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RESUMO 

 

ESTUDO DA IMUNOGENICIDADE DE VACINAS DE Mycobacterium smegmatis 

RECOMBINANTE, EXPRESSANDO O GENE QUE CODIFICA A PROTEÍNA ÁCIDA 

RIBOSSOMAL DE Leishmania infantum (LIP0), CONTRA A INFECÇÃO POR Leishmania 

chagasi em hamster. A Proteína ácida ribossomal de Leishmania infantum (L. infantum) - LiP0  é 

um componente estrutural da subunidade maior do ribossomo e já foi descrita como um antígeno 

imunodominante, que participa na síntese de outras proteínas e é capaz de induzir resposta imune 

humoral específica  em soro de pacientes e cães infectados com Leishmania chagasi (L.  chagasi). 

Mycobacterium  smegmatis (M. smegmatis), é uma micobactéria oportunista, que apresenta 

crescimento rápido e uma poderosa capacidade adjuvante, já sendo utilizado como vetor de expressão 

para diversos antígenos. Neste trabalho avaliamos a capacidade imunoprotetora do Mycobacterium 

smegmatis recombinante (rM.smegmatis) expressando o gene que codifica a LiP0, bem como o 

plasmídeo e/ou proteína LiP0 utilizando estratégia homóloga (composta de plasmídeo de DNA) e 

heteróloga (composta de plasmídeo de DNA adicionado a proteína recombinante e CpG), contra a 

infecção causada por L. chagasi em hamsters. Hamsters foram imunizados e posteriormente infectados 

com L. chagasi por via endovenosa. Os animais imunizados com a micobactéria, apesar de 

apresentarem resposta imune humoral anti-M. smegmatis, não produziram anticorpo contra LiP0, que 

só foram detectados no soro dos animais que receberam a estratégia heteróloga de imunização. Na 

análise de citocinas, observou-se que os animais imunizados com rM.smegmatis LiP0 apresentaram 

maior concentração de IFN-γ e menor quantidade de TGF-ß e IL-10 quando comparado aos grupos 

controle, sugerindo uma resposta Th1. Em diferentes momentos após o desafio, o grau de proteção 

avaliado pela carga parasitária em órgãos alvo, foi estimado por ensaio de diluição limitante. Nenhuma 

diferença foi observada na carga parasitaria do baço, fígado e linfonodo em hamsters imunizados ou 

controles em todos os pontos da avaliação, sugerindo que a LiP0, não protegeu hamsters imunizados 

tanto com o Mycobacterium expressando o gene que codifica a proteína, nem como vacina de DNA 

utilizando a estratégia homóloga ou heteróloga contra infecção por L.chagasi.  

 

 

Palavras-chave: Vacina, leishmaniose visceral, Mycobacterium smegmatis, proteína ácida 

ribossomal. 
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ABSTRACT 

 

The acid ribosomal protein of Leishmania infantum (L. infantum) - LiP0 is a structural 

component of the ribosomal subunit and it was described as an immunodominant antigen 

recognized either by serum of patients and dogs infected by Leishmania chagasi (L.  chagasi) 

and cooperates in the synthesis of other proteins. Mycobacterium smegmatis (M. smegmatis) is a 

opportunistic bacteria, which presents rapid growth, is a potent adjuvant and has been used as 

carrier of antigens in several different experimental models of immunoprotection. In this work 

we evaluate the immunoprotective capacity of recombinant M.  smegmatis (rM.  smegmatis) 

carrying the gene of LiP0 and the DNA or protein of LiP0 using homologous strategy 

(composed of plasmid DNA) and heterologous (consisting of plasmid DNA and recombinant 

protein more CpG) to immunize hamsters against infection by L. chagasi. The immunized 

animals produced anti-M.smegmatis antibodies but they did not produce antibody against LiP0, 

detected only in animals who received the heterologous strategy of vaccination. In the analysis 

of cytokines, we observed that animals immunized with rM.smegmatis LiP0 had higher 

concentration of IFN-γ and lower amounts of TGF-ß and IL-10 compared to control groups, 

suggesting a Th1 response. At different times after challenge, the degree of protection, 

evaluated by parasite load in the target organs, was estimated by limiting dilution assay. No 

difference was observed in the parasite load in the spleen, liver and lymph node between 

immunized hamsters and controls at all points of evaluation. There was no protection in animals 

immunized with rM. smegmatis expressing the acidic ribosomal protein gene, suggesting that 

LiP0 did not protect hamsters immunized with either Mycobacterium expressing the gene 

encoding the protein or DNA as a vaccine strategy using homologous or heterologous against 

infection L.chagasi. 

 

 

Key-words: Vaccines, visceral leishmaniasis, Mycobacterium smegmatis and acidic ribosomal 

protein. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Aspectos gerais da leishmaniose 

As Leishmanioses são doenças infecto-parasitárias, não contagiosas, que têm 

como agente etiológico protozoários do gênero Leishmania. As leishmanioses têm 

ampla distribuição mundial, afetando 12 milhões de indivíduos, estando presentes em 

quase todos os continentes. A Organização Mundial da Saúde estima que 350 milhões 

de pessoas em 88 países sofrem o risco de contrair a infecção, com registro aproximado 

de dois milhões de novos casos ao ano. No entanto, a notificação obrigatória só ocorre 

em 32 países onde as leishmanioses são prevalentes gerando um baixo índice de 

notificações (DESJEUX et al 2004, COLLIN et al.2006, SINGH et al., 2006 ).  

Os protozoários do gênero Leishmania, são parasitos intracelulares obrigatórios, 

digenéticos, que têm seu ciclo biológico realizado em dois hospedeiros, um vertebrado e 

um invertebrado, o qual é também o vetor da doença (LAINSON & SHAW, 1987). A 

forma flagelada, promastigota, está presente no interior do trato digestivo do vetor e a 

forma amastigota, sem flagelo, no interior dos fagolisossomos de células do sistema 

mononuclear fagocítico do hospedeiro vertebrado (NEVES, 2005; REY, 2008). 

A infecção do hospedeiro invertebrado acontece quando a fêmea do flebótomo, 

pertencente à família Phlebotomatidae, gênero Lutzomyia (Novo Mundo) e 

Phlebotomus (Velho Mundo) (VERONESI, FOCACCIA 1996), ao se alimentar de um 

hospedeiro mamífero infectado, ingere macrófagos parasitados por amastigotas da 

Leishmania. No interior do trato digestivo do inseto os macrófagos, protegidos das 

proteases digestivas pela matriz peritrófica (PIMENTA et al., 2001), se rompem e as 

formas amastigotas livres se dividem e se transformam em promastigotas 

(ALEXANDER et al., 1999). Após a digestão, a matriz se rompe e as promastigotas 

migram e aderem ao epitélio das regiões anteriores do intestino do flebótomo 

(SCHLEIN, 1993). No momento do repasto sanguíneo, quando o flebótomo infectado 

pica hospedeiros mamíferos, inocula formas promastigotas metacíclicas juntamente com 

a saliva (NEVES, 2005; REY, 2008). As promastigotas são fagocitadas por macrófagos 

que se instalam no interior do vacúolo parasitóforo, onde se diferenciam em formas 

amastigotas, sobrevivendo e multiplicando-se rapidamente (GENARO, 2000).  
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As leishmanioses são caracterizadas tanto por sua diversidade como pela sua 

complexidade (HERWALDT, 1999), pois são causadas por cerca de 20 espécies de 

Leishmania e transmitidas ao homem por aproximadamente 30 espécies de flebótomos 

(PEARSON, 1996; CUNNINGHAM, 2002), sendo que a forma e a severidade da 

doença dependem da infectividade e espécie do parasito, além do estado imunológico 

do hospedeiro vertebrado. Dessa forma, as diferentes espécies de Leishmania, apesar de 

apresentarem similaridades genéticas e morfológicas podem promover alterações 

patológicas diferentes (HANDMAN, 2001), levando a um amplo espectro de formas 

clínicas, que variam desde uma infecção assintomática até uma forma tegumentar 

(cutânea e/ou mucosa) ou visceral (CUNNINGHAM, 2002).  

A leishmaniose visceral (LV) é uma das formas mais graves que pode ser fatal se 

não tratada e consiste em uma infecção generalizada que acomete o sistema retículo 

endotelial envolvendo baço, fígado, medula óssea e linfonodo (BITTENCOURT & 

BARRAL-NETTO, 1995). Embora amplamente distribuída no mundo, a LV ocorre 

principalmente nas regiões tropicais e subtropicais da Ásia, Oriente Médio, África e 

Américas estando entre as três mais importantes enfermidades transmitidas por vetor e 

entre as seis endemias consideradas prioritárias no mundo, com uma incidência de 

500.000 novos casos humanos e aproximadamente 59.000 mortes por ano (DESJEUX et 

al., 2004,WHO, 2002). Na América Latina, a doença já foi descrita em doze países, 

sendo que o Brasil concentra 90% dos casos humanos (MILES et al. 1999) descritos em 

dezenove estados (FEITOSA et al. 2000). No Nordeste brasileiro, ocorre a maioria dos 

casos humanos (90%) (NASCIMENTO et al. 1996; FUNASA 2002) sendo a LV 

considerada um dos principais problemas de saúde pública (GENARO et al. 1996; 

MOURA et al. 1996).   

As espécies que podem causar a LV pertencem ao subgênero Leishmania sendo 

L. donovani e L. infantum prevalentes no Velho Mundo e L. chagasi no Novo Mundo. 

Embora diferentes no nome e origem geográfica, estudos moleculares mostram que L. 

infantum e L. chagasi são a mesma espécie (MAURÍCIO et al., 2000). No Brasil,  a LV 

é considerada uma doença negligenciada e os casos de LV são atribuídos a L. chagasi. 

O controle da LV fundamenta-se no diagnóstico e tratamento dos casos humanos, em 

atividades de educação em saúde, no combate ao vetor e na eliminação dos reservatórios 

(FUNASA, 2006). Contudo, essas medidas não têm demonstrado efetividade satisfatória 

para redução da incidência e na dispersão da doença (FUNASA, 2002).   
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1.2 Resposta imune na leishmaniose visceral 

A imunidade anti-leishmânia é mediada tanto pela via inata quanto pela via 

adaptativa. Os macrófagos desempenham um papel crucial na infecção por Leishmania  

participando na eliminação eficaz de parasitas. Paradoxalmente, a Leishmania utiliza a 

função fagocítica, como estratégia de interiorização e replicação dentro dos 

fagolisossomos (REINER et al., 1995). A internalização de Leishmania por macrófagos 

leva à produção de citocinas pró-inflamatórias e morte do parasita. A atividade 

subversiva dos parasitas neste processo é a inibição da produção de IL-12, necessária 

para a indução de IFN-, fundamental para a atividade leishmanicida do macrófago 

(AHUJA et al., 1999). A  produção de citocinas resulta no recrutamento de outras 

células pró-inflamatórias  para o local da infecção (BELKAID et al., 2000).  

As diferentes formas clínicas da leishmaniose podem ser influenciadas pela 

resposta imune do hospedeiro. O curso da infecção dependerá dos passos iniciais da 

infecção que são essenciais na determinação do desenvolvimento de uma resposta entre 

distintas subclasses de células T helper (Th) levando a respostas pró e anti-inflamatórias 

(HEINZEL et al., 1989; MILON et al., 1995).  

Após a infecção, células apresentadoras de anígenos irão secretar IFN-γ 

promovendo a diferenciação de células TCD4+ em células Th1 (SCOTT et al., 1998; 

SCOTT, 1991; REINER & LOCKSLEY, 1995). O TNF- também está envolvido na 

indução da ativação de macrófagos em sinergismo com IFN-, que leva a ativação de 

mecanismos leishmanicidas do macrófago pela síntese de óxido nítrico (MURRAY et 

al., 1983; LIEW et al., 1990), de radicais livres derivados do oxigênio e um aumento na 

concentração de enzimas lisossomais (MURRAY, 1981; CHANNON et al., 1984; 

PASSWELL et al., 1994). Além disso, o IFN- induz a ativação de células dendríticas e 

a secreção de IL-12 por células apresentadoras de antígenos que induzem a produção de 

IFN- por células T CD4+ (GUMY et al., 2004). A secreção de IL-12 pode ser 

desencadeada pela fagocitose do parasito e pode ser amplificada por IFN- 

(SUTERWAALA & MOSSER, 1999; MAROVICH et al., 2000), estabelecendo um 

feedback positivo (BELOSEVIC et al., 1989; HEINZEL et al., 1995).  

No entanto, a interleucina 4 (IL-4) e interleucina 13 (IL-13) inibem a produção 

de intermediários reativos de oxigênio em macrófagos ativados por IFN- (BOGDAN et 

al., 2000). Células T CD4
+
 e células T NK podem participar na produção de IL-4 nas 



17 
 

primeiras horas de infecção, e com isso modular a diferenciação para Th2 (VON DER 

WEID et al., 1996; BRANDT et al., 2000; NOBEN-TRAUTH et al., 2000).  

Neste contexto, a citocina regulatória IL-10, produzida por células T, B, 

macrófagos, células dendríticas e células epiteliais, representa um papel importante na 

progressão ou cura da doença. Inicialmente a IL-10 modula efetores Th1, e com a 

inibição da síntese de citocinas IL-1β, IL-6, IL-8 e TNF-, leva à redução na ativação 

de macrófagos e conseqüentemente a uma resposta Th2, promovendo uma infecção 

latente (BOGDAN et al., 1991; BELKAID et al., 2001).  

Pacientes humanos com LV apresentam níveis séricos altos de TNF-α e de IL-6 

que estão relacionadas com febre e astenia e o TNF-α pode contribuir para a perda de 

peso e acentuar a desnutrição nesses pacientes. O TGF- β está associado com a inibição 

da proliferação celular e pode ter papel importante na redução da produção de hemácias, 

neutrófilos e plaquetas pela medula óssea contribuindo para a patogênese da LV. As  

células mononucleares do sangue periférico (CMSP) não produzem IL-2, IL-12 ou IFN-

γ quando estimuladas com antígeno de Leishmania. Na doença aguda existe uma 

ausência ou baixa proliferação linfocitária e capacidade reduzida de produzir IFN- γ, 

fatores associados com a alta produção de IL-10, característica da LV. Também se 

observa uma ativação policlonal de linfócitos B, com produção exagerada de anticorpos, 

inclusive auto anticorpos, levando a um quadro de hipergamaglobulinemia e imuno-

complexos circulantes, que não participam da resistência à leishmaniose (BACELLAR 

et al. 2000).  

 

1.3 O hamster como modelo experimental na leishmaniose visceral 

Camundongos e hamsters têm sido amplamente empregados como modelos 

experimentais para o estudo da LV. Diferentes linhagens de camundongos são 

geneticamente susceptíveis ou resistentes à infecção por diferentes espécies de 

Leishmania. Entretanto, mesmo aqueles susceptíveis são capazes de controlar a infecção 

por L. donovani ou L. chagasi (BARBOSA JUNIOR et al., 1987), de forma que os 

modelos murinos não são ideais para se avaliar a infecção visceral, caracterizada por sua 

progressão e disseminação, geralmente vistas em humanos.  

Na realidade, nenhum modelo experimental irá reproduzir exatamente a 

patologia de seres humanos. Para cada animal de laboratório utilizado, o desfecho da 
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infecção dependerá de uma combinação de fatores como a espécie de Leishmania, a 

virulência do parasito, o volume do inóculo e a rota de infecção (HANDMAN et al. 

2001). No entanto, os hamsters têm sido utilizados para estudar diferentes formas de 

leishmaniose causadas por diversas espécies de parasitas (CHILDS et al., 1984; 

LINDOSO et al., 2004). Diferentes rotas de infecção também têm sido utilizadas, sendo 

as mais comuns a intradérmica, a intracardíaca e a intraperitoneal (MATHIAS et al., 

2001; SHARMA et al., 2004). 

Hamsters infectados com formas visceralizantes de Leishmania (L. donovani ou 

L. chagasi/infantum), apresentam uma infecção progressiva no fígado, baço e medula 

óssea levando a muitas das manifestações clínicas desenvolvidas por seres humanos. 

São observadas diferentes alterações clínico-laboratoriais como anemia, leucopenia, 

trombocitopenia, e caquexia associada com o acúmulo de parasitas nas vísceras, além de 

hipergamaglobulinemia e hepatoesplenomegalia; e, se nenhuma medida terapêutica for 

iniciada os animais podem ir a óbito (GOSH et al., 1987; PEARSON et al., 1990; 

MELBY et al., 2001). Contudo, muitos hamsters desenvolvem ascite severa antes de 

irem a óbito; e, estudos histológicos têm revelado a presença de glomerulonefrite 

mediada por imunocomplexos e amiloidose disseminada, que podem conduzir ao 

desenvolvimento de síndrome nefrótica (SARTORI et al., 1991) sendo a última um 

achado raro em seres humanos e em cães com leishmaniose visceral (PEARSON et al., 

1996). 

Esplenócitos de hamsters infectados com L. donovani expressam uma quantidade 

significante de citocinas do tipo Th1 como IFN-γ, IL-2 e TNF-α. Embora possuindo 

baixa ou nenhuma expressão de IL-4, quantidades substanciais de mRNA para TGF-β e 

IL-10 estão presentes. Além do mais, há uma expressão diminuída de mRNA para 

NOS2 e uma baixa geração de NO em hamsters infectados (MELBY et al., 2001). 

Assim, a incapacidade em controlar a infecção pode estar relacionada à falta das 

funções efetoras dos macrófagos infectados (PEREZ et al., 2006). 

Por serem altamente susceptíveis os hamsters têm sido utilizados em estudos de 

fármacos, vacinas e mecanismos de imunossupressão (BASU et al., 2005; GARG et al., 

2006). Além disso, são animais de fácil manipulação, de manutenção prática e de baixo 

custo, com possibilidade de obtenção em grande escala em curtos períodos de tempo e o 

tipo de resposta observada frente a estas infecções têm tornado estes vertebrados cada 

vez mais úteis em pesquisas. Entretanto, a carência de muitos reagentes e anticorpos 
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específicos de hamsters ainda constitui um obstáculo que vem sendo enfrentado, 

limitando as respostas obtidas planejadas em desenhos experimentais. Alguns destes 

obstáculos têm sido superados utilizando-se novas abordagens moleculares para a 

avaliação imunológica destes animais (MELBY et al., 2001). 

 

1.4 Vacinas para leishmaniose visceral 

Estudos em vacinologia têm sido realizados com a intenção de criar uma nova 

estratégia eficiente para o controle e erradicação da LV (MODABBER, 1990; SANTOS 

et al., 2002), a qual poderia proteger não somente os animais, como também, o homem, 

interferindo diretamente, ou indiretamente na cadeia epidemiológica de transmissão 

dessa importante endemia (MONJOUR et al., 1985; MARZOCHI et al., 1985; 

ASHFORD, 1996). No entanto, estes estudos apresentaram graus variados de proteção, 

o que tem incentivado a busca de novos imunógenos que possam proporcionar uma 

intervenção vacinal eficaz para o controle da LV (HANDMAN, 2001). 

Em geral, as vacinas para Leishmaniose são divididas em três categorias quanto 

ao processo de produção: (i) vacinas de primeira geração, onde foram empregadas 

preparações antigênicas tipicamente constituídas por antígenos brutos; (ii) vacinas de 

segunda geração, que consistem de parasitos vivos geneticamente modificados, 

bactérias ou vírus recombinantes como vetores de expressão e antígenos recombinantes 

e (iii) vacinas de terceira geração, que incluem as vacinas de DNA (PALATNIK-DE-

SOUSA, 2008). Muito tem se trabalhado para a caracterização de antígenos parasitários 

capazes de induzir respostas imunes protetoras, possibilitando a produção de vacinas 

mais efetivas. Nesse contexto, as vacinas de segunda e terceira geração têm sido 

bastante exploradas (HANDMAN, 2001).  

 

1.4.1 Vacinas empregando antígenos recombinantes   

As proteínas recombinantes foram testadas isoladamente ou em combinação, 

sendo que na maioria das vezes para se obter o resultado desejado é necessário a 

formulação com adjuvante. Apesar de diferentes estudos utilizando antígenos 

recombinantes já terem sido realizados na intenção de se desenvolver uma vacina contra 

a LV, apenas alguns ofereceram um grau considerável de proteção. Entre os antígenos 
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testados, podemos destacar a proteína de superfície rHASPB1, que foi capaz de conferir 

proteção em camundongos contra desafio experimental com L. donovani, sem uso de 

adjuvante (STAGER et al., 2000). A Leish-111f, uma proteína de fusão composta de 

três antígenos TSA (proteína oxidante tiol especifico), LmSTI1 (proteína estresse 

induzível da L. major) e LeIF (Fator de Iniciação de Leishmania) fundidos, formulados 

com o adjuvante MPL-SE9(Lipídio A do LPS atenuado) que protegeu camundongos 

contra LC e LV (COLER et al., 2002, SKEIKY et al., 2002, COLER et al., 2007). 

Entretanto, com o uso de outros adjuvantes, esta formulação não conferiu proteção em 

cães infectados naturalmente com L. infantum (GRADONI et al., 2005).  

A proteína P é formada por uma família de inúmeras proteínas ácidas 

ribossomais, que se encontra dentro das subunidades ribossomais 60S (TOWBIN et al., 

1982). Em eucariotos, a família da proteína P, consiste em três membros, P0, P1 e P2, 

que formam um complexo pentamérico, em que homodímeros P1/P2 estão ligados a 

uma única proteína P0, através de sua porção terminal NH2 (UCHIMI et al., 1990). 

Estudos de inibição com anticorpos e depleção de subunidades da proteína P 

demonstraram que estas proteínas participam nas sínteses de outras proteínas (STACEY 

et al., 1988). 

A proteína ácida ribossomal de L. infantum (LiP0)  é um componente estrutural 

da subunidade maior  do ribossomo e foi descrita como um antígeno imunodominante, 

capaz de induzir respostas imunes, observando-se a presença de anticorpos específicos  

em soro de pacientes e cães infectados com L. chagasi - L. infantum (IBORRA et al., 

2005). 

Em um trabalho utilizando-se a região C-terminal da LiP0 presente em uma 

proteína multicomponente administrada com BCG como adjuvante observou-se 

proteção em cães contra infecção por L. infantum (MOLANO et al., 2003). Em outro 

estudo, neste caso utilizando-se camundongos imunizados com rLiP0 (proteína 

recombinante), detectou-se em esplenócitos e células do linfonodo uma maior produção 

de IFN-γ, sem, no entanto conferir proteção  (IBORRA et al., 2003).  

Posteriormente, observou-se em camundongos, a eficácia da administração da 

rLiP0 associada a oligodeoxynucleotideos de CpG. Quando utilizados como adjuvantes 

vacinais, apresentam efeitos potentes em respostas imunes celulares, induzindo proteção 

de longo prazo. Foi demonstrado nessa associação, proteção contra a reprodução do 
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parasito associada à produção de IFN- γ, indução de resposta Th1, sem prevenir, no 

entanto, resposta do tipo Th2 (IBORRA et al., 2005). 

Da mesma forma, este mesmo grupo mostrou que a imunização de camundongos 

com proteínas ribossomais (LRP) de Leishmania combinadas com CpG ODN como 

adjuvante induziram uma resposta Th1 específica com produção de anticorpos anti-LRP 

e IFN-γ, mas não IL-4 após estimulação in vitro de esplenócitos. Após a infecção, foi 

detectada a presença de IL-12 dependente da produção de IFN-γ e uma produção 

reduzida de IL-4 e IL-10 a qual foi associada à proteção (IBORRA et al., 2008).  

Mais recentemente, Ramirez e colaboradores (2009) avaliaram a proteção a 

longo prazo conferida pela rLiP0 e mostraram que camundongos imunizados foram 

capazes de controlar uma reinfecção por L. major, reforçando a idéia que a proteína 

LiP0 é um candidato promissor para estudo no desenvolvimento de vacinas tanto para 

LC quanto para LV.  

 

1.4.2 Vacinas empregando bactérias ou vírus recombinantes como vetores de 

expressão 

Uma nova abordagem das vacinas de segunda geração é o uso de vírus ou 

bactérias recombinantes expressando antígenos de Leishmania, onde bactérias (BCG, 

Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes) ou vírus (vaccinia virus) são 

utilizado como vetores de expressão e sistema adjuvante. A utilização destes 

microorganismos visa a atrair células para o sítio da imunização e induzem a secreção 

de citocinas pró-inflamatórias como IL-12 (FLESCH & KAUFMANN 1995) e IFN-γ 

(LAGRANDERIE et al., 1996).  

Foi estudada em camundongos BALB/c uma vacina administrada por via oral, 

onde se utilizou uma cepa atenuada de Salmonella typhimurium expressando o gene que 

codifica a proteína de superfície gp63 de L. major. Esta vacina induziu uma forte 

resposta Th1 ao antígeno e mostrou boa proteção após desafio com L.major em 

camundongos BALB/c (XU et al., 1995). Em outro estudo utilizando uma abordagem 

experimental similar, a imunização de camundongos BALB/c com Toxoplasma gondii 

ts-4 transgênico que expressa a KMP-11 levou a proteção dos animais contra a infecção 

por L. major (RAMIREZ et al., 2002). 
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De forma semelhante, o vírus Vaccínia, quando empregado como vetor 

expressando as proteínas de superfície de promastigotas GP46/M-2/PSA-2, induziu 

proteção contra posterior desafio por L. amazonensis (MCMAHON-PRATT et al., 

1993). Este mesmo vírus, expressando o antígeno LACK (receptor homólogo da 

quinase C ativada de Leishmania), protegeu cães contra infecção por L. infantum 

(RAMIRO et al., 2003). Finalmente, a utilização desta mesma formulação protegeu 

camundongos contra L. major, utilizando uma estratégia prime-boost (sensibilização e 

reforço) (GONZALO et al., 2002). 

 

1.4.2.1 Mycobacterium como Vetor de Expressão 

O bacillus Calmette-Guérin (BCG), é uma forma atenuada de Mycobacterium 

bovis. É a vacina mais utilizada no mundo, tendo sido administrada a 3 bilhões de 

indivíduos desde 1948, com baixa freqüência de efeitos adversos sérios.  Além disso, 

esta micobactéria funciona como um excelente adjuvante, pois é capaz de induzir uma 

resposta imune tanto humoral quanto celular e vem sendo utilizada no desenvolvimento 

de vacinas contra diferentes patógenos. A partir de uma única dose, que pode ser 

aplicada logo após o nascimento, pode-se produzir uma imunidade de longa duração 

que irá persistir por até 10 anos (OHARA, YAMADA 2001).  

O BCG já foi testado experimentalmente como candidato vacinal expressando 

diversos antígenos de diferentes de microrganismos como vírus (HIV), bactérias 

(Clostridium tetani, Borrelia burgdoferi, Streptococcus pneumoniae) e parasitas 

(Plasmodium falciparum, L. major e L. chagasi, Schistosoma mansoni) (OHARA, 

YAMADA 2001). 

A primeira proteína recombinante de Leishmania a ser expressa em diferentes 

vetores de expressão foi a gp63, uma metaloproteinase expressa na superfície de 

promastigotas de L. major, e quando utilizado como proteína recombinante, não 

protegeu camundongos contra a infecção por L. major (HANDMAN et al., 1990). 

Entretanto, a imunização utilizando o gp63 expresso em BCG induziu significante 

proteção em camundongos quando desafiados com L. major (ABDELHAK et al., 1995) 

e promastigotas e amastigotas de L. mexicana (CONNEL et al., 1993).  

Mais recentemente, o LCR1, antígeno extraído de uma biblioteca de cDNA de 

amastigotas de L. chagasi, que estimulam a proliferação de linfócitos T, também foi 
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expresso em BCG e conferiu proteção parcial em camundongos imunizados por via 

subcutânea e desafiados com L. chagasi (STREIT et al., 2000). No entanto, o BCG é 

uma micobactéria patogênica e de crescimento lento, necessitando 3 a 6 semanas de 

cultivo em meio sólido (OHARA, YAMADA 2001). Nesse contexto, a busca por novas 

alternativas se faz necessário. 

Alternativamente, o Mycobacterium smegmatis (M. smegmatis), é uma 

micobactéria de baixa patogenicidade que apresenta crescimento rápido, podendo 

propagar uma geração a cada 1-3 horas. Possui uma poderosa capacidade adjuvante, já 

sendo utilizado como modelo para M. tuberculosis e para outros genes estrangeiros, 

apresentando um alto nível de expressão. Diferentemente de outras espécies de 

micobactérias, como o BCG que sobrevive nas células do hospedeiro por inibição do 

amadurecimento do fagossomo, M. smegmatis é rapidamente destruído pelas proteases 

dos fagossomos de células infectadas, facilitando uma rápida absorção dos antígenos 

expressos e uma apresentação cruzada do antígeno (LÜ et al., 2009).  

M. smegmatis recombinante (rM. smegmatis) já foi testado experimentalmente 

como candidato vacinal para M. tuberculosis, como um sistema de expressão alternativo 

para BCG ou M. tuberculosis, e na imunoterapia contra o câncer expressando citocinas 

(LÜ  et al., 2009). Em outro estudo rM.smegmatis expressando Omp26,  uma proteína 

de membrana dea Helicobacter pylori conferiu proteção em camundongos após desafio 

com ( LÜ  et al., 2009).  

Mais recentemente foi publicado um estudo em que a imunização com  

rM.smegmatis expressando a fusão duas proteínas de M. tuberculosis fundidas ESAT6-

CFP10 conferiu a mesma proteção que o BCG em camundongos desafiados com M. 

tuberculosis (ZHANG et al., 2010), tornando-se um bom candidato para substituição do 

BCG. No entanto, até o momento, nunca havia sido testada alguma forma de 

imunização utilizando-se o rM. smegmastis como vetor de expressão de antígenos para 

profilaxia da leishmaniose. 

 

1.4.3 Vacinas de DNA 

Vacinas de DNA, também conhecidas como vacinas “genéticas”, “de ácidos 

nucléicos” ou “de polinucleotídeo”, capacitam a produção de antígenos in vivo. Elas 

permitem a expressão de proteínas em células de mamíferos após a introdução das 
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construções de DNA codificando a proteína a ser testada. O DNA plasmidial é 

absorvido pela célula e translocado até o núcleo, onde é transcrito e posteriormente 

traduzido no citoplasma. A eficiência da captação e da expressão do DNA plasmidial é 

extremamente baixa, mas é suficiente para induzir uma resposta imune celular e 

humoral (GURUNATHAN et al., 2000).  

A possibilidade de manipular o DNA possibilita a criação de vacinas desenhadas 

para a geração de moléculas co-estimulatórias, citocinas ou de direcionar a produção de 

proteínas alvo em compartimentos celulares desejados. Estes fatores podem direcionar o 

tipo de resposta imune a ser desenvolvida. Adicionalmente, também é possível gerar 

vacinas de DNA multicompetentes, capazes de codificar diferentes antígenos e 

estimular a geração de imunidade contra uma variedade de patógenos ou fases do ciclo 

celular de um mesmo agressor, tornando a vacina de DNA uma estratégia atraente para 

o desenvolvimento de vacinas contra a leishmaniose. A velocidade com que a 

manipulação gênica pode ser conduzida pode oferecer uma produção rápida de 

diferentes tipos de vacinas. Outras vantagens oferecidas pelos plasmídeos de DNA em 

relação às formulações com proteínas são facilidades de estoque sem perda de potência 

e possibilidade de produção em larga escala com custo relativamente baixo (AZEVEDO 

et al., 1999; OLIVEIRA et al., 1999; GARMORY et al., 2005).    

Diferentes antígenos têm sido testados almejando uma proteção contra a LV 

(MORENO et al., 2007). Dentre os antígenos de Leishmania que exibiram atividade 

protetora quando administrados como vacinas de DNA, destacam-se as proteínas de 

membrana e várias proteínas intracelulares, tais como as histonas nucleossomais, 

proteínas de choque térmico e diferentes proteínas ribossomais (DUMONTEIL, 2007; 

KHAMESIPOUR et al., 2006). 

O potencial protetor do antígeno LACK foi demonstrado contra a infecção por L. 

major (GURUNATHAN et al., 1997). Utilizando modelo murino, este mesmo grupo 

demonstrou que, embora a vacina de DNA expressando LACK induzisse uma forte 

resposta imune do tipo Th1, ela não protegeu contra o desafio por L. donovani (MELBY 

et al,. 2001). Em contrapartida, Gomes e colaboradores, em 2007, demonstraram que a 

administração por via intranasal do DNA que codifica o LACK induziu proteção de 

camundongos contra a infecção por L. chagasi.  
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Da mesma forma, a proteína ácida ribossomal LiP0 quando administrada como 

vacina de DNA conferiu proteção em camundongos desafiados com L. major. Nesse 

estudo, apesar de não ter sido detectada a presença de anticorpos anti-LiP0, foi 

observado tanto em esplenócitos quanto em células do linfonodo um aumento na 

produção de IFN-γ (IBORRA et al., 2003).  

Apesar dos ensaios clínicos realizados até o momento terem apontado que as 

vacinas de DNA são bem toleradas e seguras, elas não foram capazes de demonstrar 

imunogenicidade suficiente em seres humanos (LU et al., 2008). Assim, na tentativa de 

aperfeiçoamento da vacina de DNA, surgiu a metodologia denominada prime-boost. 

Nesta estratégia, há uma primeira exposição ao antígeno seguida de um reforço, que 

podem ou não ser diferentes entre si. No caso da imunização homóloga, a primeira 

exposição e o reforço são do mesmo componente por exemplo, DNA que codifica o 

antígeno ou a proteína recombinante. Na imunização heteróloga há uma combinação 

destes diferentes componentes, potencializando assim a resposta imune (RAMSHAW et 

al., 2000). 

A estratégia prime-boost tem se mostrado promissora no desenvolvimento de 

vacinas contra a leishmaniose. De fato, quando a imunização com LACK foi feita de 

maneira heteróloga (DNA/proteína) em cães, estes apresentaram proteção contra a LV 

causada por L. infantum. Essa proteção foi correlacionada à ausência de sintomas, 

presença de anticorpos anti-Leishmania em baixa quantidade, maior grau de ativação de 

células T e maior produção de citocinas do tipo Th1 (RAMOS et al., 2008). 

Já, IBORRA e colaboradores (2005) empregaram esta estratégia utilizando 

plasmídeo de DNA (pcDNA3-LiP0) seguido de proteína recombinante (rLiP0). Esta 

estratégia levou a uma resposta imune humoral predominantemente do tipo Th2, com 

preponderância de Imunoglobulinas do tipo IgG2. No entanto, apesar de proteger 

camundongos C5BL/6 contra leishmaniose cutânea, não preveniu a progressão da 

doença em BALB/c após desafio com L. major. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

As espécies de Leishmania que infectam o homem estão presentes em quase 

todos os continentes e são endêmicas em 88 países. A incidência anual estimada é de 

aproximadamente 1.5 milhões de casos de LT e 500.000 casos de LV (WHO, 2005) e a 

incidência da doença em pacientes imunocomprometidos vêm aumentando. As drogas 

utilizadas para o tratamento para leishmaniose além de possuírem alto custo e elevada 

toxicidade, têm gerado resistência em muitas cepas de Leishmania. A atual estratégia de 

controle da LV preconizada pela Organização Mundial de Saúde está baseada na 

detecção e eliminação de cães infectados, associado ao tratamento dos casos humanos e 

ao controle vetorial (TESH,1995). Como essas medidas de controle têm sido 

parcialmente efetivas, o desenvolvimento de vacinas tem sido considerado como 

prioritário pela Organização Mundial de Saúde. Esses fatores demonstram que a 

elaboração de uma vacina, tanto para humanos como para cães, seria a melhor estratégia 

para o controle da doença. A utilização de vacinas no mundo foi proposta como medida 

prática em Saúde Pública para o controle de várias doenças em distintas situações 

epidemiológicas. A viabilidade de uma vacina poderia causar um impacto no controle 

da doença diminuindo a freqüência da infecção humana (MODABBER, 1990; 

HOMMEL et al., 1995). 

Duas formulações vacinais contra a leishmaniose visceral canina (LVC) foram 

lançadas, somente no Brasil, a primeira a partir do antígeno Fucose Manose Ligante, 

extraído de promastigotas de L. donovani, que demonstrou alguma eficácia contra a 

LVC (DA SILVA et al., 2001; BORJA-CABRERA et al., 2002). No entanto, o 

Ministério da Saúde determina que a esta vacina não seja utilizada como medida de 

controle da LV no Brasil, considerando que animais vacinados apresentam 

soroconversão, dificultando na diferenciação entre animais infectados e vacinados. 

(BRASIL – MINISTÉRIO DA SAÚDE - NOTA TÉCNICA, 26 DE NOVEMBRO DE 

2003). A segunda, composta do antígeno extraído de amastigotas de Leishmania (A2), 

apesar de não gerar soroconversão conferiu proteção parcial em cães imunizados e 

posteriormente infectados (FERNANDES et al., 2008). 

Com este propósito, neste trabalho, pretendemos avaliar se Mycobacterium 

smegmatis recombinante expressando o gene que codifica a proteína ácida ribossomal 
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de L.infantum (LiP0), bem como a LiP0 como vacina de DNA utilizando tanto como 

estratégia homóloga como heteróloga, atuam na diminuição da carga parasitária em 

hamsters quando estes forem desafiados  com L. chagasi. 
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3. HIPÓTESE 

 

A imunização com M. smegmatis recombinante, expressando o gene que codifica 

a proteína ácida ribossomal de Leishmania infantum (LiP0), bem como o plasmídeo e/ou 

proteína LiP0 utilizando estratégia homóloga (composta de plasmídeo de DNA) e heteróloga 

(composta de plasmídeo de DNA adicionado a proteína recombinante e CpG), confere 

proteção contra a LV em hamsters, reduzindo a carga parasitária contra infecção por L. 

chagasi. 

 

4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo Geral 

 

4.1.1 Desenvolvimento de vacinas, utilizando rMycobacterium smegmatis, 

expressando o gene que codifica a LiP0;  

 

4.1.2 Imunização com vacinas de DNA que codificam a LiP0 utilizando-se 

duas estratégias: a homóloga e heteróloga.  

 

4.2 Objetivos Específicos 

 

4.2.1 Avaliação da infecção experimental de hamsters com L. chagasi por 

diferentes vias 

 

4.2.2 Clonagem e expressão dos antígenos LiP0 de Leishmania infantum 

expresso em Mycobacterium smegmatis recombinante; 

 

4.2.3 Avaliar a imunogenicidade de Mycobacterium smegmatis 

recombinante, 
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4.2.4 Avaliar a capacidade imunoprotetora das imunizações com 

rMycobacterium smegmatis expressando o gene que codifica a proteína 

LiP0 contra a infecção por L. chagasi em hamsters; 

 

 

4.2.5 Avaliar a capacidade imunoprotetora das imunizações homóloga, 

utilizando-se plasmídeo de DNA que codifica a LiP0, e heteróloga, 

utilizando plasmídeo de DNA que codifica a LiP0, seguido de reforço com a 

proteína recombinante em combinação com imunomoduladores (CpG 

ODN), contra a infecção por L. chagasi em hamsters; 

 

4.2.6 Avaliar o melhor candidato vacinal, considerando-se um bom 

candidato, aquele que reduz a carga parasitária em pelo menos 80%. 
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5. DESENHO EXPERIMENTAL 

 

5.1 Avaliação da melhor via de infecção 

 

 

  

5.2 Imunização com rM.smegmatis 
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5.3 Imunização pcDNA3LiP0 
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6. MATERIAL E MÉTODOS 

 

6.1 Animais 

Hamsters (Mesocricetus auratus) da raça Golden Syrius, machos, com idade 

entre 2 e 4 meses foram obtidos do biotério do Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz 

(CPqGM – FIOCRUZ). Os procedimentos experimentais foram avaliados e aprovados 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do CPqGM, protocolado com a 

numeração L-IGM-011/09. 

 

6.2 Parasitas 

Promastigotas de Leishmania chagasi (MCAN/BR/00/BA262) foram cultivados 

em estufa BOD a 23ºC em meio de cultura de insetos Schneider’s (LGC, São Paulo, 

BRA) suplementados com soro bovino fetal a 10% (Crispion, Brasil), 2 mM de L-

glutamina, 100 UI/mL de penicilina e 100U/mL de estreptomicina (Sigma, EUA). 

 

6.3 Expansão de rM. smegmatis 

Os ensaios de clonagem e expressão de LiP0 em Mycobacterium recombinante 

foram realizados pelo Dr. Ivan P. Nascimento (Laboratório Integrado de Microbiologia 

e Imunoregulação) – CPqGM. O genes do antígeno foi clonado em vetores de expressão 

para micobactéria dirigidos pelo promotor mutado da β-lactamase de M. fortuitum, 

pBlaF, e contendo o marcador de seleção para kanamicina. A expressão dos antígenos 

foi analisada por Western blotting, utilizando-se soro de coelho previamente imunizado 

com LiP0. Para a expansão de M. smegmatis sem inserto, foi utilizado 20 mL de meio 

líquido de meio Middlebrook 7H9 (Difco
TM

) em um tubo Falcon de 50mLe adicionou-

se 50 µL da colônia do M. smegmatis. Para o rM. smegmatis LiP0 foi utilizado 10µL do 

antibiótico Kanamicina 40% em 20 mL meio de Middlebrook 7H9. As bactérias foram 

levadas ao agitador 180 rpm/72h a 37ºC. Posteriormente, as amostras foram sonicadas 
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por três minutos e mantidas a -20
0
C até serem utilizadas para as técnicas de ELISA e 

Western Blotting.  

6.4 Western Blotting para detecção da expressão do gene da LiP0 

expressa pelo rM.smegmatis  

Foi realizada eletroforese em gel SDS-PAGE (acrilamida/bisacrilamida 29:1), 

com o gel de separação a 12%. Preparou-se um tampão contendo 1,5 M tris-HCl, com 

pH 8,8 e 0,4% de SDS e o gel de empilhamento (stacking Gel). A composição do 

tampão de eletroforese foi 25 mM de Tris-HCl pH 8,3, 200 mM de glicina e 1% de 

SDS. A eletroforese das proteínas foi realizada a 70 Volts em gel 14cm X 16 cm com 

duração de 16 horas. As bandas protéicas foram transferidas para a membrana de 

nitrocelulose, utilizando-se tampão com 25 mM de Tris, 193 mM de glicina e 20% de 

metanol. A transferência foi feita em cuba (Hoeffer-Scientific), por 2 horas, a 18 A. A 

membrana de nitrocelulose, foi bloqueada por 2 horas em uma solução constituída de 

leite em pó desnatado a 5% em tampão TBS (10 mM de Tris-HCl pH 7,4 e 0,9% de 

NaCl), à temperatura ambiente sob agitação leve e depois lavada 2 vezes em tampão 

TBS-Tween 0,2% por 10 minutos. Em seguida, a membrana foi incubada com o soro de 

coelho anti-LiP0, diluído 1/2000 em leite em pó desnatado a 5% em tampão TBS, por 

16 horas à temperatura de 2 a 8ºC. Após este período, a membrana foi lavada 3 vezes 

(15 minutos em cada lavagem), em tampão PBS-Tween 0,05%, sob agitação leve em 

temperatura ambiente. Posteriormente, procedeu-se a incubação com o anticorpo 

secundário iGG anti-coelho conjugado a fosfatase alcalina, diluído 1/4.000 em leite em 

pó desnatado no tampão de incubação, por duas horas, à temperatura ambiente, sob 

agitação suave. A seguir, lavou-se a membrana seis vezes (15 minutos em cada 

lavagem) em PBS-Tween. Para revelação das bandas, utilizou-se 4 ml do revelador 

Western Blue (Promega) e a reação foi interrompida pela adição de água destilada.  

 

6.5 Proteína recombinante e pcDNA3-LiP0  

 

A proteína recombinante de Leishmania infantum (LiP0), bem como o plasmídeo 

contendo inserto que codifica o gene da  LiP0 de Leishmania infantum (pcDNA3-LiP0) 

e o plasmídeo vazio (pcDNA3) foram gentilmente cedidos pelo Dr. Manoel Soto, da 
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Universidad Autonoma de Madrid, Espanha. Bactérias linhagem de Escherichia coli 

competentes foram transformadas com os plasmídeos e a purificação dos mesmos foi 

realizada utilizando-se um kit de isolamento de plasmídeo “Giga Prep Endofree” 

(Qiagen, Alemanha) de acordo com as recomendações do fabricante.  

 

6.6 Imunizações 

 

6.6.1 Imunização com rM.smegmatis 

Grupos de 15 hamsters Golden Syrius foram imunizados com 10
6 

UFC de M. 

smegmatis vazio ou expressando a proteína (LiP0), injetando-se por via intradérmica na 

orelha esquerda um volume de 20μL,  utilizando-se agulha de 29G (BD Ultra-Fine, NJ, 

USA). O mesmo volume de solução salina foi inoculado nos animais controles. Cada 

grupo foi vacinado duas vezes com um intervalo de 30 dias entre as imunizações.   

 

6.6.2 Imunização pcDNA3-LiP0 

Nas imunizações com plasmídeos recombinantes (pcDNA3 ou pcDNA3-LiP0), 

os hamsters foram imunizados três vezes, pela via intramuscular, no membro posterior 

direito, com intervalos de 15 dias entre as imunizações. Cada animal recebeu 100 μg de  

pcDNA3-LiP0 ou 100 μg de pcDNA3, em um volume de 50 μL (IBORRA et al., 2003).  

Nas imunizações com plasmídeo recombinante (pcDNA3-LiP0) e proteína 

recombinante (rLiP0), os animais foram injetados com 100 μg  de plasmídeo 

recombinante (pcDNA3-LiP0), duas vezes, com intervalo de 15 dias, no membro 

posterior direito, pela via intramuscular. Quinze dias após a segunda imunização os 

animais receberam pela via intradérmica, na orelha direita, 10 μg de proteína 

recombinante (rLiP0) (IBORRA et al., 2003) mais 1 nM de CpG ODN 1826 (18-24 pb - 

5´TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT-3´ mol wt 6364,1G/mol) (SANE et al, 2010), 

em um volume de 20 μL. O mesmo volume de solução salina foi inoculado nos animais 

controles. Para as imunizações, foram utilizadas seringas de insulina BD ULTRAFINE 

(BD Pharmingen, EUA) e agulha hipodérmica de 30G (271/2G). Quinze dias após a 

última imunização, amostras de sangue foram coletadas para a realização de análises de 
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ELISA para detecção de anticorpos IgG anti-M.smegmatis e IgG anti-LiP0. Cada grupo 

era composto de 15 animais. 

6.7 ELISA para detecção de IgG anti-M. smegmatis e IgG anti-LiP0 

Para os animais imunizados com M. smegmatis ou rM. smegmatis LiP0 os títulos 

de anticorpos foram mensurados antes da primeira imunização e 15 dias após a primeira 

e segunda imunizações. Para os animais imunizados com plasmídeo recombinante 

(pcDNA3 ou pcDNA3-LiP0), tanto na estratégia homóloga como heteróloga. Os títulos 

de anticorpos foram mensurados antes da primeira imunização e após a terceira 

imunização.  

Para realização do ELISA anti-M. smegmatis, placas de 96 poços (Nunc, New 

York, USA) foram sensibilizadas com um 2 μg/ml de M. smegmatis sonicado três 

minutos em tampão carbonato-bicarbonato pH 9.6, 100μL/poço e incubadas  durante à 

noite a 4 ºC. Para realização do ELISA anti-LiP0 as placas de 96 poços foram 

sensibilizadas com 1μg/mL de LiP0 em tampão carbonato-bicarbonato pH 9.6, 

100μL/poço incubadas durante à noite a 4 ºC. 

Foram realizadas três lavagens com 250μl/poço, de PBS Tween 20 0,05% e os sítios 

inespecíficos foram bloqueados, utilizando-se 200μl/poço de PBS Tween BSA  1% por 2h a 

37ºC. Foram realizadas mais quatro lavagens com PBS Tween 0,05% (250μl/poço) e 

adicionou-se 100μL/poço dos soros diluídos a 1/100 em PBS Tween 0,05% e incubou-se por 

1h a 37ºC.  Após 3 lavagens com PBS Tween  0,05% (250μl/poço), adicionou-se 100μl/poço 

do anticorpo anti-imunoglobulina G (IgG) total de hamster diluído a 1/1.000 em PBS Tween 

0,05% e as placas foram incubadas 1h a 37ºC. Em seguida, as placas foram lavadas 3 vezes 

com PBS Tween 0,05% e incubadas com 100μl/poço do substrato p-nitrofenil fosfato na 

concentração de 1mg/mL dissolvido em tampão carbonato-bicarbonato com 0.2 mM de 

cloreto de magnésio pH 9.6 por 15 minutos à temperatura ambiente. A reação colorimétrica 

foi interrompida após adição de 50μl/poço de  NaOH 3M. A leitura das placas foi realizada 

espectofotometro SpectraMax 190 (Toronto, Canadá) (450nm) e analisado pelo software 

SoftMax Pro v5 (Toronto, Canadá). Os resultados foram expressos em densidade ótica (OD). 
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6.8 Infecção  

Para a infecção experimental, utilizamos promastigotas estacionárias de L. 

chagasi (de 6 a 7 dias de cultura), a qual foi avaliada através de contagens diárias. Os 

parasitas foram lavados com salina à 1700g por 4 minutos a 4ºC. O sedimento obtido foi 

lavado com salina a 1700g por 10 minutos a 4ºC por mais três vezes e re-suspensos na 

concentração de 1x10
7
/mL.  

 

6.8.1 Avaliação da melhor via de Infecção 

Sessenta hamsters foram infectados com 10
5
 promastigotas de L. chagasi, 

obtidas em fase estacionária da cultura, divididos em três grupos de 15 hamsters cada 

um, classificados segundo a via de infecção: infecção por via intradérmica, na face 

externa da orelha direita; infecção por via intraperitoneal e infecção por via endovenosa. 

Para este procedimento foram utilizadas seringas de insulina com agulha 29G de calibre 

(BD Ultra-Fine). 

 

6.8.2 Infecção por via endovenosa 

 

A via endovenosa foi escolhida por esta ter resultado em maior carga parasitária 

em menor intervalo de tempo, quando comparado às demais vias de infecção. Trinta 

dias após a última imunização, os hamsters foram desafiados por via endovenosa com 

1x10
5
 promastigotas de L. chagasi utilizando-se seringas com agulhas de 29G em 

volume de 20μL por animal.  

 

6.9 Determinação da carga parasitária por diluição limitante 

Todos os animais foram eutanasiados em câmara de CO2, segundo protocolo do 

CEUA do CPqGM. Os hamsters do experimento avaliação da melhor via de infecção 

foram eutanasiados nos tempos 30, 60 e 90 dias após o desafio. Os animais imunizados 

com Mycobacterium ou plasmídeo de DNA foram eutanasiados nos intervalos de 25, 50 
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e 75 dias após o desafio. Durante a necropsia dos animais foram coletados baço, fígado 

e linfonodo submandibular. O baço e fígado foram pesados e retirou-se um fragmento 

de 0,035 a 0,045g. As amostras foram posteriormente maceradas com 1 mL meio 

Schneider (Sigma, St Louis, MO, USA) em peneira ultrafina descartável e 

homogeneizadas, com 4 ml de meio Schneider (Sigma, St Louis, MO, USA), 

suplementado com soro bovino fetal a 10%, 2 mM de L-glutamina, 100 UI/mL de 

penicilina e 100U/mL de estreptomicina (Gibco, Carlsbad, CA, USA).  Ao macerado do 

linfonodo foi adicionado 2mL de solução salina para lavagem das células (300g por 10 

minutos a 4ºC), que, em seguida, foram resuspensas em 1mL de meio completo para 

contagem de 10
7
 células.  Foi realizada diluição seriada dos homogeneizados com 

diluições seriadas de 1:5 à 1:1000 em placas de 96 poços contendo meio sólido NNN 

ágar sangue (Novy-MacNeall-Nicolle) (NICOLLE, 1909). Seis replicações foram feitas 

para cada diluição. As placas foram analisadas em microscópio invertido para 

verificação do aparecimento de formas promastigotas de L.chagasi, a partir do terceiro 

até o décimo dia de cultura. Neste período, as placas foram incubadas numa estufa BOD 

a 23 
o
C. A carga parasitária do baço, fígado e linfonodos foi analisada utilizando a 

técnica de diluição limitante descrita previamente por TITUS et al. (1991) e a 

determinação da carga parasitária baseada na diluição limitante foi estimada utilizando-

se o programa ELIDA (LIMA et al., 1997).  

 

6.10 Extração de RNA e Preparo do cDNA para Detecção de Citocinas 

As células do linfonodo dos hamsters foram utilizadas para obtenção de RNA 

para se verificar a produção de citocinas. O RNA total foi extraído utilizando-se o 

reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), de acordo com as recomendações do 

fabricante. Após a contagem das células do linfonodo, uma alíquota dói separada para a 

determinação da carga parasitária e as demais foram centrifugadas a 300 g por 10 

minutos a 4ºC. Em seguida, foram ressuspensas em 300μL de Trizol para liberação do 

RNA. O RNA foi isolado e precipitado na presença de clorofórmio e isopropanol. Após 

lavagem com etanol a 70% e a 100%, o RNA foi dissolvido em água tratada com 

dietilpirocarbonato. A concentração e purificação do RNA foram determinadas por 

leitura em espectofotômetro utilizando-se comprimentos de ondas de A260 e A280 nm. 

Após a quantificação, o material foi mantido a -70ºC. A síntese de cDNA foi realizada 
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acrescentando-se 2μg de RNA a 30μL de uma mistura contendo oligonucleotídeos (dt) 

12-18, 2,5 μM, dNTPs, 1mM (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), tampão 1X (Tris-HCl 

20mM, pH 8,4, KCl 50 mM, MgCl2 2mM), 20U de inibidor de ribonuclease e 50U da 

transcriptase reversa Superscript II (Gibco, Carlsbad, CA, USA). A reação foi incubada 

no termociclador a uma temperatura de 42ºC durante 50 minutos. Esta reação foi 

interrompida a uma temperatura de 95ºC durante 5 minutos. Em seguida as amostras de 

cDNA foram armazenadas a -20°C até o momento do uso. 

 

6.11 Quantificação da Produção de Citocinas por PCR em Tempo Real 

Os primers (iniciadores) utilizados nas reações de amplificação foram 

desenhados pelo programa Primer Express (Applied Biosystems, EUA). O tamanho dos 

primers variou de 18 a 23 bases, a temperatura de anelamento (Tm, do inglês “melting 

temperature”) de 59º-61ºC e o conteúdo de GC de 40-60% e foram utilizados na 

concentração de 250nM. O tamanho dos produtos de amplificação gerados variou de 90 

a 110pb e Tm 75º- 85ºC. As reações de PCR em tempo real foram realizadas em placas 

de 96 poços, usando o reagente “SYBR-Green PCR Master MIX” (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA) e o equipamento “Perkin-Elmer ABI Prism 7500 Sequence 

Detection System”. A reação foi realizada em 40 ciclos de 15 segundos a 94ºC e 1 

minuto a 60ºC, de acordo com o manual do fabricante ABI PRISM 7500. A 

determinação da intensidade de fluorescência na reação foi feita pelo cálculo do ΔRn 

(ΔRn=Rn
+
 - Rn

-
), onde Rn

+
 = intensidade de emissão do SYBR-Green / intensidade de 

emissão do ROX em um dado momento da reação, e Rn
-
 = intensidade de emissão do 

SYBR-Green / intensidade de emissão do ROX, antes da amplificação. O composto 

ROX é utilizado como controle interno passivo, pois a fluorescência que emite tem 

intensidade constante durante toda a reação, enquanto que a fluorescência emitida pelo 

SYBR-Green aumenta à medida que este se liga nas duplas fitas de DNA. Durante os 

ciclos iniciais da reação, não há acúmulo de produtos de amplificação e os valores de 

ΔRn permanecem na linha de base (fluorescência do ROX > SYBR-Green). Na fase 

logarítmica da reação ocorre acúmulo dos produtos de amplificação e a ΔRn ultrapassa 

a linha de base. Para a quantificação relativa, foi estabelecido um valor de ΔRn, que é 

uma linha de corte (Threshold) para cada curva de amplificação de um dado par de 

primers. O número do ciclo em que a ΔRn cruza o Threshold corresponde ao Ct (cycle 
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threshold) da amostra. O valor de Ct é preditivo da quantidade de mRNA alvo presente 

na amostra. O cálculo da quantificação relativa foi feito pelo método de 2
-ΔΔCt

, onde ΔCt 

= Ct gene alvo – Ct gente referência, e ΔΔCt = ΔCt amostra – ΔCt controle. 

A especificidade dos primers foi avaliada pela curva de dissociação. Para isso, 

após a reação, a placa foi submetida a um segundo programa: 95ºC por 1 minuto, 60ºC 

por 1 minuto e 95ºC por 1 minuto. A curva de dissociação consiste na monitorização da 

fluorescência das amostras em relação ao aumento de temperatura. A fluorescência das 

amostras decresce com o aumento da temperatura, pois à medida que as pontes de 

hidrogênio que mantém as duplas fitas unidas se rompem (devido ao aumento de 

temperatura), o SYBR-Green é liberado. A fluorescência é emitida somente quando o 

DNA está em dupla fita. Assim, quando observamos somente um pico de fluorescência 

em uma dada temperatura significa que houve amplificação de um produto específico. 

Esta temperatura é a temperatura de anelamento ou melting point (Tm) do produto de 

amplificação (amplicon). A Tabela 1 mostra a seqüência de e as características dos 

primers utilizados. 

O método 2
-ΔΔCt

 para o cálculo da expressão gênica assume que a eficiência de 

amplificação do gene alvo e do gene de referência é igual a 2, ou seja, 100%. Para o 

cálculo da eficiência foi utilizada a equação E = 10
(-1/slope)

, onde E corresponde à 

eficiência e slope corresponde ao coeficiente de angulação da curva. Para cada gene 

estudado foi realizada uma reação com diluições seriadas de amostra de cDNA (1/5 a 

1/1250) e o primer de interesse. 

Tabela 1 Descrição e identificação dos genes estudados, sequência dos primers 

utilizados e características do produto de amplificação. 

Primers Identificação 

Gene Bank 

Sequência Tamanho 

Amplicon  

(º C) 

Tamanho 

Amplicon 

(PB) 
 

GAPDH 

 

 

X02231 

5’CTGACATGCCGCCCTGGAG 

3’TCAGTGTAGCCCAGGATGCC 
 

82 

 

101 

 

IFN-γ 

 

 

M28621 

5’GAAGCTCACCAAGATTCCGGTAA 

3’TTTTCGTGACAGGTGAGGCAT 
 

78 

 

91 

 

IL-10 

 

 

AF046210 

5’AGACGCCTTTCTCTTGGAGCTTAT 

3’GGCAACTGCAGCGCTGTC 
 

77 

 

102 

 

TGF-β 

 

 

 

5’GCTACCACGCCAACTTCTGTC 

3’TGTTGGTAGAGGGCAAGG 
 

57.3 

 

21 
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6.12 Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o programa GraphPad-

Prism 5.0 (GraphPad Software, USA). Dados não paramétricos foram apresentados 

como média e desvio padrão. As diferenças observadas entre os grupos foram 

analisados pelo teste de Kruskall Wallis (one-way ANOVA), seguido pelo pós teste de 

Dunns. A carga parasitária foi avaliada pelo cálculo da área sob a curva resultante dos 

três tempos analisados dos animais imunizados e de animais controle, após o desafio. 

As diferenças estatísticas foram consideradas significantes quando p<0.05 utilizando 

um intervalo de confiança de 95%. 
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7 RESULTADOS 

 

7.1 Avaliação das vias de infecção 

Inicialmente, realizamos experimentos de infecção de hamsters por diferentes 

vias (endovenosa, intradérmica e intraperitoneal), utilizando 10
5
 Leishmania em fase 

estacionária de crescimento, para identificar em qual estratégia obteríamos uma 

infecção rápida e eficiente, com acometimento completo dos órgãos linfóides (linfonodo 

sub-mandibular, fígado e baço) simulando a patologia de uma infecção grave por 

Leishmania chagasi. A carga parasitária do linfonodo, fígado e baço foram avaliadas 

pelo método de diluição limitante, nos tempos 30, 60 e 90 dias após o desafio para os 

grupos infectados por via intraperitoneal, intradérmica e endovenosa. 
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7.1.1 Carga parasitária no linfonodo, fígado e baço 

Conforme mostrado na Figura 2, não se observou nenhuma diferença 

estatisticamente significativa na carga parasitária do linfonodo de hamsters entre as 

diferentes vias utilizadas. Entretanto, é possível perceber um maior aumento da carga 

parasitária nos grupos intraperitoneal e endovenoso. No grupo intradérmico, por sua 

vez, observa-se um aumento progressivo da carga parasitária ao longo da infecção, 

durante os períodos avaliados (Fig.2 A, B e C).   

A detecção da carga parasitária no fígado se mostrou mais elevada no grupo 

endovenoso, observando-se cerca de 10
10

 parasitas/fígado no período de 30 dias, sendo 

esta diferença estatisticamente significativa em relação aos grupos intraperitoneal e 

intradérmico (Fig. 2 D). O grupo endovenoso manteve-se em torno de 10
8
 no decorrer 

da infecção, sendo que a significância estatística foi observada nos tempos de 60 dias 

em relação aos grupos intraperitoneal e intradérmico (Fig. 2 E) e 90 dias quando 

comparado com o grupo intradérmico (Fig. 2 F). 

A carga parasitária no baço para o grupo endovenoso nos dias 30 e 90 pós-

infecção foi estatisticamente significante quando comparada aos grupos intradérmico e 

intraperitoneal, respectivamente, no mesmo período (Figs. 2 G e I).  No grupo 

intradérmico, apesar dos animais apresentarem um aumento progressivo da carga 

parasitária no baço, no decorrer da infecção, não foram detectadas diferenças 

estatísticas. Por outro lado, o grupo intraperitoneal manteve-se em torno de 10
4
 

parasitas/baço no decorrer da infecção (Fig. 2 G, H, I).  
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  Figura 2. Carga parasitária no linfonodo, fígado e baço de hamsters 

desafiados com L. chagasi, analisando-se as vias de infecção: Hamsters 

Golden Syrius (15 animais/grupo) foram infectados com 10
5
 de L. chagasi pelas 

vias intraperitoneal (IP), intradérmica (ID) e endovenosa (EV), e avaliou-se a 

carga parasitária do linfonodo (A, B, C), baço (D, E, F) e fígado (G, H, I) nos 

tempos 30, 60 e 90 dias após a infecção. As colunas representam a média e o 

desvio padrão dos resultados obtidos de um único experimento. (*, p < 0, 0284; 

**, p < 0,0036) 
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7.2 Imunização com rM. smegmatis expressando o gene que codifica a 

proteína LiP0 

 

7.2.1 Avaliação da expressão da LiP0 por Western Blotting 

Com a finalidade de se observar a expressão da LiP0 em rM. smegmatis, 

realizou-se a técnica de Western Blotting, utilizando-se como anticorpo primário soro de 

coelho previamente imunizado com a proteína LiP0, e como anticorpo secundário anti-

IgG de coelho conjugada a fosfatase alcalina. No Western Blotting observamos 

reconhecimento inespecífico de proteínas na amostra de M. smegmatis e provavelmente 

houve quebra da proteína LiP0 rM. smegmatis (Fig. 3 - coluna 3), uma vez que esta 

originalmente tem um peso molecular (PM) de 33kDa e nos nossos experimentos 

detectou-se uma banda com PM de 20kDA.  

 

 

  

Figura 3. Avaliação da expressão do gene da proteína ácida ribossomal de 

L.infantum (Lip0) pela técnica de Western Blotting em amostras de 

rM.smegmatis (rSmg Ø), e rM.smegmatis expressando a proteína Lip0 

(rSmgLiP0). 
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7.2.2 Detecção de anticorpos da classe IgG anti-M. smegmatis em soros de 

hamsters pelo método de ELISA 

 

Com a finalidade de avaliar a imunogenicidade do rM. smegmatis, coletou-se 

soros dos animais imunizados e controle (salina) nos tempos antes da imunização, após 

a primeira e a segunda imunização para a detecção de anticorpos específicos contra a 

micobactéria. Observou-se que nos grupos imunizados com M. smegmatis vazio e rM. 

smegmatis LiP0, houve a produção de anticorpos IgG anti-M. smegmatis logo após a 

primeira imunização, a qual foi estatisticamente significativa quando comparado ao 

grupo salina (fig. 6 B,C), demonstrando a capacidade antigênica deste veículo na 

indução da resposta imune.  
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Figura 4. Avaliação da resposta imune humoral anti-rM. smegmatis em 

Hamsters Golden Syrius imunizados com M. smegmatis e rM. smegmatis 

expressando o gene que codifica a proteína LiP0. Hamsters Golden Syrius 

foram imunizados duas vezes com intervalo de trinta dias por via intradérmica 

com 10
6 

UFC de M. smegmatis vazio e rM. smegmatis LiP0. Os soros dos 

animais imunizados e salina controle foram coletados nos tempos antes da 

imunização (A), após primeira (B) e segunda imunização (C) para a detecção de 

anticorpos específicos contra a micobactéria (*, p< 0,0117, **, p< 0,0007). 
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7.2.3 Detecções de anticorpos da classe IgG anti-LiP0 em soros de 

hamsters imunizados com rM. smegmatis LiP0 pelo método de ELISA 

 

Avaliou-se o efeito das imunizações com rM. smegmatis expressando o gene da 

proteína LiP0  e grupos controles (M. smegmatis vazio e salina), nos tempos antes da 

imunização, após a primeira e a segunda imunização para a produção de anticorpos IgG 

totais contra proteína LiP0 (Fig 5 A, B e C). Entretanto, não foi observada significância 

estatística quanto à produção de anticorpos em nenhum dos grupos imunizados. Estes 

resultados mostram que a proteína LiP0 expressa em rM.smegmatis não induziu 

resposta imune humoral em hamsters (Fig. 5C).  
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Figura 5. Avaliação da resposta imune humoral anti-LiP0 em Hamsters 

Golden Syrius imunizados com M. smegmatis e rM. smegmatis expressando o 

gene que codifica a proteína LiP0. Hamsters Golden Syrius foram imunizados 

duas vezes com intervalo de trinta dias por via intradérmica com 10
6 

UFC de M. 

smegmatis vazio e rM. smegmatis LiP0. Os soros dos animais imunizados e salina 

controle foram coletados nos tempos antes da imunização (A), após primeira (B) 

e segunda imunização (C) para a detecção de anticorpos específicos contra a 

LiP0. 



47 
 

7.2.4 Análise de citocinas por Real Time PCR 

 

O perfil de citocinas (IFN-γ, TGF-ß e IL-10) produzidas pelas células dos 

hamsters imunizados com M. smegmatis ou rM.smegmatis LiP0 foi avaliado por Real 

Time PCR. Assim, quinze dias após a segunda imunização os animais foram 

eutanasiados e o linfonodo drenante coletado para extração de RNA e posterior síntese 

do cDNA.  A expressão de IFN-γ, TGF-ß e IL-10 foi analisada por PCR em tempo real. 

Os níveis de expressão dos genes de interesse foram normalizados em relação ao gene 

endógeno GAPDH e calibrados com os níveis de expressão observados em animais 

controle. Os resultados foram expressos no número de vezes em que os níveis de 

expressão gênica dos animais imunizados foram maiores em relação aos animais 

controle, conforme descrito em materiais e métodos.  

Nenhuma diferença significativa foi encontrada entre os grupos de animais 

imunizados e o grupo controle. Entretanto, observa-se que os animais imunizados com 

rM.smegmatis LiP0 apresentaram maior concentração de IFN-γ (Fig. 6 A) e menor 

quantidade de TGF-ß e IL-10 quando comparado aos grupos controle (Fig.6 B e C).  
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Figura 6. Avaliação da expressão de citocinas em linfonodos de hamsters 

Golden Syrius imunizados com M. smegmatis e rM. smegmatis expressando 

o gene que codifica a proteína LiP0. Hamsters Golden Syrius (5 

animais/grupo) foram imunizados duas vezes com intervalo de trinta dias por 

via intradérmica com 10
6 

UFC de M. smegmatis vazio e rM. smegmatis LiP0. 

Quinze dias após a segunda imunização os animais foram eutanasiados e o 

linfonodo drenante coletado para extração de RNA e posterior síntese do cDNA.  

A expressão de IFN-γ, TGF-ß e IL-10 foi analisada por PCR em tempo real. 
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7.2.5 Análise da carga parasitária no linfonodo 

 

Embora não tenhamos encontrado uma significante resposta protetora nos 

animais, resolvemos desafiar os hamsters, para verificar o possível efeito desta vacina 

na infecção por  L. chagasi. Como discutido anteriormente, optamos pela via 

endovenosa que resulta em uma maior carga parasitária no baço e fígado em um 

intervalo de tempo mais curto. Com o objetivo de se avaliar a carga parasitária após a 

imunização, foi retirado o linfonodo submandibular direito, visto que, a via de desafio 

determinada foi endovenosa e diante disso não é possível definir um linfonodo drenante.   

A partir da análise dos resultados, foi possível observar que os grupos de animais 

imunizados com M. smegmatis vazio e rM. smegmatis LiP0  apresentaram um aumento 

progressivo do número de parasitas. Já os animais do grupo salina, apresentaram um 

decréscimo da carga parasitária aos 50 dias após a infecção, seguido de um aumento 

acentuado aos 75 dias após o desafio (Fig. 7 A). Quando avaliamos a carga parasitária 

calculado pela comparação da área sob a curva resultante, tampouco observamos uma 

diferença significativa (Fig. 7 B). 
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Figura 7. Carga parasitária no linfonodo de hamsters imunizados com M. 

smegmatis vazio e rM. smegmatis expressando o gene que codifica a 

proteína LiP0 e posteriormente desafiados com L. chagasi. Hamsters Golden 

Syrius (15 animais/grupo) foram imunizados duas vezes com intervalo de trinta 

dias por via intradérmica com 10
6 

UFC de M. smegmatis vazio e rM. smegmatis 

LiP0 e infectados com 10
5
 de L. chagasi pela via endovenosa, trinta dias após a 

segunda imunização. Nos tempos de 25, 50 e 75 dias, os animais foram 

eutanasiados e o linfonodo esquerdo coletado para quantificação da carga 

parasitária por diluição limitante.  As linhas do gráfico A representam a média 

mais desvio padrão da carga parasitária. O gráfico B representa a área sob a 

curva da carga parasitária. Os resultados foram obtidos de três experimentos.  
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7.2.6 Análise do peso e carga parasitária no fígado  

 

O peso dos fígados dos hamsters não diferiu no decorrer do tempo entre os 

animais imunizados e controles. Apenas aos 75 dias após a infecção o grupo imunizado 

com M.smegmatis vazio apresentou um pequeno aumento em relação aos demais 

grupos, mas esta diferença não foi estatisticamente significativa (Fig. 8 A, B e C).  

Analisando todos os grupos de hamsters, observou-se que o número de parasitas 

no fígado aumentou progressivamente nos tempos de 25 e 50 dias após a infecção. 

Surpreendentemente, aos 75 dias após a infecção, os hamsters imunizados com rM. 

smegmatis expressando a LiP0, apresentaram uma carga parasitária de  2 logarítimos  

maior que os grupos controles. No entanto, esta diferença não mostrou ser significativa 

(Fig. 8 A, B e C).  

Quando relacionamos o peso com a carga parasitária dos os hamsters 

imunizados com rM. smegmatis expressando a LiP0, observa-se que, apesar do aumento 

na carga parasitária aos 75 dias após a infecção, o peso do órgão apresenta um pequeno 

decréscimo de 1,0 grama em relação ao período anterior, demonstrando neste caso não 

haver relação entre peso e carga parasitária (Fig. 8 C).  

Quando avaliamos a carga parasitária, calculado pela comparação da área sob a 

curva resultante observamos que a imunização não resultou em diferenças significativas 

(Fig. 8 D). Com isso, constatamos não haver diferenças estatísticas entre o grupo 

imunizado e controles (Fig. 8 A, B e C). 
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Figura 8. Peso e carga parasitária no fígado de hamsters imunizados com rM. 

smegmatis e rM. smegmatis expressando o gene que codifica a proteína LiP0 e 

posteriormente desafiados com L. chagasi. Hamsters Golden Syrius (15 

animais/grupo) foram imunizados duas vezes com intervalo de trinta dias por via 

intradérmica com 10
6 

UFC de M. smegmatis vazio e rM. smegmatis LiP0 e 

infectados com 10
5
 de L. chagasi pela via endovenosa, trinta dias após a segunda 

imunização. Nos tempos de 25, 50 e 75 dias, os animais foram eutanasiados e o 

fígado coletado e pesado (g) e também utilizado para a quantificação da carga 

parasitária por diluição limitante. Nos gráficos A, B e C, as linhas representam a 

média mais desvio padrão da carga parasitária e as colunas representam a média 

mais desvio padrão do peso. O gráfico D representa a área sob a curva da carga 

parasitária. Os resultados foram obtidos de três experimentos. 
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7.2.7 Análise do peso e carga parasitária no baço  

 

Na avaliação do peso do baço, observou-se que aos 25 dias após a infecção não 

houve diferença no peso do órgão entre os grupos analisados, entretanto aos 50 dias 

observa-se um aumento do peso do baço nos animais imunizados com rM.smegmatis 

LiP0 que se mantém aos 75 dias (Fig. 9 A, B e C). O M.smegmatis vazio, apesar de 

apresentar no tempo de 75 dias um peso maior, 0,2 gramas em comparação com o 

período anterior, esta diferença não mostrou ter diferença significativa (Fig. 9 C). 

Na avaliação da carga parasitária no baço observa-se que todos os grupos 

analisados apresentam um aumento progressivo do número de parasitas aos 25 e 50 dias 

após a infecção. Aos 75 dias, é observado nos grupos controles, uma estabilização da 

carga parasitária no baço, enquanto que no grupo imunizado com rM. smegmatis LiP0, 

verifica-se um discreto decréscimo, sem no entanto, ser observada significância 

estatística (Fig. 9 A, B e C).   

Quando avaliamos a carga parasitária, calculado pela comparação da área sob a 

curva resultante observamos que a imunização não resultou em diferenças (Fig. 9 C). 
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Figura 09. Peso e carga parasitária no baço de hamsters imunizados com rM. 

smegmatis e rM. smegmatis expressando o gene que codifica a proteína LiP0 e 

posteriormente desafiados com L. chagasi. Hamsters Golden Syrius (15 

animais/grupo) foram imunizados duas vezes com intervalo de trinta dias por via 

intradérmica com 10
6 

UFC de M. smegmatis vazio e rM. smegmatis LiP0 e 

infectados com 10
5
 de L. chagasi pela via endovenosa, trinta dias após a segunda 

imunização. Nos tempos de 25, 50 e 75 dias, os animais foram eutanasiados e o 

baço coletado e pesado e também utilizado para a quantificação da carga 

parasitária por diluição limitante. Nos gráficos A, B e C, as linhas representam a 

média mais desvio padrão da carga parasitária e as colunas representam a média 

mais desvio padrão do peso. O gráfico D representa a área sob a curva da carga 

parasitária. Os resultados foram obtidos de três experimentos. 
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7.3 Imunização com pcDNA3LiP0  

 

A ausência de redução de carga parasitária entre os grupos imunizados com 

rM.smegmatis expressando o gene que codifica a proteína LiP0 e seus controles nos 

induziu a hipotetizar se a proteína ácida ribossomal administrada como vacina de DNA 

utilizando estratégia homóloga, constituída de 3 imunizações com somente DNA, e 

heteróloga, composta de vacina de DNA e proteína recombinante mais adjuvante (CpG-

ODN), seria capaz de induzir proteção e redução da carga parasitária em hamsters 

desafiados com L.chagasi. 

 

7.3.1 Detecções de anticorpos da classe IgG anti-LiP0 em soros de hamsters 

pelo método de ELISA 

 

Com a finalidade de avaliar a imunogenicidade de LiP0, coletou-se soros dos 

animais imunizados e controles, quinze dias após a terceira imunização para a detecção 

de anticorpos específicos contra a proteína. Observou-se que no grupo imunizado com a 

estratégia heteróloga composta de duas doses de pcDNA3-LiP0 (100ug cada) por via 

intramuscular seguida de uma dose reforço utilizando rLiP0 + CpG-ODN por via 

intradérmica, ocorreu produção de anticorpos IgG anti-LiP0, a qual foi estatisticamente 

significativa quando comparado aos grupos que receberam a estratégia homóloga 

composta apenas de pcDNA3LiP0 e plasmídeo vazio (pcDNA3) e salina (Figura 10). 
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Figura 10. Avaliação da resposta imune humoral anti-LiP0 em hamsters 

imunizados com pcDNA3, pcDNA3 LiP0 e pcDNA3 LiP0 + rLiP0 e CpG. 
Hamsters Golden Syrius foram imunizados três vezes com intervalo de quinze 

dias por via intramuscular (pcDNA3 e pcDNA3LiP0) e intradérmica (rLiP0 

+CpG) com 100µg de pcDNA3 ou pcDNA3LIP0 e 10µg de rLiP0 + 1nM CpG. 

Os soros dos animais imunizados e salina controle foram coletados quinze dias 

após a terceira imunização para a detecção de anticorpos específicos contra a 

LiP0 (*, p<0,0209, **, p=0,0041). 
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7.3.2 Análise da carga parasitária no linfonodo  

 

Na análise da carga parasitária do linfonodo de hamsters é possível observar que 

aos 25 dias após o desafio, nos animais imunizados com o plasmídeo (DNA) que 

codifica a proteína LiP0, ocorreu um aumento na carga parasitária equivalente a quase 

cem vezes mais que os demais grupos. Entretanto, no decorrer da infecção, nos tempos 

avaliados, percebe-se que os o grupo pcDNA3LiP0 parece estabilizar em 10
2
 parasitas 

aos 50 dias chegando a 10
3
 aos 75 dias após a infecção, enquanto os demais grupos 

apresentam um aumento acelerado, destacando-se o grupo salina que alcança até 10
5
 

parasitas. Surpreendentemente, o grupo que recebeu o plasmídeo vazio (pcDNA3) foi o 

que apresentou a menor carga parasitária entre todos os grupos, mas esta diferença não 

mostrou ser significativa (Fig. 11 A). 

Quando realizamos a Área sob a Curva, observa-se que o grupo Salina se 

destaca, apresentando uma carga parasitária de 10
6
 parasitas, equivalente a uma 

diferença de dois logarítimos maior que os demais grupos, mas esta diferença não é 

estatisticamente significante (Fig. 11 B).  
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Figura 11. Carga parasitária no linfonodo de hamsters imunizados com 

pcDNA3, pcDNA3-LiP0 e pcDNA3LiP0 + rLiP0 e CpG e posteriormente 

desafiados com L. chagasi. Hamsters Golden Syrius (15 animais/grupo) foram 

imunizados três vezes com intervalo de quinze dias por via intramuscular 

(pcDNA3 e pcDNA3LiP0) e intradérmica (rLiP0 +CpG) com 100ug de 

pcDNA3 ou pcDNA3-LIP0 e 10ug de rLiP0 + 1nM CpG e infectados com 10
5
 

de L. chagasi pela via endovenosa, trinta dias após a terceira imunização. Nos 

tempos de 25, 50 e 75 dias após o desafio, os animais foram eutanasiados e o 

linfonodo coletado para quantificação da carga parasitária por diluição 

limitante. As linhas do gráfico A representam a média mais desvio padrão da 

carga parasitária. O gráfico B representa a área sob a curva da carga parasitária. 

Os resultados foram obtidos de um único experimento.  
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7.3.3 Análise do peso e carga parasitária no fígado 

 

Quando realizamos a análise do peso do fígado é possível observar um discreto 

aumento progressivo do tamanho do órgão ao decorrer da infecção em todos os grupos. 

No entanto, no grupo salina o peso do órgão não parece estar relacionado com a carga 

parasitária, visto que os animais apresentam aos 50 e 75 dias após a infecção um 

aumento de peso com decréscimo da carga parasitária (Fig. 12 A). Da mesma forma, o 

grupo imunizado com a estratégia homóloga, apresentou um aumento acentuado da 

carga parasitária sem alteração no peso do órgão (Fig.12 C). Inversamente, os animais 

imunizados tanto com o plasmídeo vazio e com a estratégia heteróloga apresentaram, 

neste mesmo período, um aumento discreto do peso do fígado, acompanhado de um 

aumento acentuado da carga parasitária (Fig 12. B, D).  Entretanto, na análise da área 

sob a curva estas diferenças não mostraram significância estatística (Fig 12. E). 
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Figura 12. Carga parasitária no fígado de hamsters imunizados com 

pcDNA3, pcDNA3-LiP0 e pcDNA3LiP0 + rLiP0 e CpG e posteriormente 

desafiados com L. chagasi. Hamsters Golden Syrius (15 animais/grupo) foram 

imunizados três vezes com intervalo de quinze dias por via intramuscular 

(pcDNA3 e pcDNA3LiP0) e intradérmica (rLiP0 +CpG) com 100 µg de 

pcDNA3 ou pcDNA3-LIP0 e 10 µg de rLiP0 + 1nM CpG e infectados com 10
5
 

de L. chagasi pela via endovenosa, trinta dias após a terceira imunização. Nos 

tempos de 25, 50 e 75 dias após o desafio, os animais foram eutanasiados e o 

fígado coletado, pesado e também utilizado para quantificação da carga 

parasitária por diluição limitante. Nos gráficos A, B, C e D, as linhas 

representam a média mais desvio padrão da carga parasitária e as colunas 

representam a média mais desvio padrão do peso. O gráfico E representa a área 

sob a curva da carga parasitária. Os resultados foram obtidos de um único 

experimento. 
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7.3.4 Análise do peso e carga parasitária no baço  

 

Na análise do peso do baço dos animais imunizados e posteriormente infectados 

observa-se um aumento nos grupos controles (Salina e pcDNA3) principalmente o 

grupo salina, mas esta diferença não foi estatisticamente significativa. Nos animais 

imunizados observa-se uma estabilização do peso entre os dias 25 e 50 após a infecção. 

Aos 75 dias pós-infecção ocorre um pequeno aumento do baço nestes grupos (Fig 13. C 

e D). 

Quando avaliamos a carga parasitária no baço observa-se que os grupos 

controles (Salina e pcDNA3) apresentam uma carga parasitária menor e de crescimento 

mais lento (Fig.13 A, B). Surpreendentemente, os grupos imunizados (pcDNA3LiP0 ou 

pcDNA3LiP0 + rLiP0 + CpG) apresentam um aumento progressivo da carga parasitária, 

destacando-se o grupo imunizado com a estratégia homóloga (Fig. 13 C, D). Esta 

diferença pode ser observada na área sob a curva apesar desta não ser estatisticamente 

significativa (Fig. 13 E). 
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Figura 13. Carga parasitária no baço de hamsters imunizados com 

pcDNA3, pcDNA3-LiP0 e pcDNA3LiP0 + rLiP0 e CpG e posteriormente 

desafiados com L. chagasi. Hamsters Golden Syrius (15 animais/grupo) foram 

imunizados três vezes com intervalo de quinze dias por via intramuscular 

(pcDNA3 e pcDNA3LiP0) e intradérmica (rLiP0 +CpG) com 100 µg de 

pcDNA3 ou pcDNA3-LIP0 e 10 µg de rLiP0 + 1nM CpG e infectados com 10
5
 

de L. chagasi pela via endovenosa, trinta dias após a terceira imunização. Nos 

tempos de 25, 50 e 75 dias após o desafio, os animais foram eutanasiados e o 

baço coletado, pesado e também utilizado para quantificação da carga 

parasitária por diluição limitante. Nos gráficos A, B, C e D, as linhas 

representam a média mais desvio padrão da carga parasitária e as colunas 

representam a média mais desvio padrão do peso. O gráfico E representa a área 

sob a curva da carga parasitária. Os resultados foram obtidos de um único 

experimento. 
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8 DISCUSSÃO 

 

A atual estratégia de controle da LV preconizada pela Organização Mundial de 

Saúde está baseada na detecção, eliminação de cães infectados, associado ao tratamento 

dos casos humanos e ao controle vetorial (TESH,1995). Como essas medidas de 

controle têm sido parcialmente efetivas, o desenvolvimento de vacinas tem sido 

considerado como prioritário pela Organização Mundial de Saúde (WHO, 2002).  

A utilização de vacinas no mundo foi proposta como medida prática em Saúde 

Pública para o controle de várias doenças em variadas situações epidemiológicas 

(MODABBER, 1990). A viabilidade de uma vacina contra a LV poderia causar um 

impacto no controle da doença, diminuindo a freqüência da infecção humana 

(MODABBER, 1990; HOMMEL et al., 1995).  

Desta forma, tem existido um grande esforço da comunidade científica no 

sentido de se desenvolver e se testar estratégias que levem à obtenção de uma vacina 

eficaz contra a leishmaniose, exemplificadas pela imunização com proteínas 

recombinantes pertencentes ao parasita ou ao vetor (revisado em LAUNOIS et al., 

2008) adicionados a sistemas adjuvantes de apresentação (revisado em SINGH et al., 

2007). 

A proteína ácida ribossomal é formada por uma família de inúmeras proteínas 

encontradas principalmente dentro das subunidades ribossomais 60S (TOWBIN et al., 

1982). Apesar de estudos sugerirem que as proteínas ácidas participam nas sínteses de 

outras proteínas (STACEY et al., 1988), a LiP0 é capaz de induzir a produção de 

anticorpos que não reagem cruzadamente com proteínas próprias ou de outros 

eucariotos (SHIMMIN et al., 1989). Adicionalmente, já foi demonstrado que pacientes 

resistentes a malária, possuem elevadas concentrações de anticorpos contra 

fosfoproteína P0 de Plasmodium  falciparum. Entretanto, não foi detectado anticorpos 

contra P0 em pacientes que desenvolveram a doença (CHATTERJEE et al., 2000). Foi 

demonstrado também que camundongos resistentes à infecção por Plasmodium yoelii, 

possuíam anticorpos contra P0 ribossomal. (CHATTERJE et al., 2000). 

Apesar de nunca ter sido testado como vetor de expressão de proteínas na 

profilaxia da leishmaniose, o rM.smegmatis já foi testado com sucesso expressando 
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proteínas de outros microorganismos, se tornando um bom candidato para substituição 

do BCG na profilaxia da tuberculose. Como é rapidamente destruído pelas proteases dos 

fagossomos de células infectadas, os antígenos expressos são rapidamente absorvidos e 

apresentados (LÜ et al., 2009), levando a produção de citocinas em macrófagos de 

forma mais eficiente que outras espécies micobacterianas (YADAV et al., 2004).  O M. 

smegmatis pode, ainda, ativar e induzir a maturação das células dendríticas e acessar a 

via MHC classe I para apresentação de antígenos micobacterianos (CHEADLE et al., 

2005).   

Sendo assim, avaliamos a capacidade protetora do rM.smegmatis expressando o 

gene que codifica a proteína ácida ribossomal de L. infantum (LiP0), bem como vacinas 

de DNA de LiP0, utilizando estratégia homóloga (composta de plasmídeo de DNA) e 

heteróloga (composta de plasmídeo de DNA mais proteína recombinante e CpG-ODN), 

contra a infecção por L.  chagasi em hamsters. 

Inicialmente, investigamos se o rM.smegmatis  e a LiP0 apresentavam 

propriedades imunogênicas. Os animais imunizados com rM.smegmatis LiP0 apesar de 

apresentarem resposta imune humoral anti- rM.smegmatis, não produziram anticorpo 

contra a LiP0. No entanto, a ausência de produção de anticorpos anti-LiP0 nos animais 

imunizados não foi surpreendente, pois já foi demonstrado que as imunizações com 

DNA favorecem mais o desenvolvimento de uma resposta celular do que humoral 

(AGUILAR-BE et al., 2005; revisado em LADDY & WEINER, 2006; revisado em LU 

et al., 2008). De fato, IBORRA e colaboradores (2003) observaram a presença de 

anticorpos anti-LiP0 apenas em camundongos imunizados com estratégia heteróloga 

composta de DNA e proteína.  Alguns trabalhos demonstraram a produção de 

anticorpos em hamsters e camundongos imunizados com plasmídeo de DNA que 

codifica a KMP-11 (BASU et al., 2005; BHAUMIK et al., 2009), no entanto, a 

detecção da resposta humoral foi realizada algumas semanas após o desafio, o que pode 

ter levado a  participação do antígeno parasitário na indução de resposta humoral 

(JARDIM et al., 1995). Mais recentemente, MAZUMDER e colaboradores (2011) 

detectaram em soros de camundongos imunizados com gp63, utilizando a estratégia 

heteróloga composta de DNA e proteína recombinante mais adjuvante, um aumento 

significante de  IgG2a comparado aos animais que receberam a estratégia homóloga 

composta de apenas DNA ou proteína. O mesmo resultado também foi observado em 

nosso estudo quando apenas os animais imunizados com a estratégia heteróloga, 
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apresentaram maior produção de IgG anti-LiP0 quando comparados aos seus 

respectivos controles. 

Com relação às citocinas, sabe-se que na leishmaniose experimental murina duas 

respostas bem distintas determinam o curso da infecção. Uma resposta mediada por 

células Th1 que levam à destruição do parasita (MURRAY, 1981; MURRAY et al., 

1983; CHANNON et al., 1984; PASSWELL et al., 1994; LIEW et al., 1990) e  outra 

resposta induzida por células Th2, as quais estimulam respostas humorais e que, 

juntamente com a citocina regulatória IL-10, inibem respostas celulares do tipo Th1 

promovendo dessa forma a sobrevivência do parasita e o progresso da doença (REED & 

SCOTT, 1993; REINER et al., 1993; BOGDAN et al., 2000; SACKS et al., 2002; 

ROGERS et al., 2002).  

Estudos têm demonstrado a habilidade da micobactéria como componente 

vacinal em estimular a secreção de IL-12 e IFN-γ, aumentando assim o 

desenvolvimento de uma resposta especificamente Th1 (FLESCH et al., 1995, 

LAGRANDERIE et al., 1996). STOVER e colaboradores (1991) demonstraram que o 

BCG recombinante expressando proteínas heterólogas induzia a produção de anticorpos 

IgG e proliferação de linfócitos T com produção de linfocinas. Em outro estudo, desta 

vez utilizando o rM.smegmatis (pPL73-Omp26) como imunoterápico, houve redução 

significativa no número de bactérias Helicobacter pilory no estômago de camundongos 

infectados, sendo a proteção associada a uma resposta Th1 e Th2 (LU et al., 2009).  

Da mesma forma, FUMAGALLI e colaboradores (2010) demonstraram a 

proteção de camundongos imunizados com a proteína ribossomal de Leishmania (LRP) 

e saponina contra um desafio posterior composto por L. chagasi ou L. amazonensis. 

Neste trabalho, camundongos vacinados apresentaram produção de IFN-γ e IL-12 

associado a presença de anticorpos IgG2a anti-LRP além de baixos níveis de IL-4 e IL-

10. Adicionalmente IBORRA e colaboradores (2005) mostraram que a imunização com 

vacinas de DNA com o gene da LiP0 induzem uma resposta do tipo Th1  consistindo  

na produção de IFN-γ antígeno específica sem indução de anticorpos. Por outro lado, a 

imunização com LiP0-DNA seguido por um reforço com rLiP0 induziu uma resposta 

mista Th1-Th2, com níveis semelhantes de IgG1 e IgG2a anti-LiP0. Finalmente, a 

imunização somente com proteína recombinante induziu uma resposta exclusivamente 

Th2, com produção de IgG1 anti-LiP0 (IBORRA et al., 2003). 
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Em nosso estudo, os animais imunizados com rM.smegmatis LiP0, apresentaram 

maior concentração, embora não significativa, de IFN-γ e menor quantidade de TGF-ß e 

IL-10 em relação aos grupos controle, sem no entanto, apresentarem produção de 

anticorpos anti-LiP0, caracterizando uma resposta do tipo Th1. Estes resultados 

poderiam induzir proteção em hamsters infectados por L. chagasi.  

Muitos estudos mostram que a patogenia envolvendo Leishmania está 

diretamente relacionada à virulência da cepa, a espécie de parasita utilizada, a natureza 

do inóculo e a rota de inoculação do patógeno. A influência da via do inóculo no 

desencadeamento da doença é uma consideração importante. As vias intradérmica, 

subcutânea, endovenosa, intraperitoneal e a intracardíaca são freqüentemente utilizadas 

como vias de inoculações para desafios com Leishmania (BELKAID et al., 1998; 

AFRIN et al., 2000; SHARMA et al., 2004). AFRIN e colaboradores (1997) avaliaram 

a imunidade protetora induzida pela imunização com lipossomos positivamente 

carregados com antígenos de L. donovani e infectaram camundongos e hamsters com L. 

donovani pelas vias endovenosa e intracardíaca, respectivamente. Os hamsters 

apresentaram 97% de redução da carga parasitária no baço e os camundongos 87% e 

81,3% de proteção em baço e fígado, respectivamente. Posteriormente, BOWMIC e 

colaboradores (2008) avaliaram a proteção conferida pelo gp63 encapsulado em 

lipossomos em camundongos imunizados, infectando-os com 2,5 x 10
7
 promastigotas 

de L. donovani por via endovenosa. Os animais imunizados apresentaram acentuada 

resistência e controlaram a infecção por 3 meses. Mais recentemente, MAZUMBDER e 

colaboradores (2011) também avaliaram a proteção do gp63 utilizando diferentes 

estratégias de imunização em camundongos BALB/C posteriormente infectados por via 

endovenosa. Neste estudo, foram detectados parasitas no baço e fígado 3 meses após a 

infecção. Em nosso estudo, quando analisamos as vias de infecção, foi possível detectar 

parasitos em linfonodo e baço 30 dias após o desafio pelas vias intradérmica, 

intraperitoneal e endovenosa. Outros estudos com espécies diferentes de animais, como 

cães e macacos também foram desafiados por esta via, detectando-se parasitas 

principalmente no fígado e baço (FERNANDES et al., 2008, DENNIS et al., 1986). 

Sendo assim, baseado em nossas observações e nos estudos de literatura, verificamos 

que a infecção com L. chagasi pela via endovenosa é viável, pois é capaz de mimetizar 

o processo infeccioso provocado pela leishmaniose visceral, tornando-se, sobretudo, 
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uma alternativa de infecção para realização de experimentos de avaliação de candidatos 

vacinais contra a leishmaniose visceral. 

Sabe-se que a presença de seqüências de CpG nos plasmídeos de DNA pode 

facilitar o desenvolvimento de respostas imunes com a produção de citocinas pró-

inflamatórias (MUTWIRI et al., 2004; ZIMMERMANN et al., 2008).  MAZUMDER e 

colaboradores (2011) demonstraram recentemente a capacidade do adjuvante CpG-

ODN em elicitar uma resposta tanto celular como humoral de longa duração quando 

adicionados a vacina de DNA ou a uma estratégia prime-boost composta de DNA e 

proteína. De fato, uma vez que seqüencias de DNA podem ser reconhecidas por 

receptores Toll, elas possuem um papel importante na ativação de células da imunidade 

inata (BABIUK et al., 2004). Além disso, podem ativar a apresentação de células 

apresentadoras de antígenos estimulando assim a produção de Il-12, uma citocina 

fundamental na ligação da imunidade inata com a adaptativa (BASTOS et al., 2004; 

OLIVEIRA et al., 2005). A IL-12 pode estimular a produção de IFN-γ por células NK. 

Esse mecanismo mostrou ser de grande importância para a geração de respostas 

protetoras contra parasitas intracelulares (VIVIER et al., 2005). O aumento da 

capacidade de indução de citocinas Th1, óxido nítrico e de espécies reativas de oxigênio 

também foram obtidas em um estudo de SANE e colaboradores (2010) que avaliaram a 

combinação de miltefosina e CpG-ODN em diferentes doses, no tratamento contra 

leishmaniose visceral experimental. Neste estudo, hamsters e camundongos infectados 

com L. chagasi e posteriormente tratados com miltefosina e CpG ODN (1nM) em 

combinação apresentaram atividade leishmanicida promissora em relação ao seu uso 

isolado, demonstrando a capacidade imunomoduladora do CpG.  

No entanto, em nosso estudo, nenhuma das estratégias de imunização utilizadas 

foram capazes de evitar a progressão da doença. Nossos resultados diferem, contudo, 

dos encontrados por IBORRA e colaboradores (2003) onde a proteção foi obtida 

quando a LiP0 foi aplicada na formulação de DNA. Entretanto, a imunização composta 

de pcDNA3 LiP0 e rLiP0 não resultou em proteção após desafio com L. major por via 

intradérmica. Posteriormente, este mesmo grupo demonstrou que a LiP0 tanto na forma 

de vacina de DNA como na de proteína recombinante mais CpG ODN conferiu 

proteção substancial contra lesão dérmica decorrente da infecção por L.major em 

camundongos C57BL/6. No entanto, é importante considerar que estes ensaios foram 

realizados em modelos murinos, desafiados com L. major por via intradérmica, e é 
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possível que esta discrepância seja fruto de diferenças biológicas entre as espécies de 

parasitas L. major e L. chagasi, que podem ter contribuído para diferenças na 

infectividade e no padrão de progressão da doença (SMITH et al., 2007). Dessa forma, 

também é provável que o desafio utilizando a via endovenosa induza uma infecção tão 

agressiva que torna-se difícil concluir se a ausência de proteção está relacionada com a 

LiP0, seja associada ao micobacterium ou nas estratégias homóloga ou heteróloga,  ou 

com o tipo de infecção realizada. 

GOMES e colaboradores (2008) desenvolveram um modelo de LV em hamsters, 

injetando L. chagasi (10
5
) juntamente com a saliva do vetor, Lutzomyia longipalpis por 

via intradérmica. Os animais apresentaram aumento da carga parasitária no baço e 

fígado no decorrer da infecção e muitos dos sintomas observados em pacientes com 

leishmaniose visceral, como anemia, leucopenia, trombocitopenia, 

hipergamaglobulinemia e hepatoesplenomegalia. Utilizando este mesmo modelo, foi 

observado que a imunização de hamsters com o plasmídeo de DNA LJM19, responsável 

pela codificação da proteína salivar de L. longipalpis, conferiu proteção contra um 

desafio posterior constituído de parasita mais saliva. Este plasmídeo induziu uma forte 

reação de hipersensibilidade tardia, sugerindo que o mecanismo de proteção está 

relacionado ao desenvolvimento de uma resposta imune celular. Assim, animais 

imunizados com o plasmídeo LJM19, posteriormente desafiados com picada de 

flebótomos não infectados desenvolveram reação de DTH e por meio de PCR em tempo 

real, observou-se uma produção de IFN-γ e IL-10 no sitio da picada. Estes dados 

sugerem que a proteção contra o desafio constituído de parasitas mais saliva induz uma 

produção de citocinas que destroem o parasita (IFN- γ), ao mesmo tempo em que 

impedem uma reação inflamatória exacerbada local (IL-10). Assim, com uma carga 

parasitária bastante reduzida, os animais controlam a infecção, não desenvolvendo a 

doença. 

Com base nos resultados obtidos, se faz necessário avaliar se a LiP0, utilizando 

tanto a estratégia homóloga como a heteróloga ou mesmo associada ao M. smegmatis, é 

capaz de proteger hamsters infectados com L. chagasi, desta vez por via intradérmica 

mais saliva, visto que esta estratégia mimetiza a infecção natural, aproximando-se mais 

da patogênese real causada pela infecção por L. chagasi, além de proporcionar a 

possibilidade de se repetir os experimentos realizados em outros estudos, que obtiveram 

sucesso anteriormente, modificando apenas o modelo experimental e o parasita.  
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9 CONCLUSÃO 

 

As imunizações com rM.smegmatis expressando o gene da proteína ácida 

ribossomal de L. infantum (LiP0), bem como a LiP0 tanto na estratégia homóloga, 

composta de DNA, quanto na heteróloga, composta de DNA e proteína mais CpG, não 

foram capazes de prevenir o desenvolvimento da doença em hamsters infectados com L. 

chagasi por via endovenosa. 
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