sua vez exacerba a resposta 

inflamatória (Kaur & Singh, 2022). Os mecanismos que levam à cronificação da resposta 

inflamatória em muitas condições ainda permanecem, em grande parte, desconhecidos, mas ela 

está envolvida na patogênese de várias doenças humanas, como aterosclerose, diabetes, asma, 

doenças autoimunes e várias doenças neuropatológicas, como doença de Alzheimer e doença 

de Parkinson (Ahmed, 2010; Furman et al., 2019). 

 

2.3 Angiogênese 

A angiogênese, que consiste na formação de novos capilares a partir de vasos sanguíneos 

preexistentes, é essencial em processos fisiológicos como na cicatrização de feridas (Carmeliet 

& Jain, 2011; Augustine et al., 2018; Singer, 2022). No entanto, em condições fisiopatológicas 

envolvendo inflamação, como crescimento tumoral e aterosclerose, o crescimento de novos 

vasos sanguíneos está frequentemente associado a um resultado clínico negativo (Jetten et al. 

2014). 

A angiogênese consiste em várias etapas, tendo como início a troca de um estado de 

quiescência das células endoteliais para um fenótipo angiogênico em resposta a determinados 

estímulos (Ribatti et al., 2009; Shah & Patel, 2022). O controle deste processo é regulado por 

fatores de crescimento, proteínas ligadas à membrana plasmática, interações célula-célula e 

célula-matriz e forças hemodinâmicas, sendo necessária uma atividade balanceada entre as 

moléculas angiogênicas, capazes de iniciar esta resposta, e moléculas anti-angiogênicas capazes 

de interromper seus efeitos (Neve et al., 2014). 

A forma mais comum de expansão vascular é através do brotamento endotelial, pela qual 

as células endoteliais migram e proliferam-se ocupando áreas avascularizadas. As células 

endoteliais interagem com a matriz subjacente por meio de ligações adesivas estabelecidas pelas 

integrinas, glicoproteínas transmembranas compostas por duas subunidades, α e β ligadas não 
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covalentemente (Wang et al., 2022). Através dessas interações os componentes da matriz 

extracelular (MEC) são capazes de influenciar aspectos da biologia celular, como a migração, 

a proliferação, a organização do citoesqueleto, a sobrevivência e a estabilização da célula 

endotelial (van Hinsbergh & Koolwijk, 2008; Ribatti, 2022). 

Desta forma, para que a angiogênese se inicie é necessária a presença de estímulos que 

podem ser lesões teciduais, hipóxia, alterações isquêmicas ou liberação de citocinas e de fatores 

de crescimento (Shah & Patel, 2022). A ativação de células endoteliais originadas de vasos 

sanguíneos pré-existentes consiste na primeira etapa do processo angiogênico. Essas células 

ativadas liberam enzimas proteolíticas que degradam a membrana basal adjacente. A seguir, as 

células endoteliais iniciam a migração em direção à matriz extracelular degradada (Mignatti & 

Rifkin, 1996; Carmeliet & Jain, 2011; Inampudi et al., 2018). 

A etapa seguinte consiste na proliferação das células endoteliais e formação do broto 

capilar, que será estimulado por uma variedade de fatores de crescimento, alguns dos quais 

foram liberados pela própria degradação da matriz extracelular (Liekens et al., 2001; Dvorak, 

2005; Wang et al., 2022). A fase final do processo angiogênico inclui a formação de alças 

capilares e a determinação da polaridade das células endoteliais, que será importante para a 

formação do lúmen capilar e para as interações célula-célula e célula-matriz (Bischoff, 1997). 

A estabilização do vaso sanguíneo neoformado é atingida após a migração de células 

mesenquimais ao redor dos neovasos, e sua posterior diferenciação em pericitos ou células 

musculares lisas (Wang et al., 2022). As células periendoteliais são essenciais para o 

amadurecimento dos vasos, pois estabilizam os mesmos , estimulando a produção de matriz 

e protegem contra a regressão (Carmeliet, 2000; Veale & Fearon, 2006; Ribatti, 2022). 

 

2.3.1 A Angiogênese Inflamatória 

O crescimento de novos vasos sanguíneos é fundamental para a inflamação e se associa 

a alterações ultra estruturais, incluindo a ativação e proliferação das células endoteliais e o 

remodelamento dos capilares e vênulas, o que resulta em expansão da rede da microvasculatura 

do tecido. Desta forma, a angiogênese e a inflamação são processos distintos, mas 

frequentemente interligados (Mor et al., 2004; Shah & Patel, 2022). 

A resposta angiogênica é capaz de estimular e intensificar o processo inflamatório, 

fornecendo nutrientes e oxigênio para os sítios da inflamação. Da mesma maneira, os processos 

inflamatórios induzem a ativação endotelial e aumentam a permeabilidade vascular, através da 

liberação de citocinas e quimiocinas pelas células que compõem o quadro inflamatório (Arroyo 
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& Iruela-Arispe, 2010; Neve et al., 2014; Ribatti, 2022). É importante salientar que, devido à 

alta atividade metabólica no local da ferida, há uma crescente demanda de oxigênio e nutrientes. 

Fatores locais do microambiente inflamatório, como o baixo pH, a redução da tensão de 

oxigênio e o aumento dos níveis de lactato, efetivamente, iniciam a liberação de fatores 

necessários para trazer um novo suprimento sangüíneo (Carmeliet & Jain, 2011; Singer, 2022). 

Além disso, células inflamatórias, como macrófagos, linfócitos, mastócitos e fibroblastos, e os 

fatores angiogênicos que eles produzem, podem estimular o crescimento e a formação de novos 

vasos (Kwee & Mooney, 2015; Martin & Gurevich, 2021). Muitas citocinas pró- inflamatórias, 

como o fator de necrose tumoral (TNF-α), podem ter atividade angiogênica além da atividade 

pró-inflamatória (Shah & Patel, 2022). Este processo é estimulado pelo fator de crescimento 

endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento básico de fibroblastos (bFGF) e TGF-β 

produzidos principalmente por células epidérmicas, fibroblastos, macrófagos e células 

endoteliais (Peluzzo & Autieri 2022; Ribatti, 2022). 

Uma consequência funcional dessa expansão de vasos é a promoção da inflamação 

através de vários mecanismos correlacionados. Primeiro, o influxo de células inflamatórias deve 

aumentar; segundo, deve haver um aumento do suprimento de nutrientes que irá alimentar o 

processo imune metabolicamente ativo, e terceiro o endotélio ativado contribui para a produção 

local de citocinas, quimiocinas e metaloproteases (Szekanec & Koch, 2004; Peluzzo & Autieri 

2022; Ribatti, 2022). Por isso a expansão anatômica da rede microvascular combinada com essa 

ativação funcional pode continuar recrutando células inflamatórias. A angiogênese e a 

inflamação tendem a se tornar processos cronicamente co-dependentes (Szekanec & Koch, 

2004; Szade et al., 2015). 

Desta forma, a angiogênese inflamatória é consequência direta da habilidade das células 

endoteliais e dos leucócitos de responderem a um estímulo comum: as citocinas (Jackson et al., 

1997; Potente et al., 2011; Shah & Patel, 2022). Mais do que isso, ela pode ser entendida como 

sendo os leucócitos iniciando a angiogênese. A angiogênese inflamatória é um processo 

complexo que envolve, portanto, grande intercomunicação entre as células, fatores solúveis e 

componentes da matriz extracelular (Liekens et al., 2001; Mor et al., 2004; Szade et al., 2015; 

Martin & Gurevich, 2021). 

 

2.3.2 Modelo de Implante de Discos de Esponja e Angiogênese Inflamatória 

O implante de matrizes sintéticas induz uma reação inflamatória, do tipo corpo estranho, 

com consequente formação de tecido de granulação rico em novos vasos sanguíneos, 
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representando um sistema que tem sido apropriado para o estudo da angiogênese inflamatória. 

Outros fatores como desnutrição e diabetes já mostraram afetar o processo de reparo neste e em 

outros modelos (Perreira et al., 2017; Almeida et al., 2017; Miranda et al., 2019; Orellano et 

al., 2020; Almeida et al., 2021). 

Além disso, o modelo permite o estudo temporal do infiltrado inflamatório, a análise 

bioquímica dos fluidos coletados, os efeitos de drogas sobre o processo, além dos estudos 

histológicos e morfométricos (Andrade et al., 1987; Bailey, 1988; Barcelos et al., 2004; Moura 

et al., 2011; Guabiraba et al., 2013; Saraswati et al., 2018; Stolf et al., 2018; Souza et al., 2020). 

Utilizando-se essa abordagem metodológica, tem sido possível caracterizar vários componentes 

envolvidos na angiogênese, bem como sua associação com eventos inflamatórios (recrutamento 

e ativação de leucócitos). 

A avaliação do desenvolvimento de estruturas vasculares na esponja pode ser feita a partir 

da estimativa do desenvolvimento do fluxo sanguíneo utilizando-se marcador radioativo ou 

fluorescente (Andrade et al., 1987, 1992, 1997) ou, mais comumente, a partir da dosagem do 

conteúdo de hemoglobina (Método de Drabkin) (Drabkin & Austin, 1932). A análise histológica 

associada a estudos imunohistoquímicos e morfométricos apresenta-se também, como aliada 

importante para a avaliação da angiogênese (Ferreira et al., 2004; Campos et al., 2006; Cassini-

Vieira et al, 2014; Castro et al., 2021). Dessa forma, o implante de matrizes sintéticas pode 

proporcionar o estudo de um microambiente compartimentalizado, de dimensões definidas e 

facilmente manipulável, além de proporcionar uma análise rápida da resposta específica do 

estímulo. Estas características contêm elementos importantes que podem ser usados em prol da 

seleção de candidatos vacinais. Na segunda fase do presente estudo, avaliamos a aplicação do 

modelo de esponja para o teste de uma vacina contra leishmaniose. 

 

2.4 Aspectos Gerais das Leishmanioses 

A leishmaniose é uma doença complexa causada pelo protozoário flagelado do gênero 

Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) e é transmitida por insetos hematófagos da 

subfamília Plebotominae. As manifestações clínicas da leishmaniose incluem leishmaniose 

cutânea (LC), mucocutânea (LMC), leishmaniose cutânea pós- calazar (LTPK) e leishmaniose 

visceral (LV). Esta última forma clínica é a forma mais grave da doença, podendo levar a morte 

do paciente (Steverding et al., 2017). A maioria dos casos de leishmaniose visceral ocorre em 

seis países: Bangladesh, Índia, Nepal, Etiópia, Sudão e Brasil (World Health Organization, 

2018). Na África Oriental e no subcontinente indiano, a doença é causada pela espécie 
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Leishmania donovani. Na Europa, Norte da África e América Latina, a infecção é causada 

predominantemente por Leishmania infantum (Torres-Guerrero et al., 2017; Marcondes & Day, 

2019). 

A LV humana caracteriza-se por episódios irregulares de febre de longa duração, 

esplenomegalia, hepatomegalia, linfadenopatia, anemia, leucopenia, edema, epistaxe, 

hipergamaglobulinemia, hematêmese, emagrecimento progressivo e fraqueza (Desjeux, 1996; 

Coura-Vital et al., 2014). A LV é considerada a segunda causa mais comum de morte e a quarta 

causa mais frequente de morbidade em doenças tropicais, com 20.000 a 40.000 óbitos por ano 

(Wamai et al., 2020). As principais estratégias de controle da LV baseiam-se no diagnóstico 

precoce, tratamento de casos humanos, controle de vetores e reservatórios domésticos em surtos 

zoonóticos (Desjeux, 1996; Ministério da Saúde do Brazil, 2014). Tais medidas podem 

controlar ou reduzir drasticamente a transmissão quando usadas a longo prazo (Palatnik-de-

Sousa & Day, 2011). O cão é o principal reservatório doméstico, apresentando elevado 

parasitismo cutâneo e por este motivo tem grande importância no ciclo de transmissão do 

parasito. Dessa forma, nos últimos anos, pesquisas sobre infecção por Leishmania infantum em 

cães sugerem que o controle da LV humana depende de um controle efetivo da leishmaniose 

visceral canina (LVC), sendo a eutanásia de cães infectados uma medida fundamental, embora 

controversa (Alvar et al., 2004; Dantas-Torres et al., 2019). O tratamento da LVC com 

antimonial Pentavalente apesar de resultar em melhora clínica e longevidade dos animais 

(Ribeiro et al., 2018; Travi et al., 2018), não é indicado. Um dos principais motivos é que o uso 

da mesma droga usada em humanos pode selecionar parasitos resistentes, ou ainda, pode haver 

resistência cruzada entre diferentes fármacos (Giunchetti et al., 2019; Gonçalves et al., 2021). 

Além disso, uma vez que a cura parasitológica não é alcançada, as recidivas geralmente são 

observadas 5 a 12 meses após o tratamento e cães assintomáticos com baixa carga parasitária 

também podem transmitir o parasito ao inseto vetor (Desjeux, 1996; Gradoni, 2002; Ikeda-

Garcia et al., 2007; Borja et al., 2016; Gonçalves et al., 2021; de Lana & Giunchetti, 2021). 

A leishmaniose experimental murina é um excelente modelo para a investigação da 

diversidade de mecanismos regulatórios que medeiam a susceptibilidade e resistência a esta 

doença (de Luca & Macedo, 2016). O modelo murino de infecção por Leishmania major 

possibilitou a primeira correlação in vivo entre o desenvolvimento de uma imunidade protetora 

(cura da infecção e a morte dos parasitos) e a expansão de células Th1 CD4+ em camundongos 

resistentes C57BL/6. O desenvolvimento de células Th2 CD4+ foi relacionado com a progressão 

da doença e crescimento parasitário contínuo em camundongos susceptíveis BALB/C (Heinzel 

et al., 1989). O padrão de resposta protetora Th1, induzido pela citocina IL-12, é principalmente 
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caracterizado pela secreção TNF-α e IFN-γ, os quais ativam as defesas contra patógenos 

intracelulares (de Luca & Macedo, 2016). O padrão de resposta Th2 produz interleucinas do 

tipo IL-4, IL-5 e IL-13, que favorecem o desenvolvimento de uma resposta contra patógenos 

extracelulares com uma forte resposta humoral, que no contexto da leishmaniose, está associado 

a uma não resolução da parasitose disseminação do parasito (Loeuillet et al., 2016). Desta forma, 

os macrófagos, principais células monocíticas fagocitárias envolvidas na infecção por 

Leishmania, podem se comportar como células hospedeiras, apresentadoras de antígeno e/ou 

células efetoras na eliminação dos parasitos, dependendo do seu estado de ativação (Loeuillet 

et al., 2016). Os macrófagos das linhagens resistente e susceptível respondem de maneira 

diferente à ativação pelos linfócitos T, frente ao mesmo estímulo. Tais células poderiam ser 

ativadas em maior ou menor proporção a produzir NO dependendo da linhagem de origem, e 

ter uma resposta imune (Th1/Th2) influenciada pela dominância da resposta originada por estes 

macrófagos. Assim, na linhagem C57BL/6 os macrófagos seriam mais facilmente ativados a 

produzir NO, e em BALB/c a sintetizar poliaminas, influenciando a resposta imune para 

caminhos opostos (Mills et al., 2000; Loeuillet et al., 2016). 

Do ponto de vista prático, considerando a importância do cão como reservatório de L. 

infantum em muitas áreas endêmicas, e a vacinação destes animais seria um passo importante 

no controle da infecção (Gradoni, 2001; Giunchetti et al., 2019; Petitdidier et al., 2019; 

Gonçalves et al., 2019; de Lana & Giunchetti, 2021). Nesse sentido, o modelo  canino tem sido 

proposto como a alternativa mais racional para desenvolver vacinas LV, uma vez que esta 

espécie animal é considerada o reservatório natural e mantenedor do parasito no ambiente 

urbano (Deane, 1956; Reis et al., 2010; Travi et al., 2018). Além disso, a baixa aceitação da 

eutanásia de cães nas campanhas de controle da LVC pelos proprietários desses animais, bem 

como questões éticas para os veterinários demonstram a necessidade de alternativas para a 

prevenção desta doença (Palatnik-de-Sousa & Day, 2011; Moreno, 2019). A modelagem 

matemática sugere que o controle vetorial associado à vacinação de cães contra LVC seria mais 

eficaz do que a eutanásia de cães (Dye, 1996;  Sevá et al., 2016). Entretanto, a crescente expansão 

da quantidade de casos de LV no Brasil e no mundo reflete as falhas nas medidas de controle 

do parasito e evidenciam a necessidade da continuidade de estudos na busca de uma vacina 

eficaz. Tais aspectos justificam a necessidade do estabelecimento de novas abordagens pré-

clínicas para racionalizar a seleção de candidatos vacinais para que possam ser avaliados em 

cães ou em humanos (Lanna et al., 2020). 
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2.4.1 Modelos Pré-Clínicos para Vacinas Anti Leishmaniose 

O desenvolvimento de vacinas para humanos ainda depende do uso de animais como 

modelos experimentais. As autoridades regulatórias exigem que as novas formulações sejam 

submetidas à avaliação pré-clínica em modelos animais antes de serem permitidas para entrar 

na fase clínica em humanos (Freires et al., 2016). Nos últimos anos, houve um progresso 

substancial na redução do número de animais em testes de vacinas por meio do uso de 

ferramentas importantes, como a bioinformática (Dellagostin et al., 2017; Hegde et al., 2018). 

Apesar de nenhum modelo animal atualmente usado em estudos de vacinas reproduzir com 

precisão o que acontece em humanos, modelos animais são utilizados com o intuito de que os 

resultados das respostas imunopatológicas obtidas sejam o mais próximo possível do que 

ocorreria em humanos ou na espécie alvo. Nesse sentido, algumas espécies têm sido utilizadas 

com grande frequência nesses estudos, especialmente o camundongo e o cão (Loría-Cervera & 

Narváez, 2014). 

O teste de vacinas pode ser realizado em animais isogênicos ou heterogênicos. Se a 

intenção é usar o modelo para simular a robustez dos resultados em uma população altamente 

variada, como a população humana em geral, um animal heterogênico ou não consanguíneo 

pode ser mais apropriado (Herati & Wherry, 2018). Mas, se o objetivo é demonstrar 

consistência ou repetibilidade de uma resposta, como garantir imunogenicidade consistente da 

vacina, então uma linhagem isogênica, com o controle da variação genética que esta implica, 

permite a melhor comparação. As diferenças de linhagens na intensidade das respostas imunes 

a antígenos específicos em camundongos foram bem documentadas para a imunidade celular e 

humoral (Schunk & Macallum, 2005; Radaelli et al., 2019). 

O modelo experimental BALB/c é amplamente utilizado em testes pré-clínicos contra 

diversos microrganismos como vírus, bactérias e protozoários (Sundback et al., 2005; Cecílio 

et al., 2017; Kuipers et al., 2017). Em certas infecções, esse modelo não reproduz o curso clínico 

da doença de forma semelhante ao humano, pois há progressão imunopatológica limitada, como 

no caso da infecção por cepas do vírus da dengue; assim, a resposta imune induzida por vacinas 

vivas atenuadas pode ser subestimada devido ao baixo nível de replicação viral (Zompi & 

Harris, 2012). 

Para o estudo de vacinas anti-LV a linhagem mais utilizada é a BALB/c, pelo perfil de 

citocinas do tipo II e, portanto, suscetibilidade à infecção, diferente da linhagem C57BL/6 que 

produz citocinas do tipo I, e pouco suscetível à infecção pelo parasito. Além disso, foi descrito 

que o perfil de infecção por L. infantum em camundongos BALB/c inoculados por via 

intravenosa é capaz de induzir hepatoesplenomegalia, resultando em alta carga parasitária 
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nesses órgãos, com manutenção de alta carga parasitária esplênica por semanas (Leclercq et al., 

1996; Smelt et al., 1997; Loeuillet et al., 2016). Dessa forma, o curso da infecção por L. infantum 

neste modelo experimental facilita a realização de estudos pré-clínicos de vacinas na tentativa de 

realizar uma triagem otimizada. 

O cão é um importante modelo experimental para o teste de imunobiológicos, onde 

algumas infecções evoluem para clinicamente semelhante ao que ocorre em humanos. Além 

disso, no caso dos estudos de vacinas anti-LVC, este modelo possibilita o teste na espécie alvo 

da vacinação (Reis et al., 2010; Jain & Jain, 2015; Solana et al., 2022). Entretanto, o mercado 

ainda carece de reagentes imunológicos para esta espécie e trata-se de um modelo relativamente 

caro, em comparação com o modelo murino, principalmente no que diz respeito à mão de obra e 

à manutenção por longos períodos (de Lana & Giunchetti, 2021). 

Neste sentido, uma nova abordagem como o estabelecimento de um modelo de testes in 

vivo como um protótipo de ensaio pré-clínico de Fases I e II seria desejável buscando uma 

rápida seleção/triagem de diferentes candidatos vacinais através da análise de biomarcadores da 

resposta imune. Esta estratégia, proposta neste estudo, permitiria identificar rapidamente os 

candidatos mais imunogênicos para que então fossem avaliados em futuros ensaios clínicos 

contra LVC. 
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3.JUSTIFICATIVA 

As vacinas são uma das maiores descobertas da medicina moderna e resultando em ações 

efetivas para o controle de diferentes patógenos e doenças, como varíola, poliomielite, tifo, 

tétano e mais recentemente, COVID-19. No entanto, muitas doenças ainda carecem de uma 

vacina segura e eficaz, seja pela complexidade do agente etiológico, pela capacidade de evasão 

do sistema imunológico do hospedeiro ou pela velocidade que ele sofre mutação, entre outros 

fatores. Nas vacinas contra leishmaniose visceral, ainda é necessária a continuidade de estudos 

na busca de um imunobiológico capaz de conter o avanço da transmissão do parasito. Tal 

necessidade justifica-se pelo fato de se tratar de uma doença grave, letal, sendo os métodos de 

tratamento não totalmente eficazes e com efeitos tóxicos. Considerando que o cão tem papel 

fundamental no ciclo de transmissão do parasito e que até o momento não existem alternativas 

terapêuticas capazes de conduzir a cura parasitológica em cães infectados, o desenvolvimento 

de uma vacina eficaz contra LVC ainda é necessário. Embora o Brasil possua uma vacina já 

comercialmente disponível para uso em clínicas veterinárias, o Ministério da Saúde, até o 

momento, não emprega nenhuma delas em seu programa de controle, justificada pela 

comprovação de sua eficácia. Para reverter este cenário é de fundamental importância ampliar 

os estudos e ensaios pré-clínicos e clínicos. No entanto, ensaios experimentais controlados 

empregando o cão para testes de candidatos vacinais contra LVC dependem, geralmente, de um 

longo tempo de avaliação devido à evolução da infecção experimental. Neste sentido, é comum 

o acompanhamento de cães submetidos ao protocolo de imunização com candidatos vacinais 

por períodos entre um a três anos, dependendo da via de inóculo do desafio experimental com 

L. infantum. Desta forma, é fundamental o desenvolvimento metodologias preditivas de 

imunogenicidade e eficácia vacinal que possam orientar, de forma otimizada, a escolha do 

melhor candidato. Neste sentido, uma nova abordagem como o estabelecimento de um modelo 

de testes in vivo como um protótipo de ensaio pré-clínico de Fases I e II seria desejável buscando 

uma rápida seleção/triagem de diferentes candidatos vacinais através da análise de 

biomarcadores da resposta imune. Esta estratégia permitiria identificar rapidamente os 

candidatos mais imunogênicos para que então fossem avaliados em futuros ensaios clínicos 

contra LVC. Neste contexto, este estudo se propôs a caracterizar a resposta imune 

compartimentalizada em implantes de esponjas, de modo a se conhecer melhor a cinética 

inflamatória em camundongos com diferentes backgrounds genéticos (Fase I deste trabalho). 

Uma vez elucidado estes aspectos, tornou-se importante aplicar o modelo de implante de 

esponja como estratégia de análise da resposta antígeno-específica em estudos vacinais, 

que consistiu na Fase II deste estudo. Assim, este trabalho pretendeu ampliar a caracterização 
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da resposta imune em implantes de esponjas, em camundongos de diferentes linhagens, de modo 

que possa subsidiar estudos aplicados no qual a resposta imune/angiogênese/inflamação 

apresentam papel relevante. Neste sentido, a aplicação das informações deste estudo buscam 

contribuir com estudos preliminares, na dinâmica da resposta imune de candidatos vacinais e 

outras moléculas bioativas, em implantes de esponja. 
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4. OBJETIVOS 

4.1- Objetivo Geral 

 

Caracterizar diferentes aspectos imunológicos, em modelo de implantes com discos de 

esponjas de poliéster-poliuretano, em diferentes linhagens de camundongos, aplicados a 

avaliação de candidatos vacinais. 

 

4.2 - Objetivos Específicos 

 

Para atingir esse objetivo, o estudo foi realizado em duas etapas distintas, onde na Fase 

I foi realizada a caracterização histomorfométrica, imunofenotípica e funcional do modelo de 

implante de discos de esponjas buscando entender a cinética das mudanças em cinco tempos 

distintos (Dias 5, 6, 7, 10 e 14). Pela da avaliação do infiltrado celular e da angiogênese através 

da análise histomorfométrica e do perfil imunofenotípico; e da caracterização do perfil de 

citocinas e, desta forma, determinar o melhor dia pós-implante para a administração do inóculo 

vacinal nas diferentes linhagens. 

Após a identificação do melhor dia para a inoculação, na Fase II, o modelo de esponja foi 

aplicado para o teste destinado ao estudo de memória vacinal, onde células de memória foram 

estudadas em animais previamente imunizados. Nos estudos da Fase II foi realizada a 

caracterização da resposta imune pela da avaliação do infiltrado celular através da análise do 

perfil imunofenotípico e caracterização de citocinas.
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5. FASE I 

Os estudos da Fase I já foram publicados na revista Frontiers in Bioengineering and 

Biotechnology, em 02 de dezembro de 2020 (Lanna et al., 2020). Sendo assim, a metodologia 

e resultados obtidos na Fase I deste projeto serão apresentados abaixo na forma do artigo 

“Kinetics of Phenotypic and Functional Changes in Mouse Models of Sponge Implants: 

Rational Selection to Optimize Protocols for Specific Biomolecules Screening Purposes”. 
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6 FASE II 

6.1 Materiais e Métodos 

 

6.1.1 Animais 

Nesta fase do estudo foram utilizados 60 camundongos das linhagens Swiss, BALB/c e 

C57BL/6, machos com idade entre 6 e 10 semanas, pesando entre 25 e 40 gramas, provenientes 

do Centro de Ciência Animal (CCA) da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP). Os 

animais, com idade a partir de 3 semanas (após o desmame), foram mantidos em racks 

ventiladas lotadas no biotério de experimentação do CCA da UFOP e alimentados com ração 

padrão e água ad libitum. É importante ressaltar que este estudo foi avaliado e aprovado pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de Ouro Preto (CEUA-UFOP), 

através do protocolo nº 2011/14 (Anexo 1). 

 

6.1.2 Implante dos Discos de Esponja 

Discos de esponjas de poliéster-poliuretano, medindo 8 mm de diâmetro e 5 mm de 

espessura (Vitaform, Manchester UK), foram preparados e colocados em álcool 70oGL por até 24 

horas, conforme descrito por Moura et al. (2011) e Lanna et al. (2020). No dia do implante, as 

esponjas foram fervidas a 95oC em água destilada por 20 minutos. 

Os animais foram anestesiados com uma solução de xilazina (10mg/Kg) e ketamina 

(100mg/Kg), via intraperitoneal. Em seguida, a região dorsal foi submetida a tricotomia, e 

realizada assepsia do local com álcool 70%. Posteriormente, uma incisão com cerca de 1 cm de 

comprimento na pele da região dorso-lombar foi realizada, o tecido subcutâneo foi divulsionado 

e o implante inserido cerca de 2 cm acima da região de incisão, conforme apresentado na (Figura 

1). 
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Figura 1- Esponjas antes (A) e após (B, C) serem implantadas, e seu posicionamento na região dorsal dos animais 

(seta maior da imagem à esquerda). Disco de esponja antes da implantação (A); Disco de esponja com 7 dias pós-

implante (B); Disco de esponja 14 dias pós-implante (C). A incisão cirúrgica do local da inserção na base da cauda 

está ilustrada pela (seta pequena). 

 

6.1.3 Delineamento Experimental 

Os animais foram distribuídos em três grupos controle, e um grupo experimental (Figura 

2): 

- Controle Salina/Salina (S/S): consistiu em três inóculos de salina, por via 

subcutânea, em intervalos de 14 dias; após 14 dias do último inóculo, foi realizado um novo 

inóculo no implante da esponja com salina; 

- Salina/Inóculo (S/I): consistiu em três inóculos de salina, por via subcutânea, em 

intervalos de 14 dias; após 14 dias do último inóculo, foi realizado um novo inóculo no implante 

da esponja com 60 μg de antígeno de Leishmania braziliensis; 

- Vacina/Salina (V/S): consistiu em três inóculos da vacina LBSap (60 μg de antígeno 

de Leishmania braziliensis e 50 μg saponina por dose, conforme descrito por Mendonça et al., 

2016), por via subcutânea, em intervalos de 14 dias; após 14 dias do último inóculo, foi 

realizado um novo inóculo no implante da esponja com salina); 

- Vacina/Inóculo (V/I): consistiu em três inóculos da vacina LBSap (60 μg de 

antígeno de Leishmania braziliensis e 50 μg saponina por dose), por via subcutânea, em 

intervalos de 14 dias; após 14 dias do último inóculo, foi realizado um novo inóculo no implante 

da esponja com 60 μg de antígeno de Leishmania braziliensis. Após 72 horas dos diferentes 

inóculos nos implantes das esponjas, os animais foram submetidos à eutanásia e as esponjas 
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encaminhadas para imunofenotipagem ou análise de citocinas (Figura 2). 

 

 

Figura 2: Desenho experimental e grupos do estudo. Os animais foram divididos em três grupos controle e um 

grupo experimental, e submetidos à inoculação com salina ou vacina, por via subcutânea, e salina ou inóculo com 

antígeno vacinal de L. braziliensis (sem o adjuvante) na esponja, nos dias listados. Os discos de esponja 

implantados foram removidos e encaminhados para análises de imunofenotipagem por citometria de fluxo e para 

investigação de citocinas solúveis. 

 

6.1.3.1 Produção do antígeno vacinal e preparo do adjuvante saponina 

 

O imunobiológico desenvolvido para este trabalho que constitui vacina LBSap foi 

elaborado a partir de cultura da cepa padrão de Leishmania (Viannia) braziliensis 

(MHOM/BR/75/M2903) cultivada em meio de cultura ágar-sangue, “Nicolle-Novy-Neal” 

(NNN), associado ao “Liver Infusion Tryptose” (LIT). As culturas foram mantidas em estufa 

biológica refrigerada BOD (FANEM® modelo 347), à temperatura de 23°C ± 1°C. A 

concentração do antígeno utilizada em cada dose foi de 600 µg diluído em 1mL de solução 

salina estéril. 

Este imunobiológico foi patenteado pela UFOP em parceria com pesquisadores do 

Instituto René Rachou – FIOCRUZ/MG estando inscrito no Instituto Nacional da Propriedade 

Industrial (INPI) com a identificação PI 0601225-6; 17 de fevereiro de 2006. 
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A saponina (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) utilizada neste estudo como adjuvante 

foi diluída em solução salina estéril 0,85% no momento do inóculo (1mg em cada dose diluída 

em 1 mL de solução salina estéril). 

 

6.1.4 Perfil Imunofenotípico do Infiltrado Celular nos Implantes de Esponja, por 

Citometria de Fluxo 

Para imunofenotipagem por citometria de fluxo, seguiram-se os procedimentos 

previamente padronizados na Fase I (Lanna et al., 2020). Assim, as esponjas foram retiradas do 

local do implante e incubadas por uma hora em solução contento colagenase A (C0130 - Type I 

- Sigma-Aldrich). Após a incubação, as esponjas foram delicadamente maceradas em 2mL de 

RPMI em temperatura ambiente, e a suspensão celular foi centrifugada a 300rpm por 5 minutos 

a 4oC, para separar pellet constituído por debris da esponja. O sobrenadante coletado foi então 

centrifugado a 1300rpm por 8 minutos a 4oC e o pellet celular obtido foi então homogeneizado. 

Em seguida, foi feita a lise dos eritrócitos adicionando 10mL de cloreto de amônio (0.8% 

NH4Cl) em intensa agitação no vórtex e em temperatura ambiente. Após cinco minutos de 

incubação, foi realizada uma etapa de centrifugação por 8 minutos a 1300rpm a 4Cº. O 

sobrenadante foi descartado e uma etapa de lavagem foi realizada utilizando 10mL de RPMI, 

seguida de centrifugação por 8 minutos a 1300rpm, 4Cº. Posteriormente, o sobrenadante foi 

descartado e o pellet ressuspendido em 1mL de RPMI em temperatura ambiente. Para contagem 

do número de células em câmara de Neubauer, 10µL da suspensão celular foi utilizada, sendo 

o volume de cada suspensão celular ajustado para 105 células por tubo. O volume celular 

ajustado foi colocado em tubos de poliestireno, contendo 20µL de cada anticorpo diluído 

empregado na caracterização imunofenotípica (Tabela 2). 

Deste modo, para a imunofenotipagem ex vivo das células da esponja foram utilizados 

anticorpos monoclonais específicos anti-receptores de células murinas (Tabela 2). Após as 

células serem colocadas nos tubos contendo os anticorpos, realizou-se a incubação por 30 

minutos à temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Posteriormente, foi realizada uma etapa de 

lavagem utilizando 2mL de PBS-Wash (0,015M de PBS 1X, 0,5% albumina sérica bovina - BSA 

e 0,1 % de azida sódica) e agitação no vórtex seguida de centrifugação por 8 minutos a 1400rpm, 

22oC. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 200µL de solução fixadora 

Macs Facs Fix (10g/L paraformaldeido, 10,2g/L cacodilato de sódio e 6,65g/L cloreto de sódio) 

em todos os tubos para leitura no citômetro de fluxo FACSCanto II (Becton Dicknson, San 

Diego, EUA), com aquisição de 20.000 eventos/tubo. O software CELLQuestPro (Franklin 

Lakes, NJ, Estados Unidos) foi utilizado para aquisição e armazenamento de dados e o software 
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FlowJo (Flow Cytometry Analysis Software Version 10.1, Tree Star, Inc., Ashland, OR, United 

States) foi usado para análises de dados. 

 

Tabela 2: Anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos utilizados para imunofenotipagem de diferentes 

populações leucocitárias presentes nos implantes de esponjas. 

 
Anticorpo Marca Catálogo Clone/Lote Fluorescência Fenótipo Alvo 

anti-CD45 e-Bioscience 17045183 30-F11/E071491630 APC Leucócitos 

anti-CD45 e-Bioscience 11045185 30-F11/E003051630 FITC Leucócitos 

anti-CD3 e-Bioscience 250031 145-2C11/E060661630 Pe-Cy7 Linfócitos T totais 

         anti-CD4 Invitrogen MCDO401 RM4-5/714474ª FITC 
Linfócitos T

 

                                                                                                                                                 auxiliares 

 

 

 

6.1.5 Quantificação de Citocinas por CBA (Cytometric Bead Array) 

A análise de citocinas (IL-6, IL-2, TNF-α, IFN-γ, IL-17, IL-4 e IL-10) foi  realizada 

utilizando o kit de quantificação de citocinas murinas (BD Cytometric Bead Array – CBA 

Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit) no sobrenadante de macerado da esponja. Para tal, os discos 

de implantes foram macerados com o homogeneizador portátil de tecidos tipo Turrax em 1mL de 

RPMI, mantidos em gelo e, posteriormente, congelados a -800C. Para a realização da 

quantificação de citocinas, os experimentos foram conduzidos conforme especificações da bula 

e protocolo de marcação proposto pelo fabricante (Becton, Dickinson and Company, Catalog 

N°. 560485). 

Antes da execução da técnica, as amostras foram descongeladas e mantidas refrigeradas 

em banho de gelo, e, posteriormente, centrifugadas a 10000rpm por 10 minutos, a 4ºC para 

a coleta do sobrenadante. O padrão foi reconstituído 15 minutos antes com 2mL do reagente G 

anti-CD8 e-Bioscience 17008182 53.6-7/E070561630 APC 
Linfócitos T 
citotóxicos 

 anti-CD11c e-Bioscience 15011482 N418/E006121631 Pe-Cy5  
Células 

Dendríticas 

anti-F4/80 e-Bioscience 11480185 BM8/E006121631 FITC Macrófagos 

anti-Ly6G e-Bioscience 17593182 RB6-8C5/E001610630 APC Neutrófilos 

 
anti-CD197 

 
e-Bioscience 

 
451971 

 
4B12/E0800369258 

 

PerCPCy5.5 
Células de 

Memória 

anti-CD62L e-Bioscience 120621 MEL-14/E009159357 Pe 
Células de 
Memória 
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(solução tampão) e foi feito as seguintes diluições 1/2 – 2500 pg/mL, 1/4 – 1250 pg/mL, 1/8 – 

625 pg/mL, 1/16 – 312,5 pg/mL, 1/32 – 156 pg/mL, 1/64 – 80 pg/mL, 1/128 – 40 pg/mL e 1/256 

– 20 pg/mL para a construção da curva padrão. Uma mistura de beads foi preparada antes do 

uso, e cerca de 3µL de cada suspensão de beads para cada ensaio. Durante a execução do ensaio, 

adicionou-se 15µL das misturas de beads e 25µL dos padrões, nas respectivas diluições; e 

também a 25µL das amostras nos respectivos tubos para a realização do ensaio. Logo em 

seguida, adicionou-se em todos os tubos 18µL do reagente B (Reagente de detecção marcado 

com PE) e incubou- se por 2 horas, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Após a 

incubação, adicionou- se 500µL do reagente F (solução de lavagem) em cada tubo, que foram 

centrifugados a 1300rpm por 7 minutos a 18°C. Posteriormente, foi adicionado 100µL do 

reagente F em cada tubo e procedeu-se a leitura. A leitura das amostras foi realizada no 

citômetro de fluxo (FACSCanto IITM Becton Dickinson, Moutain View, CA, USA). Os dados 

obtidos foram armazenados e analisados com o software FCAP Array Software TM (Soft Flow 

Hungary Ltd, BD Biosciences). 

 

6.1.6 Análise Estatística 

6.1.6.1 Estatística convencional 

A análise comparativa entre os grupos experimentais e entre as linhagens (todas as três 

linhagens de camundongos - Swiss, BALB/c e C57BL/6, entre os grupos experimentais 

semelhantes) foram realizados via teste de análise de variância (ANOVA) seguido pelo teste de 

comparações múltiplas de Tukey. Em todos os casos, a significância foi considerada em p < 0,05. 

Para análise e artes gráficas foi usado o software Prism GraphPad (versão 5.03, San Diego, CA, 

Estados Unidos). 

 

6.1.6.2 Análise da Assinatura de Biomarcadores 

A análise de assinatura de biomarcadores foi realizada com base na metodologia 

publicada por Luiza-Silva et al. (2011), proposta para destacar assinaturas de citocinas na 

imunidade inata e adaptativa após a vacinação contra a febre amarela. Esta metodologia permite 

a identificação de diferenças sutis que não são geralmente detectáveis por abordagens 

estatísticas convencionais, mas que são relevantes para a compreensão dos complexos 

microambientes imunológicos que envolvem múltiplos eventos. As assinaturas dos 

biomarcadores foram determinadas levando em consideração a frequência da proporção de 

implantes com níveis de biomarcadores acima do ponto de corte (cutt- off) da mediana global 
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definido para cada biomarcador. Assim, para detectar o ponto de corte da mediana global, o 

conjunto de dados foi listado em ordem numérica, do menor para o maior valor, e, em seguida, 

a mediana foi calculada para cada subconjunto de células (CD45+, Ly+, F4/80+, CD11c+, 

CD3+CD4+, CD3+D8+, CD62L+CCR7+ e CD62L-CCR7-), bem como para cada citocina solúvel 

(IL-6, TNF, IFN-γ, IL-10 e IL-17), empregando o software Microsoft Excel. Esta abordagem 

foi realizada usando todos os dados em conjunto, para cada um dos biomarcadores indicados, 

incluindo os dados relativos a todos os grupos experimentais (S/S; S/I; V/S; V/I) e todas as três 

linhagens de camundongos (Swiss, BALB/c e C57BL/6). Com base no ponto de corte da 

mediana global, os resultados foram categorizados como “baixo” (abaixo da mediana global) 

ou “alto” (acima da mediana global). Os dados categóricos foram então usados para calcular a 

proporção (porcentagem) de implantes com níveis de biomarcadores acima da mediana global. 

A curva que compreende as frequências ascendentes dos biomarcadores foi criada para cada 

grupo experimental. Os biomarcadores com frequências acima de 75% foram considerados 

relevantes e destacados em negrito formato sublinhado. O software Microsoft Excel foi 

utilizado para montar gráficos de radar e a arte gráfica final. 

 

6.2 RESULTADOS 

Na primeira fase deste estudo, a dinâmica das alterações fenotípicas e funcionais no 

microambiente da esponja foi estudada para subsidiar a seleção do melhor tempo pós- 

implantação, uma vez que esta informação é crucial para uso em ensaios de triagem de 

biomoléculas. Evidências observadas nesta fase subsidiaram a escolha do melhor dia após o 

implante para cada linhagem de camundongos. Portanto, Dia5/Swiss, Dia7/BALB/c e 

Dia6/C57BL/6 foram escolhidos para um estudo de memória imunológica (Lanna et al., 2020). 

Assim, o modelo de esponja foi aplicado à investigação da memória imunológica vacinal, onde 

as células de memória foram estudadas em animais previamente imunizados. 

 

6.2.1 Perfil Imunofenotípico dos Leucócitos no Implante de Esponja 

A Figura 3 e a Figura 4 ilustram os dados obtidos da população de leucócitos totais CD45+ 

em células da resposta imune inata (Figura 3), na qual foram avaliados células dendríticas 

(CD11c+), macrófagos (F4/80+) e neutrófilos (Ly+). Foram avaliados ainda células da 

imunidade adquirida (Figura 4): linfócitos T totais (CD3+) e suas subpopulações (T 

auxiliares: CD3+CD4+ e T citotóxicos: CD3+CD8+), bem como linfócitos T CD3+CD4+ e T 

CD3+CD8+ de memória imunológica: memória central (CM) CD62L+CCR7+ e da memória 
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efetora (EM) CD62L-CCR7- . 

Foi observado aumento de leucócitos totais CD45+ no grupo experimental (V/I) em 

comparação com os outros grupos (S/S; S/I; V/S) nos camundongos Swiss e BALB/c (Figura 3). 

Quando as linhagens foram comparadas, observou-se maior porcentagem de leucócitos nos 

camundongos Swiss (Figura 3). Com relação aos neutrófilos (Ly+), foi observado um aumento 

no grupo V/I em camundongos BALB/c quando comparado com camundongos Swiss. Também 

foi notado aumento de neutrófilos no grupo V/I em camundongos C57BL/6 quando comparados 

com os grupos S/I e V/S. Os macrófagos (F4/80+) apresentaram distribuição heterogênea entre 

os grupos experimentais, mas em todas as linhagens o percentual foi menor no grupo V/I quando 

comparado com os outros três grupos. Ao estudar as células dendríticas (CD11c+), observou-se 

um aumento nos grupos V/S e V/I quando comparados com os outros grupos em camundongos 

Swiss, contrário do que foi observado em camundongos BALB/c e C57BL/6, onde houve uma 

diminuição da porcentagem destas células no grupo V/I em relação aos outros grupos 

experimentais. 
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Figura 3: Perfil imunofenotípico dos leucócitos nos implantes de esponja. O infiltrado celular retirado dos 

implantes foi marcado com anticorpo monoclonal para quantificação por citometria de fluxo das subpopulações 

de leucócitos (CD45+) das células da imunidade inata: neutrófilos (LY+), macrófagos (F4/80+) e células dendríticas 

(CD11c+). Os dados foram relatados como porcentagem média ± desvio padrão. As comparações intragrupo e 

intergrupo foram avaliadas e as diferenças significativas (p < 0,05) foram ressaltadas por linhas de conexão dentro 

da linhagem e pelas letras “S”, “B” e “C” para comparações entre camundongos Swiss, BALB/c ou C57BL/6, 

respectivamente. 

 

A Figura 4 ilustra os dados obtidos da resposta imune adaptativa buscando avaliar o 

recrutamento de subpopulações de linfócitos T de memória. Ao analisar os linfócitos, verificou-
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se um aumento de linfócitos TCD4+ no grupo V/I em camundongos Swiss e C57BL/6 com 

relação aos outros grupos experimentais, sendo que os camundongos BALB/c tiveram a 

menor porcentagem desta subpopulação no grupo V/I quando comparado com as outras duas 

linhagens (Figura 4). Com relação aos linfócitos TCD4+ de memória efetora (EM), houve um 

aumento desta subpopulação nos grupos V/S e V/I quando comparados com os grupos S/S e S/I 

em camundongos Swiss. Nos camundongos BALB/c foi observado um aumento destes 

linfócitos no grupo V/I quando comparado com o grupo S/I. No entanto, não houve mudanças 

entre os grupos dos camundongos C57BL/6. É interessante ressaltar que os linfócitos TCD4+ 

de memória foram em quase sua totalidade de memória efetora, especialmente entre os 

camundongos C57BL/6. 

Os linfócitos TCD8+ em camundongos Swiss apresentaram um aumento em seu 

percentual no grupo V/I quando comparado aos grupos S/S e S/I. O grupo V/I também exibiu 

um aumento nesta subpopulação quando comparado aos outros três grupos em camundongos 

BALB/c. Não houve mudança entres os grupos em camundongos C57BL/6. Entre os linfócitos 

TCD8+ de memória central (CM) foi observada uma diminuição no grupo V/I quando 

comparados com os outros grupos experimentais em camundongos Swiss. Enquanto não houve 

mudança entre os grupos dos camundongos C57BL/6, em camundongos BALB/c pode-se 

perceber um aumento no grupo V/S em comparação com o grupo S/S. Quando as linhagens 

foram comparadas, observou-se maior porcentagem desta subpopulação entre os grupos S/S, 

S/I e V/S em camundongos Swiss. Com relação aos linfócitos TCD8+ da memória efetora (EM), 

foi notado em camundongos C57BL/6 um aumento no grupo V/I em relação ao grupo S/S, 

enquanto que em camundongos BALB/c houve diminuição no grupo S/I em comparação com 

o grupo S/S (Figura 4). 
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Figura 4: Perfil imunofenotípico dos linfócitos nos implantes de esponja. O infiltrado celular foi quantificado por 

citometria de fluxo para as subpopulações de linfócitos TCD3+ CD4+ e TCD3+ CD8+, além das subpopulações de 

memória efetora EM (CD62L+CCR7+) e central CM (CD62L+CCR7+). Os dados foram relatados como 

porcentagem média ± desvio padrão. As comparações intragrupo e intergrupo foram avaliadas e as diferenças 

significativas (p < 0,05) foram ressaltadas por linhas de conexão dentro da linhagem e pelas letras “S”, “B” e “C” 

para comparações entre camundongos Swiss, BALB/c ou C57BL/6, respectivamente. 
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6.2.2 Citocinas Solúveis no Microambiente da Esponja 

Na Figura 5 estão ilustrados os resultados das análises de citocinas solúveis (IL- 6, TNF-

α, IFN-γ, IL-10 e IL-17) obtidas nos implantes das esponjas nas diferentes linhagens de 

camundongos. Este painel de citocinas foi escolhido para se avaliar a indução de um 

microambiente relacionado a um perfil inflamatório ou imunomodulatório no microambiente do 

implante da esponja. Ao analisar as citocinas solúveis presentes no implante de esponja, percebe-

se aumento dos níveis de IL-6 no grupo V/I em comparação com o grupo S/I e V/S em 

camundongos Swiss e BALB/c, enquanto em camundongos C57BL/6 este aumento se deu em 

relação aos grupos S/S e S/I (Figura 5). Houve também aumento dos níveis de TNF nos grupos 

V/I em todas as linhagens quando comparado com os outros grupos experimentais, sendo que o 

grupo V/I em camundongos C57BL/6 apresentaram os maiores níveis em comparação com 

Swiss e BALB/c. Foi interessante observar que houve aumento dos níveis de IFN-γ no grupo 

V/I quando comparado com os outros três grupos experimentais em todas as linhagens, mas não 

houve diferença entre as linhagens. A análise de IL-10 revelou apenas em camundongos 

C57BL/6 aumento nos níveis desta citocina no grupo V/I quando comparado com o grupo S/I. 

Houve também aumento dos níveis de IL-17 entre o grupo V/I com relação aos grupos S/S e 

S/I em camundongos Swiss e C57BL/6, no entanto não foram observadas mudanças entre os 

grupos em camundongos BALB/c (Figura 5). 
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Figura 5: Citocinas solúveis no microambiente dos implantes de esponja. Os dados são relatados como 

porcentagem média e desvio padrão da intensidade média de fluorescência (MFI) para cada citocina (IL-6, TNF, 

IFN-γ, IL-10, IL-17). Diferenças significativas (p <0,05) estão representadas pelas linhas conectoras acima dos 

gráficos (diferenças considerando a mesma linhagem, mas grupos diferentes), e pelas letras “S”, “B” e “C”, 

considerando as diferenças no mesmo grupo em linhagens diferentes de camundongos Swiss, BALB / c ou C57BL 

/ 6, respectivamente. 
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6.2.3 Assinatura Ascendente de Biomarcadores 

Com o intuito de caracterizar o perfil imunofenotípico e funcional da resposta imune na 

esponja entre os diferentes grupos experimentais, as assinaturas de biomarcadores ascendentes 

(da frequência mais baixa para a mais alta) foram organizadas conforme mostrado na Figura 6. É 

importante salientar que a análise dos dados confirmou a maioria dos achados detectados por 

metodologias estatísticas convencionais. A assinatura ascendente dos biomarcadores em 

implantes de esponja envolveu dois conjuntos de dados referidos como Subpopulações de 

Leucócitos (LEU) e Produção de Citocinas. 

As assinaturas de biomarcadores das subpopulações de LEU mostraram que 

camundongos Swiss apresentaram a resposta imune mais proeminente à vacina e também ao 

inóculo (Figura 6) com maior número de biomarcadores de superfície celular com níveis 

aumentados em todos os quatro grupos estudados, incluindo o recrutamento de resposta imune 

citotóxica e de memória central. Por comparação, camundongos BALB/c e C57BL/6 

apresentaram menor número de biomarcadores de superfície celular com níveis aumentados. 

Enquanto BALB/c em resposta ao antígeno vacinal (V/I) apresentou ativação da resposta imune 

inata mediada principalmente por neutrófilos (Ly+), nos camundongos C57BL/6 houve 

predomínio linfócitos TCD4+ e linfócitos TCD4+ de memória efetora, com a participação de 

neutrófilos. 

A análise dos dados da produção de citocinas demonstrou que camundongos C57BL/6 

exibiram uma resposta imune mais exuberante no grupo vacinado (V/I) mediada por um perfil 

misto de altos produtores de citocinas (IL-17; IL-10; IFN; TNF; IL-6). Já os camundongos 

Swiss, neste mesmo grupo (V/I), demonstraram um perfil de resposta com magnitude mais 

pronunciada de citocinas pró-inflamatórias (IFN; IL-17; TNF) com menor modulação de altos 

produtores de IL-10. Por outro lado, camundongos BALB/c do grupo V/I apresentaram um 

padrão de resposta de citocinas mais restrita, mediado por altos produtores de TNF, IL-6 e IL-

10 (Figura 6). 



68 

 

 

 

Figura 6: Assinatura de biomarcadores ascendentes em implantes de esponja. As assinaturas foram determinadas 

usando a frequência do nível de biomarcador acima do ponto de corte mediano global definido para cada 

biomarcador. Gráficos de radar foram usados para compilar e resumir a proporção ascendente de implantes com 

níveis de biomarcadores acima da mediana global para cada subconjunto de células (CD45+, Ly+, F4/80+, CD11c+, 

CD3+CD4+, CD3+CD4+ EM, CD3+CD8+, CD3+CD8+CM e CD3+CD8+ EM), bem como cada citocina solúvel (IL-

6, TNF, IFN-γ, IL-10 e IL-17), nos diferentes grupos experimentais [S/S (azul), S/I (vermelho), V/I (verde) e V/I 

(roxo)] para camundongos Swiss, BALB/c e C57BL/6. O biomarcadores com frequências iguais ou acima de 75% 

foram considerados relevantes e destacados em formato de sublinhado em negrito. 
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7. DISCUSSÃO 

A utilização do modelo de implante subcutâneo de esponja poliéster-poliuretano em 

animais experimentais proporciona um microambiente que possibilita o desenvolvimento de 

diversos estudos, tais como informações sobre neovascularização, cicatrização de feridas, 

cinética de proliferação celular, triagem de moléculas bioativas, dentre outros. Embora esta 

metodologia tenha sido amplamente estudada nas últimas décadas (Andrade et al., 1987, 1997; 

Barcelos et al., 2004, 2009; Belo et al., 2004; Mendes et al., 2009; Xavier et al., 2010; Marques 

et al., 2011; Moura et al., 2011; Saraswati et al., 2011; Alhaider et al., 2014a,b; Almeida et al., 

2014; Cassini-Vieira et al., 2014, 2017; Guedes-da-Silva et al., 2015; Almeida et al., 2017 ; 

Pereira et al., 2017; Orellano et al., 2020; Scheuermann et al., 2021), pouco se sabia sobre a 

cinética do perfil fenotípico e funcional da resposta imune desencadeada pelos implantes de 

esponjas em diferentes linhagens de camundongos. Além disso, o uso deste modelo para teste 

de antígenos vacinais ainda não havia sido explorado. Esta forma de utilização do modelo é 

bastante concebível, dado que este é um compartimento com várias populações celulares 

importantes na cascata da resposta imune, além de proporcionar o estudo de um microambiente 

compartimentalizado, de dimensões definidas e facilmente manipulável, permitindo a análise 

rápida da resposta específica do estímulo antigênico. Estes são elementos importantes que 

podem ser usados para caracterização da imunogenicidade e memória imunológica de 

candidatos vacinais. Sendo assim, a caracterização deste modelo é fundamental para sua 

aplicação como plataforma de triagem e caracterização in vivo de biomoléculas como antígenos 

vacinais. 

Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo caracterizar aspectos imunológicos 

em modelo de implante de esponja em três linhagens de camundongos. Para tal, o trabalho foi 

dividido em duas fases, onde na Fase I foi realizada uma caracterização das alterações fenotípicas 

e funcionais no microambiente do implante de esponja. Os resultados desta Fase orientaram a 

seleção do melhor dia após o implante em cada linhagem para aplicar este ensaio na Fase II. 

Assim, nesta Fase, o modelo de implante de esponja foi avaliado em um ensaio de 

imunogenicidade e memória vacinal, aprimorando o entendimento sobre a resposta antígeno-

específica. 

Na Fase I, a avaliação da cinética das alterações histológicas em implantes de esponjas mostrou 

que, independentemente da linhagem dos camundongos, o tecido fibrovascular ocupou 

progressivamente os poros da matriz esponjosa, preenchendo as trabéculas do implante com 

células inflamatórias, fibroblastos, tecido conjuntivo e vasos sanguíneos. Nossos resultados 

mostraram que, nas três linhagens estudadas, houve a formação de uma cápsula conjuntiva 
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ao redor do implante de esponja e poucas células inflamatórias foram observadas nos dias 

iniciais ao implante (Dia 5, Dia 6 e Dia 7), enquanto a angiogênese foi mais evidente nos 

momentos tardios (Dia 10 e Dia 14), assim como um aumento na população celular nestes dias. 

Nos momentos iniciais, o infiltrado celular foi principalmente composto por células 

polimorfonucleares com uma mudança progressiva para células mononucleares em tempos 

tardios. De fato, estes achados estão de acordo com os estudos conduzidos por Moura et al. 

(2009), que constataram no quarto dia após implantação da esponja tecido conjuntivo revestindo 

o implante, com células polimorfonucleares, não caracterizando ainda um infiltrado 

inflamatório. Resultados semelhantes também foram observados para camundongos Swiss por 

Moura et al. (2011) e Guedes-da-Silva et al. (2015) quando os dados foram comparados nos dias 

4, 7 e 14. Curiosamente, os camundongos Swiss apresentaram a maior porcentagem de 

leucócitos totais (LEU) em momentos iniciais e a menor frequência de LEU nas avaliações 

referentes aos tempos tardios quando comparados com as linhagens isogênicas. 

Diversos estudos têm usado os níveis de enzima lisossomal NAG como um biomarcador 

para inferir sobre o recrutamento de macrófagos e sua ativação em implantes de esponja (Andrade 

et al., 1987; Bailey, 1988; Xavier et al., 2010; Moura et al., 2011; Pereira et al., 2012; Cassini-

Vieira et al., 2014, 2017; Guedes-da-Silva et al., 2015; Almeida et al., 2017; Souza et al., 2020). 

Comparando com esta abordagem, os nossos resultados corroboram com os achados de 

Marques et al. (2011), demonstrando maior atividade de NAG em implantes de Swiss em 

comparação com camundongos BALB/c e C57BL/6 14 dias após o implante. Do ponto de vista 

funcional, enquanto os camundongos Swiss exibiram uma resposta imune mista, com altos 

níveis de citocinas em momentos tardios, os camundongos BALB/c e C57BL/6 mostraram um 

padrão distinto, com um perfil mais restrito, com pequenas alterações e, geralmente, confinados 

aos momentos iniciais. A análise panorâmica da conectividade de biomarcadores apoiou esses 

achados e, sendo analisada em conjunto com o perfil de assinatura ascendente dos 

biomarcadores, demonstrou que a conectividade envolvendo biomarcadores com níveis 

aumentados foi muito mais evidente e uniformemente distribuída ao longo dos tempos 

estudados em Swiss. Por outro lado, enquanto os camundongos BALB/c mostraram uma 

ativação precoce da resposta inata, mediada por neutrófilos (Ly+) e células NK (CD3-CD49+) 

com um perfil de citocinas controlado, apresentando uma distribuição de conectividade 

semelhante ao longo dos tempos, os camundongos C57BL/6 apresentaram uma resposta pró-

inflamatória precoce. Esta resposta foi caracterizada pelo envolvimento neutrofílico persistente 

e uma distribuição polar e dicotômica de conectividade, principalmente nos dias 5 e 14. 

Baseado na cinética de alterações fenotípicas e funcionais observada em cada linhagem 
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de camundongos, foram estabelecidos critérios que pudessem orientar a escolha do tempo ideal 

para o estudo proposto na Fase II. Assim, uma vez que o implante de esponja induz uma reação 

inflamatória local, três critérios principais foram considerados durante a seleção dos tempos 

após-implante da esponja: (i) período com menos biomarcadores fenotípicos apresentando 

níveis aumentados e sem recrutamento de resposta imune citotóxica; (ii) período com menor 

produção de citocinas, e; (iii) dias com menos conexões envolvendo biomarcadores com níveis 

aumentados. Portanto, eventos menos inflamatórios apresentados no implante de esponja 

proporcionam um microambiente apropriado para o teste de biomoléculas neste modelo, 

reduzindo a interferência na inflamação desencadeada pela ação inerente do implante da 

esponja. Usando esses critérios, os momentos selecionados para serem aplicados na Fase II 

foram: dia 5 pós-implante para camundongos Swiss, dia 7 para camundongos BALB/c e dia 6 

para camundongos C57BL/6. Estas diferenças enfatizam a grande contribuição do background 

genético no padrão temporal e na intensidade da inflamação em cada linhagem estudada e têm 

consequências funcionais na aplicação do modelo, como também observaram Marques et al. 

(2011), Sampaio et al. (2012) e Almeida et al. (2017) ao aplicar o modelo em estudos sobre a 

angiogênese inflamatória. 

Na Fase II, nosso estudo descreveu as mudanças que a vacinação nos animais e/ou a 

inoculação do antígeno vacinal dentro da esponja induziu, tanto nos leucócitos totais (CD45+), 

quanto nas distintas subpopulações de leucócitos obtidos da esponja e nas características 

funcionais observadas neste compartimento. Os dados mostraram aumento no percentual de 

leucócitos no grupo experimental (V/I) em duas das linhagens estudadas. Em camundongos 

Swiss, esse crescimento pode ser explicado pelo aumento de células dendríticas e de linfócitos 

T, tanto CD3+CD4+ quanto CD3+CD8+. Aparentemente, a vacinação em camundongos Swiss 

foi o principal fator para o aumento que estimulou o recrutamento de subpopulações de células 

dendríticas e de linfócitos T CD3+CD8+, enquanto a associação de vacina e inóculo esteve 

particularmente envolvida na elevação dos níveis de leucócitos, assim como de linfócitos T 

CD3+CD4+. Surpreendentemente, o grupo experimental (V/I) apresentou um aumento na 

população de neutrófilos em camundongos BALB/c e C57BL/6, ao mesmo tempo em que 

apresentou redução na porcentagem de células dendríticas, sendo este mais um exemplo de 

como o background genético pode influenciar a migração seletiva de populações celulares da 

resposta imune. Esse aumento de neutrófilos poderia explicar parcialmente o maior percentual 

de leucócitos em BALB/c. De forma interessante, Mendonça et al. (2016) observou uma 

redução na frequência de neutrófilos ao analisar o sangue periférico em camundongos BALB/c, 

15 dias após a vacinação com LBSap, o que pode indicar a migração para o sítio da inflamação 
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mais intensa deste tipo celular nesta linhagem. O acompanhamento com hemograma poderia 

reafirmar esta hipótese, de forma que fica a sugestão de incluir esta avaliação em futuros estudos 

semelhantes a este. 

Ao analisar a população de macrófagos, verificou-se distribuição heterogênea entre os 

grupos experimentais, mas em todas as linhagens o percentual destas células foi menor no grupo 

V/I quando comparado com os outros três grupos. Já ao estudar as células dendríticas, observou-

se um aumento nos grupos V/S e V/I quando comparados com os outros grupos em 

camundongos Swiss, ao contrário do que foi observado em camundongos BALB/c e C57BL/6, 

onde houve uma diminuição da porcentagem destas células no grupo V/I em relação aos outros 

grupos experimentais. Pode-se especular que a redução da frequência destas duas subpopulações 

esteja relacionada com a migração dessas células para órgãos linfóides, como os linfonodos, 

para apresentação de antígenos e ativação policlonal (Bugya et al., 2021). É importante ressaltar 

que em camundongos BALB/c, notou-se um aumento destas duas populações no grupo S/I em 

comparação com todos os outros grupos em macrófagos e entre os grupos S/S e V/I em células 

dendríticas. É possível relacionar então, este aumento com o tipo do inóculo (presença do 

antígeno), sem a prévia vacinação nos animais. Nossa hipótese é que estas populações tenham 

respondido a esse estímulo temporalmente, uma vez que ambas são especializadas em 

apresentação de antígenos. 

A investigação da resposta adaptativa apontou que a vacina e o inóculo foram importantes 

para estimular a migração seletiva de células T CD3+CD4+, em camundongos Swiss e C57BL/6, 

mas não em camundongos BALB/c. Em relação aos linfócitos T CD3+CD8+, apenas a vacinação 

prévia de camundongos Swiss foi eficaz em aumentar os níveis dessas células enquanto a 

associação com o inóculo foi necessária para a expansão dessa população em BALB/c. É 

importante ressaltar que a indução do aumento da quantidade de células T CD3+CD4+ por 

vacinas anti-VL tem sido associada a altos níveis de proteção devido à capacidade desses 

linfócitos em produzir IFN-γ e promover a ativação de macrófagos favorecendo a atividade 

leishmanicida (Giunchetti et al., 2019). Além disso, foi relatado que cães imunizados com a 

vacina LBSap apresentaram um aumento na frequência de células T circulantes e suas 

subpopulações (CD4+ e CD8+) após o protocolo de imunização (Giunchetti et al., 2007), 

permanecendo alto após desafio experimental por L. infantum em cães (Roatt et al., 2012). 

A resposta imune inata e adaptativa podem estar relacionados aos eventos de ativação e 

manutenção de um perfil de resposta protetora após a vacinação. No entanto, a resposta 

adaptativa permite que o hospedeiro produza tanto respostas antígeno- específicas quanto de 

memória imunológica, que tem importância primordial na resposta eficaz contra patógenos 
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(Esser et al., 2003; Rahimi & Luster, 2020). A fase de expansão e a fase efetora da resposta são 

seguidas por uma fase de apoptose, durante a qual a maior parte das células T antígeno-

específicas perecem. A fase final, ou fase de memória, é caracterizada pela manutenção de 

células T de memória de longa duração que retêm sua especificidade contra o antígeno e podem 

se manter por toda a vida do hospedeiro (Sprent & Surh, 2001; Jameson & Masopust, 2018). 

Notavelmente, o atributo característico de uma resposta imune de memória comparada a uma 

resposta imune primária mais importante é a sua capacidade de gerar rapidamente números 

maiores de linfócitos T auxiliares e citotóxicos antígeno-específicos. Ou seja, as células T de 

memória não previnem reinfecção ou recorrência da doença, mas respondem com muita rapidez 

e eficácia neste cenário, sendo esta uma das bases para o sucesso de diversas vacinas (Esser et al., 

2003; Bugya et al., 2021). 

As células T de memória podem ser classificadas de acordo com seu potencial migratório, 

sua capacidade de proliferação e de produção de citocinas (Sallusto et al., 1999; Soon et al., 

2019). De forma sucinta, células T de memória efetora (EM) (CD62L- CCR7-) estão presentes 

em tecidos periféricos não linfóides e também circulam no sangue. Elas podem percorrer os 

tecidos e em busca de determinado antígeno, onde podem exercer funções efetoras rapidamente, 

pois produzem IFN e tem alta atividade citotóxica (Sallusto et al., 2004; Jameson & Masopust, 

2018). No entanto, apesar de existir em altos números, as células efetoras não têm potencial 

proliferativo. Desta forma, uma segunda linha de defesa é constituída pelas células de memória 

central (CM) (CD62L+CCR7+), que residem e circulam entre os órgãos linfoides secundários. 

Estas células são produtoras de interleucina do tipo 2 e são muito sensíveis à estimulação 

antigênica, podendo proliferar rapidamente (Bugya et al., 2021). Em resumo, as células T EM 

fornecem proteção contra a reinfecção ou reativação da doença nos locais de infecção, enquanto 

as células da T CM residem principalmente no tecido linfóide onde podem se expandir e se 

diferenciar rapidamente para reabastecer a população de células T efetoras. 

Curiosamente, na Fase II, as células T CD3+CD4+ EM aumentaram nos grupos vacinados 

em camundongos Swiss, mas permaneceram praticamente estáveis nas demais linhagens. É 

interessante destacar que os linfócitos T CD4+ de memória foram, em quase sua totalidade, 

formados por células EM, especialmente entre os camundongos C57BL/6. Em relação aos 

linfócitos T CD3+CD8+, apesar do aumento no grupo V/I desta subpopulação em Swiss, houve 

uma redução pronunciada nas células CM no grupo experimental (V/I). E, apesar de ter sido 

observado aumento das células EM no grupo V/I em camundongos C57BL/6, em comparação 

com o grupo S/S, não foram observadas outras alterações no grupo experimental (V/I) nas 

outras linhagens. 
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A análise funcional do microambiente da esponja revelou que os camundongos C57BL/6 

induzem uma resposta mais proeminente no grupo experimental (V/I) em comparação com os 

outros grupos, mediada por níveis mais elevados de citocinas com um perfil misto de ativação 

(IL-6, TNF, IFN-γ, IL-10 e IL-17). A análise de citocinas em camundongos Swiss nos grupos 

vacinados revelou um padrão de resposta um pouco menos robusto, mas predominantemente 

inflamatório e intermediado principalmente por IL-6, TNF, IFN-γ e IL-17. Por outro lado, 

camundongos BALB/c apresentaram um padrão de resposta de citocinas mais restrito, 

confinado ao grupo vacinado e inoculado (Grupo V/I), mediado por citocinas inflamatórias (IL-

6, TNF, IFN-γ). É importante ressaltar que a resposta imune a um antígeno pode ser determinada 

pelo ambiente em que se encontra, sendo modula por moléculas como citocinas (Murtaugh & 

Foss, 2002; Osero et al., 2020). Ou seja, a formação de um microambiente com diferentes 

citocinas pode efetivamente direcionar a resposta imune (Esser et al., 2003). Por exemplo, a 

produção de IFN-γ tem um papel essencial na indução de respostas antiparasitárias em 

macrófagos, notadamente induzindo a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e de 

óxido nítrico sintase (iNOS), necessários para a morte intracelular da Leishmania (Michel et al., 

2016). Além disso, o controle da infecção na LV tem sido relacionado a uma resposta imune do 

tipo Th1, onde as citocinas pró-inflamatórias IFN-γ /TNF devem superar os efeitos da citocina 

reguladora IL-10, enquanto a suscetibilidade está relacionada a uma resposta Th1 deficiente 

(Singh et al., 2012). Alguns estudos também relatam a importância da citocina IL-17 no controle 

da LV e no desenvolvimento de vacinas contra a doença (Banerjee et al., 2016). De acordo com 

Pitta et al. (2009) e com Nascimento et al. (2015), esta citocina desempenha um importante 

papel protetor na LV humana, complementando a proteção conferida por citocinas inflamatórias 

de maneira não dependente ou em sinergia com IFN-γ, potencializando sua ação. 

Diante deste contexto, com os dados obtidos podemos inferir e reafirmar que o modelo 

de implante com esponja de poliéster-poliuretano proporciona uma rápida e eficiente análise da 

resposta in vivo específica do estímulo, permitindo o estudo de um microambiente 

compartimentalizado que contém elementos importantes para a seleção de candidatos vacinais, 

e que poderia ser utilizados também para a análise de outras biomoléculas. 
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8. CONCLUSÃO 

Com o conjunto de dados obtidos neste estudo é possível constatar que o modelo de 

implante subcutâneo de esponja induziu uma resposta inflamatória que diferiu entre diferentes 

linhagens de camundongos. Essas diferenças demonstraram que o background genético 

influencia fortemente o processo inflamatório, temporal, quantitativa e qualitativamente neste 

modelo. Os dados apresentados indicaram a cinética de mudanças fenotípicas e funcionais no 

modelo de implante de esponja, utilizando metodologias nunca empregadas anteriormente para 

esta finalidade. Esta inovação certamente tem grande potencial e aplicabilidade em outros 

estudos com o mesmo modelo, tais como triagem de biomoléculas ou mesmo ensaios de 

imunogenicidade vacinais para outras doenças. Estes achados forneceram evidências para 

orientar e apoiar a seleção do tempo ideal para cada linhagem de camundongos de acordo com 

a proposta experimental, que neste estudo, consistiu na aplicação do modelo para caracterização 

de aspectos da imunogenicidade e memória imunológica. Assim, tendo em vista o 

microambiente nos momentos distintos após o implante da esponja, os resultados descritos até 

agora indicam que é possível utilizar este modelo para otimizar e monitorar a resposta imune 

inata e adaptativa de candidatos vacinais. Adicionalmente, ficou documentada a aplicação deste 

modelo de estudo em evidenciar padrões de citocinas pró-inflamatórias e imunomodulatórias, 

bem como a infiltração leucocitária, incluindo subpopulações que podem ser de interesse como 

os linfócitos T CD3+CD4+ e T CD3+CD8+ e subpopulações de memória celular. Estes achados 

permitem propor a aplicação do modelo de implante de esponja como abordagem in vivo para 

caracterização da imunogenicidade e memória imunológica induzida por antígenos vacinais. 

Sendo assim, é importante ressaltar que este modelo tem potencial aplicação na triagem de 

candidatos vacinais racionalizando a busca por antígenos imunoprotetores voltados ao controle 

da LV. Além disso, este estudo poderia ainda contribuir para a escolha da melhor linhagem de 

camundongos e do tempo ideal para análise, para avaliação de diversas outras biomoléculas que 

interferem na resposta imune. 
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9. PERSPECTIVAS 

Após a conclusão do presente estudo surgem novas perspectivas para trabalhos que 

podem contribuir com o maior entendimento do modelo de implante de esponja, integrando os 

diversos eventos imunológicos que ocorrem neste microambiente. Seria importante também 

ampliar a caracterização dos eventos imunológicos neste modelo empregando-se novas 

abordagens, como a análise de citocinas intracitoplasmáticas e a utilização de linhagens 

knockout. É importante ressaltar o grande potencial e as diferentes possibilidades de aplicação 

deste modelo, tais como triagem de biomoléculas, permitindo a seleção de diversos compostos 

(como moléculas anti-inflamatórias) e testes de antígenos vacinais, que poderão ser utilizados 

por diferentes grupos de pesquisa. 
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