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RESUMO 

 

 

A leishmaniose visceral é uma doença infecciosa grave, causada por protozoários 
intracelulares obrigatórios do gênero Leishmania.  Vários antígenos de Leishmania têm sido 
avaliados como candidatos vacinais, destacando-se as proteínas de histonas (HIS), antígenos 
altamente conservados. A exposição de HIS pela Leishmania induz uma resposta imune 
potente no hospedeiro vertebrado. Desse modo, neste estudo, avaliamos, em hamsters, a 
capacidade imunoprotetora dos antígenos de histonas contra a infecção por Leishmania 
infantum.  Os animais foram vacinados com estratégia homóloga, utilizando-se plasmídeos de 
DNA que codificam para HIS (pcDNA3LiH2A-H3, pcDNA3LiH2B-H4)  ou heteróloga 
(DNA/proteínas HIS) mais 1nM de CpG.  Quinze dias após a última imunização, os animais 
foram desafiados pela via intradérmica com 105 Leishmania infantum metacíclicas mais 0,5 
par de glândula salivar de  Lutzomya longipalpis. Após a última imunização e durante a 
infecção, realizaram-se dosagens de citocinas por PCR em tempo real (linfonodo e baço), 
sorologia por ELISA (soro), carga parasitária por diluição limitante e análise histopatológica 
de tecidos (linfonodo, baço e fígado). Detectou-se produção de anticorpos IgG anti HIS nos 
grupos imunizados com a estratégia homóloga e heteróloga, quando comparados aos hamsters 
não imunizados. As imunizações homóloga e heteróloga diferiram na razão IFN-γ/IL-10 no 
linfonodo em relação ao grupo controle. Não houve diferença significativa na expressão 
dessas citocinas no baço após a imunização, entretanto, cinco meses após o desafio o grupo 
homólogo apresentou um aumento na produção de IL-10 nesse órgão.  Na análise 
histopatológica do baço, verificou-se formação de mais folículos com centro germinativo, 
evidentes nos animais imunizados independentemente do grupo analisado. Observou-se, 
também, leucocitose intrasinusoidal e periportal no fígado, e folículos reativos no linfonodo. 
Nenhuma das estratégias de imunizações com antígenos de histonas acarretou em diminuição 
da carga parasitária no linfonodo, baço e fígado. As estratégias de imunização homóloga e 
heteróloga, com antígenos de histonas nucleossomais, não foram capazes de proteger contra 
infecção por L. infantum no modelo do hamster. 

  

 

Palavras-chave: Leishmania; vacina; histonas; hamsters. 

 

 

 



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

Visceral leishmaniasis is a serious infectious disease caused by obligatory intracellular 
protozoan of the Leishmania genus. Many antigens from Leishmania have been evaluated as 
vaccine candidates mainly the histones (HIS) that are highly conserved. Exposure to HIS from 
Leishmania elicits a strong host immune response in the vertebrate host. Threfore, in this 
study, we evaluated the immunoprotective ability of HIS antigens against infection by 
Leishmania infantum in hamsters. The animals were immunized with homologous strategy 
using plasmid of the DNA coding for HIS (pcDNA3LiH2A-H3, pcDNA3LiH2B-H4) or 
heterologous strategy using DNA and recombinant protein plus  CpG. Fifteen days after last 
immunization, the animals were challenged by the intradermal route with 105Leishmania 
infantum metacyclics plus 0,5 pair of Lutzomya longipalpis salivary gland. After the last 
immunization and in the course of the infection, we determined cytokine production by Real 
time PCR (lymph node and spleen), serology by ELISA (sera), parasite burden was estimated 
by limiting dilution assay and histopathological analysis (lymph node, spleen and liver).  
Production of antibody anti HIS IgG was detected in the immunized groups treated with the 
homologous and heterologous strategies when compared to non-immunized hamsters. 
Homologous and heterologous immunizations altered the ratio of IFN-γ/IL-10 in the lymph 
node  compared to the control group. There is not a significant difference in the expression of 
this cytokine in the spleen after the immunization, however, five months after the challenge 
the homologous group presented a higher expression of IL-10 in this organ. The 
histopathological analysis of the spleen showed the formation of high number of follicles with 
a germinative center in the immunized animals independently of the immunization employed. 
Intrasinusoidal and periportal leukocytosis were observed in the liver and reactive follicles in 
the lymph node. Both immunization strategies with histone antigen did not result in reduction 
of parasite burden in the lymph node, spleen and liver. Immunization with homologous and 
heterologous strategies using histone antigen were not able to confer protection in the hamster 
model against L. infantum infection. 

 

Key words: Leishmania; Vaccine; Histone; hamsters.
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Aspectos gerais da leishmaniose 

A leishmaniose é uma doença infecto-parasitária, considerada um grave 

problema de saúde pública. Aproximadamente 350 milhões de pessoas estão expostas 

ao risco de contrair essa infecção, principalmente os moradores de áreas tropicais e 

subtropicais, de regiões da Ásia, Oriente Médio, África e América (CUNNINGHAM, 

2002).  

Amplamente distribuída no mundo, a leishmaniose visceral está entre as três 

mais importantes enfermidades transmitidas por vetores e entre as seis endemias 

consideradas prioritárias pela Organização Mundial de Saúde. A incidência em 

humanos é de aproximadamente 500.000 novos casos e 59.000 mortes por ano 

(DESJEUX et al., 2004,WHO, 2002). A leishmaniose visceral ocorre em cerca de 65 

países. A maioria dos casos ocorre em zonas pobres, suburbanas e rurais dos países de 

Bangladesh, Índia, Sudão e Brasil (DESJEUX et al., 1996). 

Os parasitos protozoários do gênero Leishmania possuem ciclo digenético 

(heteróxeno). São encontrados na forma livre flagelada, denominada promastigota, 

presente no lúmen do trato digestivo do vetor e na forma amastigota, sem flagelo, no 

interior de células do sistema fagocítico mononuclear do hospedeiro vertebrado 

(LAINSON; SHAW, 1987).  

A Leishmania infantum é transmitida ao vertebrado no momento em que o 

flebótomo Lutzomya infectado faz seu repasto sanguíneo, injetando na pele as formas 

promastigotas metaciclícas. Essas últimas são fagocitadas por macrófagos e se instalam 

no interior de fagolisossomos, onde se diferenciam na forma amastigota, proliferando 

por divisão binária. A Leishmania desenvolveu uma variedade de mecanismos de 

adaptação para sobreviver dentro do macrófago e evadir da sua resposta imune (revisto 

em ALMEIDA et al. 2003). 

As espécies que podem causar a Leishmaniose Visceral, doravante LV, 

pertencem ao subgênero Leishmania (L.), sendo L. donovani e L. infantum presentes no 

Velho Mundo e L. chagasi no Novo Mundo. Embora diferentes no nome e origem 



19 

 

 

 

 

 

geográfica, estudos moleculares indicam que L. infantum e L. chagasi são da mesma 

espécie (MAURÍCIO et al., 2000). 

A LV é uma doença grave e pode ser fatal se não tratada, consistindo em uma 

infecção generalizada que acomete o sistema reticulo-endotelial envolvendo baço, 

fígado, medula óssea e linfonodo, podendo culminar em anemia, leucopenia, 

trombocitopenia, caquexia e hepatoesplenomegalia. A forma e a gravidade da doença 

dependem do estado imunológico, nutricional e idade do hospedeiro, dentre outros 

fatores intrínsecos da espécie da Leishmania (BITTENCOURT; BARRAL-NETTO, 

1995). 

A desnutrição é apontada como fator de risco para LV, influenciando na 

gravidade da doença e na resposta imune do individuo. No Brasil, observou-se que 

crianças desnutridas têm nove vezes mais riscos de desenvolver a LV com toda 

sintomatologia clássica (CREF et al, 1987). Nas últimas décadas, é visto o aumento no 

número de casos de pacientes com leishmaniose visceral co-infectados com HIV/AIDS, 

principalmente nos grupos de riscos (DESJEUX, 2001). 

A ausência de planejamento urbano, em bairros periféricos, onde se concentram 

pessoas de baixa renda, oriundas do massivo êxodo rural, associadas as precárias 

condições sociais e econômicas aumentam a taxa de incidência da LV em centros 

urbanos (CREF et al., 1987). De fato, atualmente, verificou-se a presença do vetor em 

ambientes urbanos, tanto na periferia como nos grandes centros. Observa-se também a 

adaptação do vetor em ambiente rural, no peridomicílio, em galinheiros, chiqueiros, 

canis, paióis e, também, no intradomicílio (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006).  

 

1.2 Estratégias de Controle para Leishmaniose Visceral  

As estratégias atuais, preconizadas pela Organização Mundial de Saúde (OMS), 

como medidas de controle para a LV consistem em detecção e tratamento de casos 

humanos, diagnóstico e eliminação dos cães infectados e controle do vetor. 
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A OMS recomenda diagnosticar pacientes suspeitos de LV utilizando testes de 

ELISA, imunofluorescência, parasitológico de aspirado citológico de punções de baço, 

medula e linfonodo. O tratamento dos pacientes positivos consiste na terapêutica com 

drogas de primeira eleição, Antimoniato de Meglubina, Estibogluconato de Sódio e os 

casos que não respondem aos antimoniais são tratados com os fármacos de segunda 

linha, como Anfotericina B ou Pentamidina, os quais são mais tóxicos (WHO, 2002). 

Tendo em vista que os cães são reservatórios de LV, eliminam-se os cães com 

diagnóstico positivo, na tentativa de se controlar a incidência da doença em seres 

humanos. No Brasil, 850.000 cães são selecionados e suas amostras são coletadas, 

20.000 são eutanasiados anualmente, após diagnosticados positivos para LV. São 

principalmente nas áreas suburbanas de cidades brasileiras, como Fortaleza, Natal, 

Teresina, São Luis, Santarém, Belo Horizonte e Rio de Janeiro, onde são registrados o 

maior número de cães positivos. Contudo, o impacto desta medida interventiva sobre o 

controle da LV é passível de questionamento, pois não há comprovada correlação de tal 

intervenção com o decréscimo nos números de incidência da doença humana (NUNES 

et al., 1991). 

Outra medida de controle preconizada é o uso de inseticidas residuais nos 

domicílios e peridomicílios, com a finalidade de reduzir a população de flebotómos e 

consequentemente a transmissão do parasita. Contudo, o efeito dessa medida tem se 

mostrado temporário, devido principalmete a ocorrência de resistência ao inseticida ou 

quando a aplicação é descontinuada. Entretanto, o prolongamento de tal estratégia, não 

é desejavel, porque implica em consideráveis questões de desequilíbrio ambiental e 

elevado custo financeiro de insumos e mão de obra (ROUSH, 1993). 

 

1.3 Resposta imune na Leishmaniose Visceral  

A imunidade anti-Leishmania é mediada tanto pela via inata (macrófagos e 

neutrófilos), quanto pela via adaptativa (linfócitos B e T e células dendríticas). A 

resolução da infecção na LV está associada à apresentação de antígenos de Leishmania 

por macrófagos e células dendríticas (CD), além da ação de linfócitos TCD4 e CD8 
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(revisto em PETERS; SACKS, 2006). A dicotomia da resposta Th1/Th2 é um dogma 

controverso da resposta imune na leishmaniose visceral, pois, existe um padrão misto de 

resposta, com a participação de células Th1 e Th2, em seres humanos e modelos 

experimentais. Alguns autores evidenciaram que é necessária a persistência de um 

número reduzido de parasitas para manter a resposta imune duradoura e protetora 

(ENGWERDA; ATO; KAYE, 2004). 

Um das primeiras células a chegarem  no sitio da inoculação da Leishmania são 

as células NK, que promovem a maturação das células dendríticas, com consequente 

fagocitose,  apresentação de antígenos e a diferenciação de células T. As células NK 

atuam na interação entre os componentes da resposta imune inata e adaptativa 

(NYÉLEN et al.,2007). Em camundongos infectados com L.infantum, as células 

dendríticas mielóides expressam TLR9 e produzem IL-12, levando à ativação das 

células NK. Estas células secretam IFN-γ no paracórtex do linfonodo, recrutando células 

TCD4+, necessárias para o controle da infecção (HAEBERLEIN et al., 2010). A 

inibição da produção de IL-12 é uma tentativa de escape dos parasitas nesse processo, 

pois esta citocina é essencial para a indução de IFN-γ e fundamental para a ação 

leishmanicida do macrófago (AHUJA et al., 1999). Estudos evidenciam que pacientes 

com LV crônica apresentam baixa freqüência de células NK, agravando o seu 

prognóstico (NYÉLEN et al.,2007). 

Além disso, citocinas anti-inflamatórias como a IL-10,  atuam na supressão das 

células efetoras Th1 e na inibição da síntese das citocinas IL-1β, IL-6, IL-8 e TNF-α. 

Assim, ocorre redução na ativação de macrófagos, ocasionando uma infecção latente 

(BOGDAN et al., 1991; BELKAID et al., 2001). Pacientes com LV, que apresentam 

agravamento progressivo da doença, manifestam um aumento na expressão de mRNA  

para IL-10 na medula e nos linfonodos (SAHA et al.,2007).   

Observou-se que, em macrófagos humanos infectados com L.infantum, 

L.amazonensis e L.braziliensis, ocorre uma resposta anti-inflamatória com ativa 

produção de TGF-β. Um estudo in vitro apontou que concentrações fisiológicas de 

TGF-β não inibiram a explosão respiratória induzida pela fagocitose, mas suprimiram a 

expressão de iNOS, que tem ação crítica sobre a destruição das amastigotas (GANTT et 

al., 2003).  
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Estudos ressaltaram que citocinas como, IL-13, IL-15, IL-17 e IL-22 estão 

associadas à proteção contra infecção por L.donovani (BABALOO et al., 2001, 

MILANNO et al.,2002, MURUGAIYAN et al.,2009, PITTA et al.,2009). Por outro 

lado, a IL-27 produzida por macrófagos e células dendríticas na LV, induziu a produção 

de IL-21 e influenciou a expansão de células T secretoras de IL-10 no baço, 

favorecendo a multiplicação do parasita (ANSARI et al., 2011). 

Observou-se, em um estudo com clones de células T oriundos de pacientes 

humanos, apresentando LV ativa ou assintomáticos (sorologia positiva e teste de DTH 

positivo), uma maior população de células CD8+ e quantidades reduzidas na população 

de células CD4+. Uma situação oposta foi constatada em indivíduos resistentes a LV 

(SAHA et al., 2006).  A persistência dos parasitas nestes pacientes com infecções 

crônicas está associada à inibição da fusão do lisossomo com o fagossomo em 

macrófagos, como também à redução na produção de NO e ROS, influenciando o 

recrutamento de células T reguladoras (T-regs) CD4+CD25+FoxP3+ (WILSON; 

JERONIMO;  PEARSON, 2005). 

 

1.4 O hamster como modelo experimental na Leishmaniose Visceral  

O hamster golden syrian (Mesocricetus auratus) tem sido amplamente utilizado 

como modelo experimental para uma série de patologias humanas como sífilis, 

micobactérias, micoses, arboviroses e leishmaniose visceral (BARBOSA JUNIOR et 

al., 1987).  Esses roedores também são utilizados para estudar diversas formas de 

leishmaniose causadas por diferentes espécies de parasitas (CHILDS et al., 1984).  

Distintas 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 Leishmania (L. donovani ou L. infantum) apresentam 

infecção progressiva no fígado, baço e medula óssea, levando-os ao desenvolvimento de 

manifestações clínicas similares aquelas desenvolvidas pelo homem. Seres humanos, 

cães e hamsters frequentemente exibem sinais clínicos e sintomas durante a LV, 



23 

 

 

 

 

 

diferente do camundongo que praticamente não apresenta sinal clínico, dependendo do 

número de parasitas utilizados no inóculo (CARRION et al., 2006).  

Dados da literatura mostram que uma porcentagem dos hamters é capaz de 

resistir à infecção, por desenvolverem uma resposta imune protetora espontânea. Em um 

trabalho, monitorado por um ano, os hamsters infectados por via intracardíaca, com 103 

e 105 parasitas de L.infantum, desenvolveram sintomatologia clínica. Em ambos os 

grupos, houve animais sintomáticos e assintomáticos. Os animais sintomáticos 

apresentaram emaciação, desidratação, astenia, hepatoesplenomegalia e alta carga 

parasitária no fígado e baço. Já os animais oligossintomáticos desenvolveram 

esplenomegalia acompanhada de moderada carga parasitária em baço e fígado, sem 

sinais clínicos; ao passo que nos animais assintomáticos não foram detectados parasitas 

(REQUENA et al., 2000). 

As características patológicas observadas durante o curso da LV em hamsters 

incluem, desestruturação, depleção linfóide e hipoplasia de polpa branca em baço, 

granulomas hepáticos e depósito secundário de substância amilóide em fígado e baço 

(RICA-CAPELA et al., 2003). Muitos hamsters desenvolvem ascite grave antes de 

sucumbirem e estudos histológicos têm revelado a presença de glomerulonefrite 

mediada por imunocomplexos e amiloidose disseminada, que conduzem ao 

desenvolvimento de síndrome nefrótica (SARTORI et al., 1991, FERNÁNDEZ et al., 

2013). 

Outro estudo mostrou que a infecção de hamsters com 107 promastigotas de 

L.infantum, pela via intracardíaca, levou ao desenvolvimento de lesões mucocutâneas 

localizadas, acompanhadas de úlceras nas áreas próximas ao focinho (NIETO et al., 

2011). Foram observados diferentes alterações como anemia, leucopenia, 

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

hipergamaglobulinemia, hepatoesplenomegalia (PEARSON et al., 1990; MELBY et al., 

2001). 

Um trabalho avaliando a resposta imune de hamsters contra a LV indicou que 

esplenócitos infectados com L. donovani expressam quantidade significante de citocinas 

do tipo Th1, como IFN-γ, IL-2 e TNF-α. Embora possuindo baixa ou nenhuma 
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expressão de IL-4, quantidades substanciais de mRNA para TGF-β e IL-10 estão 

presentes. Associado a isto, estudos com hamsters, verificaram que alguns animais 

apresentam uma resposta imune do perfil Th1, e mesmo assim ocorre progressão da 

doença, pois a atividade de mRNA para a síntese de  iNOS é reduzida  no fígado e baço 

nesses animais, levando a um agravamento do quadro da LV (BELKAID et al., 2000, 

MELBY et al., 2001). Assim, a incapacidade em controlar a infecção pode estar 

relacionada à falta das funções efetoras dos macrófagos infectados (PEREZ, 2006). 

A investigação com hamsters constitui um modelo apropriado para o estudo das 

características patológicas manifestas da LV. Por serem susceptíveis, os hamsters, têm 

sido utilizados em estudos de fármacos, vacinas e mecanismos de imunossupressão na 

LV. 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 

(BASU et al., 2005; GARG et al., 2006). Entretanto, a carência de muitos reagentes e 

anticorpos ainda constitui um obstáculo, os quais são superados utilizando-se novas 

abordagens moleculares para a avaliação imunológica desses animais (MELBY et al., 

2001). 

 

1.5 As Limitações para a elaboração de uma vacina para LV  

A Leishmania é um parasita eucarioto intracelular complexo, que possui 

mecanismos muito elaborados para sobreviver e multiplicar-se dentro de células do 

sistema mononuclear fagocítico. A maioria dos antígenos de Leishmania é reconhecida 

pelo hospedeiro, pois ocorre a produção de anticorpo e/ou resposta imune celular. 

Entretanto, a resposta a alguns antígenos não induz proteção, podendo inclusive 

contribuir para exacerbação da resposta patológica, devido à reação cruzada com 

moléculas do próprio hospedeiro (HANDMAN, 2001). 

De acordo com a literatura, existem indivíduos com capacidades diferentes de 

resposta frente ao mesmo antígeno de Leishmania, como é observado em indivíduos 

baixo ou altos respondedor. Uma vacina de Leishmania para ser utilizada em seres 

humanos, requer diferentes antígenos (polivalentes), capazes de induzir uma resposta 
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protetora para a maior parte da população e que seja produzida em larga escala. O 

desenvolvimento de uma vacina parece ser o mais efetivo e factível enfoque profilático 

como método de controle para a LV (LARA et al., 1991). 

Atualmente, os ensaios clínicos com candidatos a vacinas de Leishmania, são 

classificados em vacinas de primeira geração (antígeno total do parasita morto), vacinas 

de segunda geração (Leishmania vivas atenuadas, vírus ou bactéria com inserção de 

genes expressando antígenos, frações nativas ou recombinantes de antígenos da 

Leishmania) e, por fim, vacinas de terceira geração (vacinas de DNA/Gênicas).  

 

1.6 Proteínas recombinantes como candidatas para vacinas de LV 

Vacinas de segunda geração, que utilizam proteínas recombinantes, têm sido 

testadas desde 1990. A administração dessas proteínas tem sido avaliada em 

combinação, ou como poliproteínas ou quiméricas, sendo que a maioria deve ser 

associada a adjuvantes para induzir maior proteção. Geralmente, a imunização com 

proteínas induz apenas uma fraca resposta de células T. Por outro lado, a adição de 

adjuvantes com propriedades agonistas para os receptores de reconhecimento de 

padrões (PRRs), induz uma resposta mais intensa e duradoura contra patógenos 

intracelulares como a Leishmania (GURUNATHAN et al., 1998). 

Uma das primeiras proteínas testadas contra leishmaniose foi a gp63, um 

antígeno conservado em todas as espécies de Leishmania. Um estudo recente, 

imunizando camundongos BALB/c com antígeno rgp63 mais adjuvante CpG, conferiu 

proteção quando desafiados com L.donovani (MAZUNDER et al.,2012).  Tewary e 

colaboradores (2005) identificaram um gene ORFF (do inglês, open reading frame), 

localizado, no locus LD1 do cromossomo 35 de amastigotas de L.donovani, que 

expressa uma proteína nuclear ORFF. A imunização apenas com a proteína rORFF no 

modelo murino, protegeu parcialmente (45-60%) contra a infecção por L.infantum.  

Um estudo com um antígeno de membrana da promastigota de L.donovani 

(LAg)  encapsulado em lipossomas catiônicos, induziu  níveis significantes de proteção  

contra  LV ao imunizar camundongos e hamsters diminuído respectivamente em 83% e 
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54% a carga parasitária no baço (AFRIN et al., 2000). A proteína ácida ribossomal 

purificada de L. infantum (LiP0) é um componente estrutural da subunidade maior do 

ribossomo e é um antígeno imunodominante capaz de induzir a produção de anticorpos 

em pacientes e cães infectados com L. infantum (IBORRA et al., 2005). Do mesmo 

modo, foi demonstrado, em estudos utilizando-se a região C-terminal de LiP0 

administrada com BCG como adjuvante, que houve proteção parcial dos cães, 

diminuído o número de parasitos em 42% contra infecção por L. infantum (MOLANO 

et al., 2003). Essa vacina é um potente imunógeno em coelhos e camundongos 

(DANTAS-TORRES, 2006). 

A utilização da vacina Leish-111f resultante da fusão de diferentes proteínas 

como os antígenos TSA (proteína oxidante tiol específico), LmSTI1 (proteína de 

estresse induzível da L. major) e LeIF (fator de iniciação de Leishmania), formulados 

com o adjuvante MPL-SE (Lipídio A, do LPS atenuado) protegeu camundongos e 

hamsters contra LV, levando a diminuição da carga parasitária em 99,6%. Essa mesma 

formulação foi testada em cães expostos à infecção natural por L.infantum e observou-

se uma resposta imunogênica, entretanto esta não foi eficaz na prevenção da infecção, 

contudo tal vacina embora tenha aumentado a taxa de sobrevivência dos cães (COLER 

et al., 2002; SKEIKY et al., 2002; COLER et al., 2007). 

Dentre outros antígenos candidatos vacinais para LV, destaca-se a proteína de 

superfície rHASPB1, que conferiu proteção em camundongos contra um desafio 

experimental com L. donovani, sem uso de adjuvante (STAGER et al., 2000). Outra 

proteína candidata vacinal promissora, é o antígeno LeIF (fator de iniciação de 

eucarioto) expresso em promastigotas e amastigotas  das diferentes  espécies de 

Leishmania. Um estudo com a proteína recombinante LeIF de L.infantum, conferiu nos 

hamsters proteção de 65%  contra a LV, devido ao aumento da transcrição de mRNA 

para síntese de NO e diminuição nas concentrações das citocinas IL-4, IL-10 e TFG-β 

(KUSHAWAHA et al., 2011). Em outro trabalho esta mesma proteína, induziu uma 

resposta de perfil Th1 mediada por IL-12, quando células mononucleares de sangue 

periférico de pacientes com LV foram estimuladas pela LeiF. Além disso, também 

observou-se que linfócitos de camundongos BALB/c imunizados quando estimulados 
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pela rLeIF apresentavam alta expressão de IL-12,  e uma baixa produção de IL-4 

(BARHOUMI et al., 2006). 

 

1.7- Candidatos a vacinas de DNA para leishmaniose e estratégia prime-boost 

Nos últimos anos, as vacinas gênicas ou vacinas de DNA têm representado uma 

nova estratégia para o controle de doenças infecciosas, pois essas vacinas induzem 

respostas imunes protetoras para o hospedeiro, principalmente contra microrganismos 

intracelulares (PLOTKIN, 2005; PALATNIK-DE-SOUSA, 2008). São várias as 

vantagens da utilização de vacinas de DNA, incluindo sua construção e a produção em 

larga escala, além da possibilidade de manipulação, que permite a expressão de 

múltiplos antígenos (GARMORY et al., 2005).  

O gene que codifica a proteína é clonado em um vetor de expressão de bactérias 

e o DNA é injetado diretamente na pele ou no músculo do hospedeiro (ULMER et al., 

1996). 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 baixa, mas é suficiente para induzir uma resposta imune 

celular e humoral (AZEVEDO et al., 1999). 

Atualmente, muitos antígenos na forma de vacina gênica têm sido testados como 

candidatos promissores para utilização no controle e prevenção da leishmaniose, 

incluindo antígenos parasitários, de vetores e/ou adjuvantes (OLIVEIRA et al., 1999). 

Entre os antígenos de Leishmania que exibiram atividade protetora quando 

administrados como vacinas de DNA, encontram-se diferentes proteínas de membrana e 

intracelulares tais como, histonas, proteínas de choque térmico e ribossomais 

(KHAMESIPOUR et al., 2006; DUMONTEIL, 2007). 

As vacinas de DNA codificam antígenos específicos com capacidade de 

ativarem as células T essenciais para a proteção contra microrganismos intracelulares 

(GURUNATHAN, et al., 2000). Contudo, quando administradas exclusivamente, as 

proteínas possuem limitação para manutenção de uma resposta imune intensa e durável. 

Um enfoque visando uma estratégia de imunização mais elaborada, com permanência 
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do antígeno no organismo por mais tempo, encontra-se no princípio do prime-booster. 

Este princípio consiste na exposição de um mesmo antígeno de diferentes formas para o 

sistema imune, durante a dose inicial e a de reforço. O objetivo deste protocolo é que a 

dose inicial induza a resposta imune com o padrão requerido para conferir proteção e 

que a dose de reforço mantenha e expanda tal resposta. Este tipo de imunização tem 

sido usada experimentalmente contra doenças como malária, tuberculose, influenza e 

HIV (WANG et al., 2001). 

O uso das vacinas de DNA é a metodologia mais atual na busca por proteção 

contra leishmaniose visceral. RAMIRO e colaboradores (2003) obtiveram proteção em 

60% dos animais contra a infecção por L. infantum, utilizando um protocolo de 

vacinação heteróloga de prime-booster, no qual cães foram vacinados inicialmente com 

DNA codificando a proteína LACK de L. infantum e, posteriormente, por vírus 

recombinante de Vaccínia, contendo o gene da proteína. Um regime de vacinação 

semelhante também induziu proteção em cães com duas doses da vacina de DNA, que 

codifica cisteína-proteases do tipo I e II do parasita, e um reforço comas proteínas 

recombinantes. Observou-se reação positiva ao teste de DTH e ausência de parasitas na 

medula óssea 12 meses após desafio (RAFATI et al., 2005). 

Um outro estudo comparou o potencial do antígeno gp63 de Leishmania nas 

estratégias de vacinação homóloga (DNA/DNA ou Proteína/ Proteína e adjuvante CpG) 

ou heteróloga (DNA/proteína) em camundongos BALB/c contra a infecção por 

L.infantum. Foi observado controle da carga parasitária nos animais imunizados com as 

estratégias heterólogas, com elevada produção de IFN-γ, IL-12, óxido nítrico e redução 

de IL-4 e IL-10 (MAZUMDER et al., 2011). 

Outra pesquisa mostrou o potencial da imunização com a estratégia heteróloga 

em hamsters. O conjunto dos antígenos KMP-11 (proteína de membrana do 

cinetoplasto), TRYP (Peroxidase Triparadoxina), PAPLE22 (Proteína de Agravamento 

Potencial de L.infantum) e LACK induziu produção significante de óxido nítrico em 

macrófagos de hamsters. Além disso, foi observada redução na carga parasitária do baço 

e no sangue, quando comparado ao grupo imunizado com estratégia homóloga 

(DNA/DNA e Proteína/ Proteína) (TODOLÍ et al., 2012). 
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1.8 Os antígenos das histonas como candidatos vacinais para leishmaniose 

As histonas nucleossomais constituem proteínas estruturais com papel 

importante na organização e regulação dos genes. Localizam-se no núcleo das células 

eucarióticas e existem quatro classes principais de histonas (H2A, H2B, H3 e H4) de 

Leishmania que formam a unidade básica da cromatina, o nucleossomo (REQUENA et 

al., 2000). As histonas de Leishmania destacam-se como antígenos protetores quando 

administradas em vacinas de DNA, em camundongos Balb/c, induzindo uma resposta 

imune do perfil Th1 (KHAMESIPOUR et al., 2006).  

As histonas são antígenos altamente conservados, produzidos por várias espécies 

de Leishmania, que não são secretados, entretanto, são capazes de induzir uma intensa 

resposta imune (SANTAREM et al., 2007). Essas proteínas são liberadas durante a 

infecção, após a destruição das amastigotas intracelulares pelo macrófago ativado ou 

pela citólise espontânea de amastigotas dentro da célula infectada. Além disso, são 

capazes de modular a resposta imune do hospedeiro, devido ao fato de não sofrerem 

pressão seletiva pela resposta imune, ao contrário das proteínas de superfície e das 

proteínas secretadas pela Leishmania (CHANG et al., 2003). 

Um estudo recente mostrou que peptídeos das histonas de seres humanos podem 

atuar como microbicidas contra bactérias, fungos e promastigotas de Leishmania. Em 

um estudo, utilizando diferentes concentrações das histonas H2A e H2B no tratamento 

in vitro de promastigotas de L.major, L.braziliensis, e L.mexicana, foi observada 

diminuição da infectividade dos macrófagos de camundongo por estes parasitas tratados 

(WANG et al., 2011). 

As histonas de Leishmania também podem ser reconhecidas por outras espécies 

de hospedeiros vertebrados, além do camundongo. Ao utilizar soros de cães infectados 

com L.infantum, observou-se que as histonas H2A (72%) e H3 (68%) são mais 

imunogênicas, pois induziram maior produção de anticorpos quando comparadas às 

histonas H2B (60%) e H4 (44%). Além disso, investigações com proteínas de histonas 

de Leishmania, demonstraram que as proteínas H2A e H2B são capazes de levar à 

produção de IFN-γ, quando utilizadas na re-estimulação de células mononucleares 
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provenientes de pacientes com leishmaniose cutânea, citocina esta que é indispensável 

para que ocorra a morte das amastigotas (DE CARVALHO et al., 2003). 

Ainda vale mencionar que um estudo experimental, com uma vacina de DNA 

polivalente composta por 10 antígenos diferentes (H1, H2A, H2B, H3, H4, p36, PSA-2, 

peroxidoxin/TSA, STI1 e ARP-1) de isolados de L. donovani, resultou na indução de 

uma resposta imune celular tipo Th1 em cães. Esses animais apresentaram evidente 

linfo-proliferação antígeno-induzida e síntese de IFN-γ, entretanto, sem ocorrer 

produção de IL-4. Além disso, houve resposta do tipo DTH contra amastigota de L. 

donovani, redução da carga parasitária em monócitos in vitro e nos linfonodos drenantes 

destes animais (SALDARIGA et al., 2006). 

O efeito protetor das histonas também foi demonstrado quando camundongos 

BALB/c foram imunizados com células dendríticas pulsadas e associadas aos antígenos 

histonas, 50% dos animais imunizados quando desafiados com L.infantum, reduziu a 

carga parasitária no baço para 55% quando comparados ao grupo controle 

(BERBERICH et al., 2003). Iborra e colaboradores, em 2004, também mostraram no 

modelo BALB/c que ao utilizar imunização com vacinas gênicica codificando para os 

antígenos de histonas induziu redução no tamanho da lesão após desafio com L.major 

(IBORRA et al., 2004). 

Outra estratégia de imunização pela via endovenosa e intradémica em 

camundongos BALB/c, utilizando células dendríticas pulsadas e proteínas de histonas e 

CpG, reduziu em 50% a carga parasitária no baço e fígado quatro semanas após a 

infecção dos animais por L.infantum (CARRIÓN  et al., 2008). Esse mesmo grupo 

demonstrou que a adição de anticorpo monoclonal anti-CD8 em cultura de esplenócitos, 

diminui a produção de IFN-γ, apenas nos camundongos imunizados com DNA 

codificantes para H2A e H3. Por outro lado não houve diminuição significativa na 

produção desta citocina nos esplenócitos dos animais imunizados com H2B e H4, 

sugerindo que CD8 também pode participar na proteção conferida por estas proteínas, 

pela produção de IFN-γ (CARRIÓN et al., 2008). 

              Um estudo recente do nosso grupo imunizando camundongos BALB/c com os 

antígenos de histonas nucleossomais (H2A, H2B, H3, H4) de L.infantum em estratégias 
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homóloga (DNA/DNA) e heteróloga (DNA/proteína) com CpG mostrou que ambas 

abordagens levaram à inibição do desenvolvimento da lesão, controle da carga 

parasitária na orelha e linfonodo dos animais infectados com L. braziliensis. Observou-

se também ausência de macrófagos infectados em cortes histológicos no local do 

desafio (CARNEIRO et al., 2012).  

 

1.9 Oligonucleotídeos de CpG como adjuvante de antígenos vacinais 

O CpG ODN (do inglês Cytosine-phosphorothioate-

guanineoligodeoxynucleotides) é uma sequência padrão encontrada no DNA de 

bactérias que possuem a capacidade de ativar células Natural Killer (NK)a secretar IFN-

γ (KLINMAN et al., 1994).  O CpG é reconhecido pelas células do sistema imune via 

Toll-like 9 (TLR9), presente no endossoma de células B e células dendríticas 

plasmocitóides. A ativação desta via desencadeia a expressão de genes relacionados à 

produção de IL-1, IL-6, IL-12, IL-18 e TNF-α, citocinas que caracterizam o perfil de 

resposta Th1(KRIEG et al., 1995).   

 Estudos recentes evidenciam a importância da associação de adjuvantes aos 

antígenos vacinais, devido a sua capacidade de atuar nos receptores do sistema imune 

inato (SALEN et al., 2005). Dados da literatura mostram que CpG ODN têm sido 

extensivamente utilizados como adjuvante e imunoterápico, pois acelera e estimula a 

resposta vacinal. Foram observados bons resultados na ativação da resposta imune em 

animais neonatos ou imunocomprometidos, após o protocolo terapêutico com CpG 

ODN (KRISHNAMACHARI; SALEM, 2009).  

Os experimentos de Sane e colaboradores (2010), com hamsters e camundongos, 

demonstraram a capacidade imunomoduladora do CpG. Essa estratégia de tratamento 

dos animais induziu a produção de óxido nítrico e citocinas do perfil Th1, quando 

associado ao fármaco Miltefosina no tratamento da LV. 

Do mesmo modo, diferentes abordagens experimentais têm sido utilizadas com 

CpG ODN, co-administrado com antígenos vacinais contra antraz, brucelose, influenza 

vírus, vírus da coriomeningite linfocítica, varíola, sarampo, antígenos de superfície da 
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hepatite C e toxina tetânica (OXENIUS et al.,1999). Essas diferentes abordagens 

ressaltam que a imunização com CpG ODN induz uma intensa resposta de padrão Th1, 

com maturação e ativação de células dendríticas, acompanhada de níveis elevados de 

IgG2a (HARN, 2005).  

Além disso, o CpG-ODN possui a capacidade de induzir uma resposta imune 

celular e humoral de longa duração, quando adicionados à vacina de DNA ou a 

estratégia prime-booster. De fato, uma vez que sequências de DNA podem ser 

reconhecidas por receptores do tipo Toll, elas possuem um papel importante na ativação 

de células da imunidade inata (BABUIK et al., 2004). Além disso, ocorre ativação das 

células apresentadoras de antígeno, com produção de IL-12, uma citocina fundamental 

na diferenciação de células Th1(BASTOS et al., 2004).  

Em um estudo realizado por Mendez e colaboradores, em 2003, camundongos 

receberam baixas doses de promastigotas de L.major associado a CpG-ODN. Foi 

observada uma resposta intensa de células TCD4+ e TCD8+ com produção de IFN-γ, 

levando à redução na carga parasitária. Adicionalmente, outro estudo com camundongos 

C57BL/6 demonstrou que, após imunização com LiP0-DNA de L.infantum associado ao 

CpG, não houve desenvolvimento de lesão e ocorreu redução da carga parasitária nos 

animais desafiados com L.major na orelha. Nesse mesmo estudo, observou-se que a 

imunização de camundongos BALB/c com rLiP0 e CpG também induziu proteção 

parcial quando desafiados com L. major (IBORRA et al., 2005). Todos estes trabalhos 

evidenciam a capacidade imunoduladora do adjuvante  CpG, quando associado a 

antígenos vacinais.  
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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 65 países. A incidência anual estimada de LV 

é de, aproximadamente, 500.000 casos (WHO, 2002). Atualmente, temos um quadro 

limitado e oneroso de fármacos utilizados no tratamento dos pacientes com 

leishmaniose, de efeitos colaterais adversos. 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). Contudo, tais medidas não têm sido suficientes para diminuir a incidência 

da doença. A viabilidade de uma vacina eficaz para animais e seres humanos seria um 

método profilático de controle desta endemia. Por isso, a utilização de vacinas, em todo 

o mundo, foi proposta como medida profilática em Saúde Pública para o controle de 

várias doenças em distintas situações epidemiológicas. 

É sabido da necessidade da elaboração de uma vacina para LV, tanto para seres 

humanos quanto para animais. Com esse propósito, no presente estudo, foi avaliado se 

as vacinas de DNA que codificam histonas nucleossomais de Leishmania infantum 

(H2A, H2B, H3 e H4) ou seguido de reforço com as proteínas recombinantes (rH2A, 

rH2B, rLH3 e rH4) em combinação com o adjuvante CpG-ODN protegem hamsters da 

infecção por L. infantum. Esses animais após as imunizações foram infectados por via 

intradérmica com Leishmania infantum na presença da saliva de Lutzomyia longipalpis; 

um modelo experimental de LV descrito anteriormente pelo nosso grupo (GOMES et 

al., 2008). Foram avaliadas a carga parasitária no baço, fígado e linfonodos, bem como 

a resposta imune proveniente da imunização e infecção dos animais. 

 Sabe-se que ainda inexistem vacinas eficazes capazes de controlar a LV em cães 

e humanos e o desenvolvimento das mesmas tem exigido um esforço por parte de 

diversos grupos de pesquisa em diferentes partes do mundo. Neste contexto, uma das 

possibilidades que se abrem estar relacionada com o desenvolvimento de uma vacina 

com os antígenos nucleossomais de Leishmania, os quais indicam novas perspectivas na 

profilaxia da LV, em animais e no homem. 
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3 HIPÓTESE 

A imunização de hamsters com os antígenos de histonas nucleossomais protege 

estes animais de uma subsequente infecção por Leishmania infantum.  

 

4 OBJETIVOS  

4.1 Objetivo Geral  

Avaliar se a imunização com plasmídeos de DNA que codificam histonas 

nucleossomais de Leishmania (H2A, H2B, H3 e H4) de forma isolada ou em 

combinação com reforço das proteínas recombinantes (rH2A, rH2B, rH3 e rH4) com 

CpG induz resposta protetora contra a infecção por Leishmania infantum em hamsters. 

 

4.2 Objetivos Específicos  

• Avaliar a resposta imune induzida em hamsters após imunização com 

plasmídeos de DNA que codificam histonas nucleossomais de Leishmania 

(H2A, H2B, H3 e H4) ou em combinação com reforço constituído pelas 

proteínas recombinantes associadas ao CpG. 

 

• Avaliar se os candidatos vacinais utilizados na estratégia homóloga e 

heteróloga são capazes de reduzir a carga parasitária em pelo menos 80%, contra 

a infecção por L.infantum em relação aos controles não imunizados. 
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5. Desenho experimental 

 

            

            

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grupo Homólogo 
3 doses com 50µg de cada 

pcDNA3LiH2A-H3 e 
pcDNA3LiH2B-H4 

Grupo Heteróloga 
2 doses com 50µg de cada 

pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4 
+ 1 dose de 5 µg cada proteína 
H2A,H3,H2B, H4 + 1nM CpG) 

Grupo Plasmídeo vazio 
 3 doses de 100µg de 
pcDNA3+1nM CpG 

Grupo Salina 

Avaliação da Imunogenicidade 

 
 

Quantificação das citocinas 
por Real Time PCR : 
IFN-γ, IL-10, TGF-β 

 
- Linfonodo e baço dos animais 
apenas imunizados 
 
 
-Baço dos animais 5 meses após o 
desafio 
 
 
 

Elisa: 
 

 IgG total anti-histonas 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

15 hamsters Golden syrius/ Grupo 

1º imunização  

15 dias  

2º imunização  3º imunização  

15 dias  15 dias  

Eutanásia  
 

    15 dias após á ultima imunização  
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Avaliação da Capacidade Protetora 

Quantificação da 
carga parasitária, por 

LDA no: linfonodo, 
baço e fígado 

Grupo Homólogo 
3 doses com 50µg de cada 

pcDNA3LiH2A-H3 e 
pcDNA3LiH2B-H4 

Grupo Heteróloga 
2 doses com 50µg de cada 

pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4 
+ 1 dose de 5 µg cada proteína 
H2A,H3,H2B, H4 + 1nM CpG) 

Grupo Plasmídeo vazio 
 3 doses de 100µg de pcDNA3+1nM 

CpG 

1º imunização  

15 dias  

2º imunização  3º imunização  

15 dias  

Desafio10
5
 de L.infantum + 

 1/2 glândula de L.longipalpis 
pela via ID  

15 hamsters  
Golden syrius/Grupo 

Grupo Salina 

Avaliação 
histopatológica: 

linfonodo, baço e fígado 

15 dias  2, 5 e 7 meses  15 dias  

Eutanásia  
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6 MATERIAIS E MÉTODOS 

6.1 População de estudo  

 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-005/2011, em 05-05-2011. 

6.2 Plasmídeos que codificam para as proteínas de histonas nucleossomais e 

proteínas recombinantes das histonas de L. infantum 

 As proteínas recombinantes das histonas de Leishmania infantum (rH2A, rH2B, 

rH3 e rH4), bem como os plasmídeos contendo os insertos que codificam os genes das 

histonas de Leishmania infantum (pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4) e o 

plasmídeo vazio (pcDNA3) foram gentilmente cedidos pelo Dr. Manoel Soto, da 

Universidad Autonoma de Madrid, Espanha.  

 As bactérias Escherichia coli competentes foram transformadas com os 

plasmídeos e do sedimento do cultivo bacteriano a purificação destes foi realizada 

utilizando-se um kit de isolamento de plasmídeo “Giga Prep Endofree” (Qiagen, 

Alemanha), de acordo com as recomendações do fabricante.  

6.3 Imunizações dos animais/Grupos 

 

 Os ensaios foram realizados em hamsters divididos em 4 grupos 

experimentais(Homólogo, Heterólogo, Plasmídeo vazio e Salina). Vale ressaltar que 

todos os ensaios foram repetidos 3 vezes. Realizou-se dos ensaios para as dosagens das 

citocinas após imunização e um outro grupo de animais foram imunizados e desafiados 

por L.infantum, totalizando 15 animais por grupo em cada experimento realizado. 
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6.3.1 Imunização Homóloga 

 Os animais foram imunizados três vezes com os plasmídeos de DNA com 

intervalos de quinze dias entre as doses. A imunização com DNA foi realizada com 

injeção intramuscular na pata traseira direita, nos músculos tibiais anteriores, contendo 

100µg de um coquetel de plasmídeos recombinantes (50ug de cada tipo de plasmídeo 

recombinante (pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4) diluídos em 50uL de salina.  

6.3.2 Imunização heteróloga 

 Na estratégia heteróloga (DNA/proteína), os animais receberam duas 

imunizações na perna direita nos músculos tibiais anteriores, com os plasmídeos 

recombinantes seguidas de uma imunização contendo 20µg de proteínas recombinantes 

de histonas (5µg de cada um dos tipos H2A, H2B, H3 e H4), associado com 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), a dose de reforço ( Prime-booster) feita por via 

intradérmica na orelha direita, diluídos em 30uL. Cada dose foi administrada com um 

intervalo de quinze dias. O grupo controle recebeu 30uL de salina nas mesmas 

condições. 

 Para estas imunizações, foram utilizadas seringas de insulina BD ULTRAFINE 

(BD Pharmingen, EUA) e agulha hipodérmica de 30G (271/2G). Cada grupo era 

composto de 15 animais.  

6.4 ELISA para detecção de IgG anti-histonas 

 Os títulos de anticorpos foram mensurados antes da primeira imunização e 15 

dias após a terceira imunização, nos animais imunizados com plasmídeos recombinantes 

(pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4 ou pcDNA3), tanto na estratégia homóloga 

como na heteróloga. 

 Para a realização do ELISA, para detectarmos anticorpos anti-histonas, as placas 

de 96 poços foram sensibilizadas com 1µg/mL de cada histona recombinante (rH2A; 

rH2B, rH3 e rH4) em tampão carbonato-bicarbonato pH 9.6, 100µL/poço, incubadas 

durante à noite a 4ºC. Foram realizadas três lavagens, com 250µl/poço, de PBS Tween 
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20 0,05% e os sítios inespecíficos foram bloqueados, utilizando-se 200µl/poço, de PBS 

Tween BSA, contendo 1% de BSA por 2h a 37ºC. Foram realizadas mais quatro 

lavagens com PBS Tween 0,05% (250µl/poço) e adicionou-se 100µL/poço dos soros 

diluídos 1/100µL 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 1/100 em PBS Tween 0,05% e as 

placas foram incubadas por 1h a 37ºC. Em seguida, os poços das placas foram lavados 3 

vezes com PBS Tween0,05% e incubadas com 100µl/poço do substrato p-nitrofenil 

fosfato na concentração de 1mg/mL dissolvido em tampão carbonato-bicarbonato mais 

0.2mM de cloreto de magnésio pH 9.6 por 15 minutos à temperatura ambiente. A reação 

de cor foi interrompida após adição de 50µl/poço de 3M NaOH. A leitura dos poços das 

placas foi realizada em um espectrofotômetro leitor de ELISA em comprimento de onda 

de 450nm. Os resultados foram expressos em Densidade Ótica (OD). O ponto de corte 

foi calculado a partir de soros de hamster negativos, calculando-se a média da OD mais 

duas vezes o desvio padrão. 

6.5 Parasitas  

 Promastigostas de L.infantum (MCAN/BR/00/BA262) foram mantidas em meio 

de cultura Schneider (LGC, São Paulo, BRASIL) suplementado com 10% de soro 

bovino fetal inativado (SBF), 100 UI/ml de penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina e 

2mM de L-glutamina a 25ºC (todos da Gibco, Carlsbad, CA, USA), denominado 

Schneider completo (SACKS & MELBY, 2001). Quando os parasitas atingiram a fase 

estacionária, promastigotas foram coletadas e separadas por gradiente descontinuo de 

Ficoll 400, para obtenção de uma população rica em promastigotas metacíclicas (YAO 

et al., 2008). 

6.6 Separação das formas metacíclicas de L.infantum usando Gradiente 

Descontínuo de Ficoll 

 Promastigotas de L. infantum em fase estacionária foram lavadas em meio 

DMEM 1% e contadas em câmara de Neubauer. Em um tubo de 15 ml foi preparado o 

gradiente de Ficoll 400, constituído de 2mL de Ficoll a 40% diluído em PBS, e sobre 

este adicionou-se 2 ml de Ficoll a 10% diluído em Meio 199, utilizando-se seringas de 5 
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ml e agulhas 40x12. Sobre o gradiente, foram colocadas 109promastigotas ressuspensas 

em 2mL de DMEM 1% e submetidas à centrifugação a 365g, a temperatura ambiente 

por 10 minutos. As formas metacíclicas que se acumularam na fase superior do Ficoll 

10% foram lavadas a 1700g por 5 minutos a 4o C. A amostra foi analisada por 

citometria de fluxo no aparelho de FACSCAN para confirmar que a população 

encontrava-se enriquecida de formas metacíclicas. Após a separação, analisou-se os 

parâmetros de tamanho (SSC) e granulosidade (FSC) (SARAIVA et al., 2005).  

 Observou-se que o purificado possuía uma maior quantidade de formas de 

L.infantum metacíclicas que apresentavam um maior tamanho (SSC) e menor 

granulosidade (FSC), parâmetros resultantes das características de um flagelo alongado, 

corpo estreito, curto e delgado, morfologia presente na fase metacícilica das 

Leishmanias (Figura 1). O dotplot representa a análise das subpopulações de parasitas, 

correspondendo ao tamanho e granulosidade das células, cuja aquisição foi de 10.000 

eventos. 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1 – Análise de promastigotas de L.infantum na estacionária, por gradiente de 

Ficoll.  
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6.7 Flebótomos e preparação dos sonicados de glândula salivar (SGS)  

 Os flebótomos da espécie Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae) (local 

de coleta: Corte de Pedra e Cavunge, Bahia) foram mantidos em nosso insetário em 

condições controladas, a 26ºC e 80% de umidade relativa.  

 O sonicado de glândula salivar (SGS) foi obtido por dissecação de glândulas 

salivares de flebótomos Lutzomyia longipalpis, 5 a 7 dias após eclosão dos ovos. Após a 

dissecação, as glândulas foram re-suspensas em solução salina e estocadas a –70ºC até o 

momento do uso. Imediatamente antes de sua utilização, as glândulas foram sonicadas 

por 40 ciclos em aparelho ultrasonicador Branson Sonifier 450 (Connecticut, USA), 

centrifugadas a 8.160g/ 4ºC por cinco minutos em centrifuga Eppendorf Centrifuge 

5415C, (Brinkman Instruments Inc., New York, USA) e os sobrenadantes foram 

utilizados nos experimentos. 

6.8 Desafio dos animais  

 Duas semanas após a última imunização, os animais foram desafiados por via 

intradérmica na orelha direita, com 1x105 promastigotas enriquecidas de metacíclicas de 

L. infantum, separadas por gradiente descontinuo de Ficoll400 e ressuspensas em salina, 

mais o equivalente a 0.5 par de sonicado de glândula salivar (SGS) de Lutzomyia 

longipalpis mimetizando a infecção natural. 

6.9 Eutanásia dos animais 

 Todos os animais foram eutanasiados na câmera de CO2, seguido de 

deslocamento cervical. Para avaliação da resposta imune induzida pela imunização 

homóloga ou heteróloga, mensurou-se a produção de anticorpos anti-proteína de 

histonas nucleossomais, bem como a dosagem de citocinas, 15 dias após cada 

imunização e posteriormente ao desafio, obtendo-se para este fim o soro, baço e 

linfonodo drenante auricular do local da imunização. Com relação aos grupos que foram 

imunizados e posteriormente desafiados, os tempos de sacrifícios aconteceram nos dias 

60, 150 e 210 após o desafio. 
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6.10 Avaliações histopatológicas 

Os fragmentos de tecidos (fígado, baço e linfonodo) foram coletados após 5 e 7 

meses  após o desafio dos animais. Os fragmentos foram fixados em formalina ácida a 

10% por 24 horas e processados pela técnica histológica de rotina para inclusão em 

parafina no setor de histotecnologia, do Centro de Pesquisa Gonçalo Moniz. Realizou-se 

microtomia com obtenção de cortes com 4-5 micrômetros de espessura que foram 

corados pela Hematoxilina-Eosina (H&E), montados com auxílio de lamínula e 

Bálsamo do Canadá sintético. Os cortes histológicos foram posteriormente avaliados à 

luz da microscopia ótica quanto à presença de alterações relevantes no quadro de LV. 

6.11 Determinação da carga parasitária por diluição limitante  

 Após a eutanásia dos animais, foram retirados o baço, fígado e linfonodo 

auricular. O baço e o fígado foram pesados e retirou-se um fragmento de 0,035 a 0,045g 

de cada. As amostras foram posteriormente maceradas com 1mL de meio Schneider 

(Sigma, St Louis, MO, USA) em peneira ultrafina e homogeneizadas, adicionando-se 

mais 4ml 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 ressuspensas em 1mL de meio completo para contagem de 107 células. 

Com os homogeneizados foram realizadas diluições seriadas que variaram 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.infantum a partir do terceiro até o décimo dia de cultura. 

Neste período, as placas foram incubadas numa estufa BOD a 23oC. A carga parasitária 

do baço, fígado e linfonodos foi analisada, utilizando-se a técnica de diluição limitante 

descrita previamente por TITUS e colaboradores (1991) e a determinação da carga 

parasitária baseada na diluição limitante foi estimada utilizando-se o programa ELIDA 

(LIMA et al., 1997). 
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6.12 Extração de RNA e preparo do cDNA para detecção de citocinas 

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

linfonodo e baço dos hamsters imunizados com plasmídeos de DNA que codificam para 

diferentes antígenos de histonas nucleossomais de Leishmania (H2A, H2B, H3 e H4) 

e/ou em combinação com um reforço constituído pelas proteínas recombinantes 

associadas ao adjuvante CpG, foi avaliado por  PCR em tempo real. Assim, 15 dias após 

a última imunização, os animais foram eutanasiados, e o baço, o linfonodo drenante 

auricular (imunização heteróloga) e poplíteo (imunização homóloga), e cinco meses 

após o desafio o baço também foram coletados para extração de RNA e posterior síntese 

do cDNA.  

 O RNA total foi extraído utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA), de acordo com as recomendações do fabricante. O linfonodo drenante foi 

macerado e centrifugado a 300g por 10 minutos a 4ºC. Em seguida, as células foram 

homogeneizadas em 250µL de Trizol e para isolar-se o RNA, adicionou-se 500µL de 

clorofórmio e precipitou-se na presença de isopropanol. Após a precipitação foi 

realizado lavagem com etanol a 70%, o RNA foi dissolvido em 10 µL de água tratada 

com dietilpirocarbonato. A concentração e a razão de pureza da extração foram 

determinadas após a leitura em espectofotômetro, utilizando-se comprimentos de ondas 

de 260 e 280nm. Após quantificação, o material foi mantido a -70ºC. A síntese de 

cDNA foi realizada acrescentando-se 500ng de RNA a 5µL 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, 

depois desta incubação a enzima foi desnaturada a temperatura de 95ºC durante 5 

minutos. Em seguida as amostras de cDNA foram armazenadas a -20°C até o momento 

do uso.  
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6.13 Quantificação da Produção de Citocinas por PCR em Tempo Real  

 Os primers (oligonucleotídeos ou 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) variou de 59º-61ºC, o conteúdo de GC foi de 40-

60% e foram utilizados na concentração de 250nM. O tamanho dos produtos de 

amplificação gerados variou de 90 a 110pb. 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 com a 

ciclagem de acordo com o manual do fabricante ABI PRISM 7500. A determinação da 

intensidade de fluorescência na reação foi feita pelo cálculo do ∆Rn (∆Rn=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 possui intensidade 

constante durante toda a reação, enquanto que a fluorescência emitida pelo SYBR-

Green aumenta à medida que este se liga às duplas fitas de DNA. Durante os ciclos 

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

permanecem na linha de base (fluorescência do ROX >SYBR-Green). O cálculo da 

quantificação relativa foi feito pelo método de 2-∆∆Ct, onde ∆Ct = Ct gene alvo – Ct 

gene referência, e ∆∆Ct = ∆Ct amostra – ∆Ct controle.  

 A especificidade dos primers foi avaliada pela curva de dissociação. 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 ocorre a liberação do SYBR-Green. 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 

sequência e as características dos primers utilizados.  
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Tabela 1 Descrição e identificação dos genes estudados, sequência dos primers 

utilizados e características do produto de amplificação. 

 

 

6.14 Análise estatística 

 A análise estatística foi realizada utilizando-se o programa GraphPad-Prism 5.0 

(GraphPad Software, USA).  

          Os dados de correlação foram tratados, com o coeficiente de correlação para 

postos de Spearman (rs). O cálculo (rs) baseia-se nas diferenças entre os postos (valores 

das variáveis analisadas) de x e y, resultando em um coeficiente de variação entre -1 

(correlação perfeita negativa) e +1 (correlação perfeita positiva) passando pelo valor 

zero (ausência de correlação).  

 Todos os 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. 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 Detecção de anticorpos da classe IgG anti-histonas, em soros de hamsters, pelo 

método de ELISA 

Com a finalidade de avaliar a imunogenicidade das histonas nucleossomais de 

L.infantum, coletou-se soros dos animais imunizados e controles, antes das imunizações 

e, 15 dias após a terceira imunização, para a detecção de anticorpos específicos contra 

tais proteínas.  

 Constatou-se que apenas alguns dos hamsters, pertencentes ao grupo que 

recebeu a estratégia heteróloga (9/19) e homóloga (7/19), apresentaram respectivamente 

maior produção de anticorpos IgG total anti-histonas (p<0,0079) e (p<0,0075), 

diferença que foi estatisticamente significante quando comparada a produção do grupo 

controle que recebeu apenas salina, evidenciando a capacidade imunogênica deste 

veículo na indução da resposta imune (Fig. 2). 

 

 

 

 

 

                     

 Figura 2 – Avaliação da resposta imune humoral anti-histonas pela quantificação de 
anticorpos no soro por ELISA. Os hamsters Golden Syrius foram imunizados seguindo as 
estratégias de vacinação: homóloga (■) receberam três doses com 50µg de cada plasmídeo de 
DNA (pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4) pela via intramuscular (n=19). Na estratégia 
heteróloga (■) receberam duas doses de 50µg de cada plasmídeos de DNA (pcDNA3LiH2A-H3 
e pcDNA3LiH2B-H4)  seguidas de um reforço intradérmico com 5µg de cada proteína de 
histonas (rH2A, rH2B, rH3 e rH4) +1nM CpG (n=19). Os grupos controles plasmídeo vazio (o) 
receberam três doses de 100µg de plasmídeo de DNA (pcDNA3) +1nM CpG (n=12) ou 30µL 

de salina (•) pela via intramuscular (n=12). Os soros dos animais imunizados, e seus respectivos 
controles, foram coletados quinze dias, após a terceira imunização, para a detecção de 
anticorpos específicos contra as histonas nucleossomais. A linha pontilhada refere-se ao ponto 
de corte (0.023365) obtido com soros de hamsters saudáveis não infectados.  A análise 
estatística foi feita pelo teste Kruskall-Wallis com pós-teste de Dunns. (**, p<0,001). 
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7.2 Avaliação da expressão de citocinas por PCR em tempo real no linfonodo 
drenante do local de imunização e no baço, após a terceira imunização 

7.2.1 Expressão de citocinas (TGF-ß, IFN-γ e IL-10) no linfonodo 

Alguns hamsters pertencentes ao grupo imunizado com a estratégia homóloga 

apresentaram uma resposta imune local, em relação ao grupo controle salina, com tais 

porcentagens de animais respondendo para as citocinas IFN-γ (44%), TGF-ß (30,7%), e 

IL-10 (60%). Detectou-se o grupo imunizado com estratégia heteróloga, pois 

apresentaram uma leve diminuição com diferença estatística na quantificação relativa 

para expressões dos genes de IFN-γ (p<0,0026) TGF-β (p<0,0417), e IL-10(p<0,0277), 

em relação ao grupo homólogo (Fig. 3A, B, C). 

No grupo controle, que recebeu o plasmídeo vazio (pcDNA3), observou-se que 

os animais (63%) apresentaram alta expressão do gene para citocina IL-10, quando 

comparado com o grupo heterólogo (Fig. 3C). Além disso não houve diferença 

significativa na estratégia heteróloga, e o grupo controle (pcDNA3), em relação às 

citocinas IFN-γ e TGF-β, pois poucos animais(23%)  expressaram o gene desta citocina 

(Fig. 3A,B). 

Figura 3 – Avaliação da expressão de citocinas no linfonodo após imunizações por PCR 
em tempo real.  Os hamsters Golden Syrius foram imunizados seguindo as estratégias de 
vacinação: homóloga (■) receberam três doses com 50µg de cada plasmídeos de DNA 
(pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4) pela via intramuscular. Na estratégia heteróloga (■) 
receberam duas doses 50µg de cada plasmídeos de DNA (pcDNA3LiH2A-H3 e 
pcDNA3LiH2B-H4)  seguidas de um reforço intradérmico com 5µg de cada proteína de 
histonas (rH2A, rH2B, rH3 e rH4)+1nM CpG. Os grupos controles plasmídeo vazio (o) 
receberam três doses de 100µg de plasmídeo de DNA (pcDNA3) +1nM CpG e grupo salina 
recebeu 30µL de salina pela via intramuscular.  Os animais foram eutanasiados 15 dias após a 
última imunização e o linfonodo drenante foi coletado para extração de RNA. As citocinas 
foram avaliadas utilizando-se como medida a quantificação relativa do gene (QR), empregando-
se como controle a expressão dos genes dos hamsters não imunizados do grupo salina 
(representado pela linha pontilhada). Os valores obtidos são referentes a quantidade de vezes 
que aumentou a expressão destes genes nos animais imunizados em relação a média do grupo 
salina. A análise estatística foi feita com o teste Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunns. n=10-13. 
*p<0,05, **p<0,01. 
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7.2.2 Expressão de citocinas (IFN-γ, TGF-ß e IL-10) no baço 

 

Após a última imunização, a produção das citocinas no baço foi avaliada e 

observou-se que os hamsters do grupo homólogo (40%), expressaram concentrações 

superiores de IFN-γ e IL-10, quando comparado ao grupo controle plasmídeo vazio e 

heterólogo. Entretanto, não houve diferença estatística (Fig. 4 A,C). Ao analisar a 

produção da citocina TGF-ß, observou-se que os animais do grupo homólogo (55%) e 

grupo heterólogo (50%) apresentaram baixas concentrações desta citocina, em relação a 

grupo controle plasmídeo vazio, embora, a diferença não tenha sido estatisticamente 

significante (Fig. 4B). 

Figura 4 – Avaliação da expressão de citocinas no baço após imunização por PCR em 
tempo real.  Os hamsters Golden Syrius foram imunizados seguindo as estratégias de 
vacinação: homóloga (■) receberam três doses com 50µg de cada plasmídeos de DNA 
(pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4) pela via intramuscular. Na estratégia heteróloga (■) 
receberam duas doses de 50µg de cada plasmídeos de DNA (pcDNA3LiH2A-H3 e 
pcDNA3LiH2B-H4)  seguidas de um reforço intradérmico com 5µg de cada proteína de 
histonas (rH2A, rH2B, rH3 e rH4) +1nM CpG. Os grupos controles plasmídeo vazio (o) 
receberam três doses com 100µg de plasmídeo de DNA (pcDNA3)+1nM CpG e grupo salina 
recebeu 30µL de salina pela via intramuscular.  Os animais foram eutanasiados 15 dias após a 
última imunização e o baço foi coletado para extração de RNA. As citocinas foram avaliadas 
utilizando-se como medida a quantificação relativa do gene (QR), empregando-se como 
controle a expressão dos genes dos hamsters não imunizados do grupo salina (representado pela 
linha pontilhada). Os valores obtidos são referentes a quantidade de vezes que aumentou a 
expressão destes genes nos animais imunizados em relação a média do grupo salina. A análise 
estatística foi feita com o teste Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunns. n=9. 

7.3 Razão da produção de citocinas IFN-γ/ IL-10 e IFN-γ /TGF-ß. 

A partir da análise dos resultados da quantificação das citocinas, após a 3ª 

imunização, realizou-se o cálculo da razão da produção de citocina pró-inflamatória, 

IFN-γ, com as citocinas anti-inflamatórias TGF-ß e IL-10 no baço e linfonodo, com os 

valores individuais de cada hamster. 



49 

 

 

 

 

 

Os resultados mostraram que a razão da concentração no balanço da produção de 

IFN-γ/IL-10, no linfonodo do grupo homólogo (p<0,0009) e heterólogo (p<0,0326), foi, 

estatisticamente significante quando comparado ao grupo controle plasmídeo vazio. 

Entretanto, quando realizada análise da razão de tais citocinas no baço não houve 

diferenças estatisticamente significantes (Fig. 5A,B). 

Posteriormente, foi analisada a razão da produção de IFN-γ/TGF-ß no linfonodo 

e baço destes animais, e contatou-se que não houve diferenças estatisticamente 

significantes entre os grupos imunizados e controle (Fig. 5 C, D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 – Avaliação da razão das citocinas IFN-γ/IL-10 eIFN-γ/TGF-ß no linfonodo e 
baço após imunização por PCR em tempo real. Os hamsters Golden Syrius foram 
imunizados seguindo as estratégias de vacinação: homóloga (■) receberam três doses com 50µg 
de cada plasmídeos de DNA (pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4) pela via intramuscular. 
Na estratégia heteróloga (■) receberam duas doses com 50µg de cada plasmídeos de DNA 
(pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4)  seguidas de um reforço intradérmico com 5µg de 
cada proteína de histonas (rH2A, rH2B, rH3 e rH4)+1nM CpG. Os grupos controles plasmídeo 
vazio (o) receberam três vezes 100µg de plasmídeo de DNA (pcDNA3)+1nM CpG.  Os animais 
foram eutanasiados 15 dias após a última imunização e o linfonodo drenante e baço foram 
coletados para extração de RNA. As citocinas foram avaliadas utilizando-se como medida a 
quantificação relativa do gene (QR), empregando-se como controle a expressão dos genes dos 
hamsters não imunizados do grupo salina. A análise estatística foi feita com o teste Kruskal-
Wallis e pós-teste de Dunns. *p<0,05, ***p<0,001. n=10-13. 
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7.4 Correlação linear entre a produção de anticorpos e a expressão de citocinas no 

linfonodo 

Conforme os resultados anteriormente descritos, observou-se que os hamsters 

imunizados com antígenos de histonas nucleossomais de Leishmania, na estratégia 

homóloga e heteróloga, produziram títulos de anticorpos, IgG anti-histonas. Detectou-

se, também, maior produção de citocinas no linfonodo do grupo homólogo (IFN-γ, IL-

10, TGF-β), quando comparado ao heterólogo. 

Assim, foi realizada a análise de relação causa-efeito, entre uma possível 

dependência das variáveis quantitativas, produção de citocinas no linfonodo e títulos de 

anticorpos dos animais, que encontravam-se acima do ponto de corte do  ensaio de 

ELISA. Construiu-se um diagrama de dispersão, em um modelo de regressão linear 

simples buscando avaliar a intensidade da correlação, seguidos do teste do coeficiente 

de correlação para postos de Spearman (rs).  

O grupo homólogo mostrou uma correlação negativa, nas variáveis de produção 

de anticorpos e citocinas, IFN-γ (rs=-0,1429)/(p=0,7825) (Fig 6A), porém, não 

significativa. Neste mesmo grupo, observou-se a existência de uma correlação positiva 

estatisticamente significante, quanto maior os títulos de anticorpos anti-histonas, maior 

a concentração de TGF-β (rs=0,8929)/(*p=0.0123) (Fig. 6B). A correlação com a 

citocina IL-10 mostrou que alguns dos animais que produziram IgG anti- histonas, 

apresentaram maior expressão do gene IL-10 (rs=0,4643)/(p=0,3024), contudo, esta 

correlação positiva não  foi significante (Fig. 6C). 

As correlações das variáveis para os postos, quando verificadas no grupo 

heterólogo, evidenciaram uma correlação negativa que não foi estatisticamente 

significante, sugerindo que quanto maior é produção de anticorpos menor é a produção 

das citocinas IFN-γ (rs=-0,1916)/(p=0,6646) e TGF-β (rs=-0,1757)/(p=0,6436) no 

linfonodo. Neste mesmo grupo, verificou-se correlação positiva para citocina IL-10 

(rs=0,08368)/(p=0,8432) (Fig. 6D,E,F).Todavia não observou-se diferenças 

estatísticamente significantes em nenhuma  das correlações. 
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Figura 6 – Regressão linear simples, relativa à correlação da produção de IgG anti-
histonas totais e citocinas IFN-γ, TGF-ß e IL-10 no linfonodo. Os hamsters Golden Syrius 
foram imunizados seguindo as estratégias de vacinação: homóloga (■) receberam três doses 
com 50µg de cada plasmídeos de DNA (pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4) pela via 
intramuscular. Na estratégia heteróloga (■) receberam duas doses com 50µg de cada plasmídeos 
de DNA (pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4)  seguidas de um reforço intradérmico com 
5µg de cada proteína de histonas (rH2A, rH2B, rH3 e rH4) +1nM CpG. Os animais foram 
eutanasiados 15 dias após a ultima imunização e o linfonodo e soro foram coletado para este 
ensaio. As citocinas foram avaliadas utilizando-se como medida a quantificação relativa (QR) 
por PCR real time, e produção de anticorpos pelo ensaio de ELISA. A linha reta representa os 
valores médios do eixo x, esperados para os distintos valores do eixo y. Correlação negativa ou 
positiva de cada animal entre os postos de x e y (rs). A análise estatística foi feita com os 
coeficientes do teste de Spearman (**p<0.01). n=7-9. 

 

7.5 Correlação da produção de anticorpos e citocinas no baço 

Analisando os resultados dos testes anteriormente descritos, verificou-se a 

existência de correlações entre as variáveis, produção de anticorpos anti-histonas e as 

citocinas secretadas no baço dos hamsters após a 3ª imunização.  

Observou-se que no grupo homólogo, que foi imunizado exclusivamente com 

vacina de DNA, alguns hamsters possuíam correlação negativa, quanto maior a 

produção de anticorpos anti-histonas, menor a expressão do gene da citocina IFN-γ (rs= 

-0,6190), TGF-β(rs=-0,6667) e IL-10(rs=-0,6071), mas não houve diferença 

estatisticamente significante (Fig. 7A,B,C). 
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Assim, ao verificar-se essas mesmas variáveis no grupo heterólogo, constatou-se 

que a secreção de todas as citocinas IFN-γ, TGF-β e IL-10 apresentaram o coeficiente 

de Spearman correlacionado negativamente com a produção de anticorpos anti-histonas 

(rs=-0,7186), (rs=-0,07186) e (rs=-0,2727) respectivamente, sem diferenças 

estatísticamente significantes (Fig.7D,E, F).  

 

Figura 7– Regressão linear simples, relativa à correlação da produção de IgG anti-

histonas totais e citocinas IFN-γ, TGF-ß e IL-10 no baço. Os hamsters Golden Syrius foram 

imunizados seguindo as estratégias de vacinação: homóloga (■) receberam três doses com 50µg 

de cada plasmídeos de DNA (pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4) pela via intramuscular. 

Na estratégia heteróloga (■) receberam duas doses com 50µg de cada plasmídeos de DNA 

(pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4)  seguidas de um reforço intradérmico com 5µg de 

cada proteína de histonas (rH2A, rH2B, rH3 e rH4)+1nM CpG. Os animais foram eutanasiados 

15 dias após a ultima imunização, o baço e o soro foram coletados para este ensaio. As citocinas 

foram avaliadas utilizando-se como medida a quantificação relativa (QR) por PCR real time, e 

produção de anticorpos pelo ensaio de ELISA. A linha reta representa os valores médios do eixo 

x, esperados para os distintos valores do eixo y. Correlação negativa ou positiva de cada animal 

entre os postos de x e y (rs). A análise estatística foi feita com os coeficientes do teste e 

Spearman. (**p<0.01). n=7-9. 
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7.6 Análise da carga parasitária 

7.6.1 Análise da carga parasitária no linfonodo  

Com o objetivo de verificar a capacidade protetora da imunização dos animais 

com as histonas nucleossomais, tanto na abordagem homóloga como heteróloga, grupos 

de hamsters foram imunizados e posteriormente desafiados com L. infantum mais SGS. 

A carga parasitária presente nos linfonodos auriculares direitos (linfonodos drenantes), 

foi verificada uma vez que, a via do desafio foi a injeção intradérmica na orelha direita. 

A partir da análise dos resultados, foi possível observar que, 2 meses após o desafio, o 

grupo dos animais imunizados com a estratégia heteróloga possuía uma carga 

parasitária menor (104), quando comparado ao grupo homólogo (107), mas esta 

diferença não foi estatisticamente significativa.  

Após 5 meses de infecção, o número de parasitas no linfonodo no grupo de 

animais imunizados com a estratégia homóloga igualou-se ao do grupo heterólogo. Aos 

7 meses, todos os grupos apresentaram aumento progressivo e não diferiram entre os 

animais imunizados e controles (Fig. 8A). Quando avaliamos a carga parasitária, 

calculada pela comparação da área sob a curva resultante não observamos diferença 

significativa (Fig. 8B). 

Desse modo, temos que: as linhas do gráfico A representam a média mais o 

desvio padrão da carga parasitárias; o gráfico B representa a área sob a curva da carga 

parasitária. Vale ressaltar que os resultados foram obtidos de três experimentos 

diferentes totalizando 15 hamsters por grupo a cada tempo de observação. 
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Figura 8– Carga parasitária no linfonodo após imunização e desafio. Os hamsters Golden 
Syrius foram imunizados seguindo as estratégias de vacinação: homóloga (■) três doses com 
50µg de cada plasmídeos de DNA (pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4) pela via 
intramuscular. Na estratégia heteróloga (■) receberam duas doses com 50µg de cada plasmídeos 
de DNA (pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4)  seguidas de um reforço intradérmico com 
5µg de cada proteína de histonas (rH2A, rH2B, rH3 e rH4)+1nM CpG. Os grupos controles 
plasmídeo vazio (□) receberam três doses com 100µg de plasmídeo de DNA (pcDNA3) +1nM 

CpG e grupo salina(▆) recebeu 30µL de salina pela via intramuscular. Os animais foram 
infectados com 105 de L. infantum metacíclicas pela via intradérmica, quinze dias após a terceira 
imunização. Nos tempos de 2, 5 e 7 meses, os animais foram eutanasiados e o linfonodo 
drenante coletado para quantificação da carga parasitária por diluição limitante. As linhas do 
gráfico A representam a média somada ao desvio padrão da carga parasitária. O gráfico B 
representa a área sob a curva da carga parasitária. A análise estatística foi feita com o teste 
Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunns. n=15. 

 
 
7.6.2 Análise da carga parasitária no baço 

Na análise da carga parasitária, aos 2 meses, nos baços dos hamsters, não houve 

redução de carga parasitária entre os grupos imunizados na estratégia homóloga e 

heteróloga, quando comparado aos grupos controles. Surpreendentemente, aos 5 meses, 

o grupo controle que recebeu a salina, apresentou a menor carga parasitária (106) em 

relação aos demais grupos vacinais (1010). Porém, essa diferença não mostrou ser 

significativa. Entretanto, no decorrer da infecção, no tempo de 7 meses, percebeu-se que 

a carga parasitária dos  grupos controles e vacinais ficou estabilizada, em torno de 1012 

parasitas (Fig. 9A). 

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

curva resultante, observamos que a imunização não resultou em diferenças 
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significativas (Fig. 9B). Com isso, constatamos que não houve diferenças estatísticas 

entre os grupos imunizados e os grupos controles. 

 

 

 

 

 

 

  
Figura 9 – Carga parasitária no baço após imunização e desafio. Os hamsters Golden Syrius 
foram imunizados seguindo as estratégias de vacinação: homóloga (■) receberam três doses 
com 50µg de cada plasmídeos de DNA (pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4) pela via 
intramuscular. Na estratégia heteróloga (■) receberam duas doses com 50µg de cada plasmídeos 
de DNA (pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4)  seguidas de um reforço intradérmico com 
5µg de cada proteína de histonas (rH2A, rH2B, rH3 e rH4)+1nM CpG. Os grupos controles 
plasmídeo vazio (o) receberam três doses com 100µg de plasmídeo de DNA (pcDNA3) +1nM 
CpG e grupo salina (•) recebeu 30µL de salina pela via intramuscular. Os animais foram 
infectados com 105 de L. infantum metacíclicas pela via intradérmica, quinze dias após a terceira 
imunização. Nos tempos de 2, 5 e 7 meses, os animais foram eutanasiados e o baço coletado 
para quantificação da carga parasitária por diluição limitante. As linhas do gráfico A 
representam a média somada ao desvio padrão da carga parasitária. O gráfico B representa a 
área sob a curva da carga parasitária A análise estatística foi feita com o teste Kruskal-Wallis e 
pós-teste de Dunns. n=15. 

 

7.6.3 Análise da carga parasitária no fígado 

Concomitantemente, avaliou-se após 2 meses do desafio, a carga parasitária no 

fígado, observou-se que o grupo imunizado com a estratégia homóloga, não apresentava 

parasitas, mas essa diferença não foi estatisticamente significativa. No entanto, aos 5 

meses, o número de parasitas do grupo homólogo apresentou um aumento da carga,que 

atingiu valores em torno de 106, semelhante aos apresentados pelos demais grupos 

controle e imunizado (Fig. 10A). Aos 7 meses pós infecção, ocorreu aumento 

progressivo, duplicando-se a carga parasitária no fígado em todos os grupos desafiados 

(1015). 
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Quando foi realizado o cruzamento de dados e calculado a Área sob a Curva, foi 

observado que o grupo heterólogo se destaca, apresentando uma carga parasitária de 

1013 parasitas, equivalente a uma diferença de três logaritmos menor que os demais 

grupos, mas essa diferença não foi estatisticamente significante (Fig. 10B). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 10 – Carga parasitária no fígado após imunização e desafio. Os hamsters Golden 
Syrius foram imunizados seguindo as estratégias de vacinação: homóloga (■) três doses com 
50µg de cada plasmídeos de DNA (pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4) pela via 
intramuscular. Na estratégia heteróloga (■) receberam duas doses com 50µg de cada plasmídeos 
de DNA (pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4)  seguidas de um reforço intradérmico com 
5µg de cada proteína de histonas (rH2A, rH2B, rH3 e rH4)+1nM CpG. Os grupos controles 
plasmídeo vazio (□) receberam três doses com 100µg de plasmídeo de DNA (pcDNA3) +1nM 
CpG e grupo salina (■) recebeu 30µL de salina pela via intramuscular. Os animais foram 
infectados com 105 de L. infantum metacíclicas pela via intradérmica, quinze dias após a terceira 
imunização. Nos tempos de 2, 5 e 7 meses, os animais foram eutanasiados e o fígado coletado 
para quantificação da carga parasitária por diluição limitante. As linhas do gráfico A 
representam a média somadas desvio padrão da carga parasitária. O gráfico B representa a área 
sob a curva da carga parasitária A análise estatística foi feita com o teste Kruskal-Wallis e pós-
teste de Dunns. n=15. 

 
 

7.7 Expressão de citocinas (TGF-ß, IFN-γγγγ E IL-10) no baço 5 meses após o desafio 

Foi verificada a quantificação das expressões das citocinas no baço dos animais 

imunizados e infectados há 5 meses e observou-se que alguns animais  imunizados, com 

a estratégias homóloga (63%) e heteróloga (61%), apresentaram produção um pouco 

mais elevada de  IFN-γ, resultados semelhantes foram visto para citocina  TGF-ß, no 

grupo homólogo (50%) e heterólogo (61%), contudo não houve diferenças estatísticas 
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quando comparado ao grupo controle plasmídeo vazio (Fig.11A,B). Destacou-se, 

entretanto, maior produção da citocina IL-10, na imunização homóloga em relação ao 

grupo que recebeu o pcDNA3 (Fig.11C). 

 

Figura11 – Avaliação da expressão de citocinas no baço por PCR em tempo real 

cinco meses após o desafio. Os hamsters Golden Syrius foram imunizados seguindo as 

estratégias de vacinação: homóloga (■) receberam três doses com 50µg de cada 

plasmídeos de DNA (pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4) pela via intramuscular. 

Na estratégia heteróloga (■) receberam duas doses com 50µg de cada plasmídeos de 

DNA (pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4)  seguidas de um reforço intradérmico 

com 5µg de cada proteína de histonas (rH2A, rH2B, rH3 e rH4) +1nM CpG. Os grupos 

controles plasmídeo vazio (o) receberam três doses com 100µg de plasmídeo de DNA 

(pcDNA3)+1nM CpG e grupo salina recebeu 30µL de salina pela via intramuscular.  Os 

animais foram eutanasiados 5 meses após o desafio o baço foi coletado para extração de 

RNA. As citocinas foram avaliadas utilizando-se como medida a quantificação relativa 

do gene (QR), empregando-se como controle a expressão dos genes dos hamsters 

imunizados e infectados do grupo salina (representado pela linha pontilhada). Os 

valores obtidos são referentes a quantidade de vezes que aumentou a expressão destes 

genes nos animais imunizados em relação a média do grupo salina. A análise estatística 

foi feita com o teste Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunns. (*p<0,05). n=11-13. 
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7.8 Razão da produção de citocinas IFN-γ/ IL-10 e IFN-γ /TGF-ß no baço 5 meses 

após o desafio 

Com o objetivo de se avaliar a diferença entre a secreção das citocinas pró- 

inflamatórias e anti-inflamatórias, no baço dos animais infectados após 5 meses, foi 

realizada a razão de IFN-γ, com IL-10 e TGF- ß, e não foi constatada nos grupos 

imunizados e controles nenhuma diferença entre as razões (Fig.12A, B). 

 

 

Figura 12– Avaliação da razão das citocinas IFN-γ/IL-10 e IFN-γ/TGF-ß baço por PCR 
em tempo real cinco meses após o desafio.  Os hamsters Golden Syrius foram imunizados 
seguindo as estratégias de vacinação: homóloga (■) receberam três doses com 50µg de cada 
plasmídeos de DNA (pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4) pela via intramuscular. Na 
estratégia heteróloga (■) receberam duas doses com 50µg de cada plasmídeos de DNA 
(pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4)  seguidas de um reforço intradérmico com 5µg de 
cada proteína de histonas (rH2A, rH2B, rH3 e rH4)+1nM CpG. Os grupos controles plasmídeo 
vazio (o) receberam três doses com 100µg de plasmídeo de DNA (pcDNA3) +1nM CpG. Os 
animais foram eutanasiados cinco meses após o desafio e coletou-se o baço para extração de 
RNA. As citocinas foram avaliadas utilizando-se como medida a quantificação relativa do gene 
(QR), empregando-se como controle a expressão dos genes dos hamsters não imunizados do 
grupo salina. A análise estatística foi feita com o teste Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunns. 
n=10-13. 

 

7.9 Correlação da carga parasitária e produção de citocinas (IFN-γγγγ, TGF-β, IL-10) 

no baço cinco meses após o desafio 

Após o período de 5 meses de infecção, verificou-se a possibilidade de 

correlação entre as diferentes variáveis analisadas, carga parasitária e produção de 

citocinas secretadas no baço dos hamsters. 
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Observou-se que os animais do grupo controle que receberam o plasmídeo 

vazio, juntamente com o grupo heterólogo apresentaram respectivamente uma 

correlação positiva (rs=0,2392)/(p=0,5135), (rs=0,2802)/(p=0,3777) entre a carga 

parasitária e a produção de IFN-γ (Fig.13A,B), porém sem significância estatística. 

Quando analisado estes parâmetros no grupo que recebeu apenas a vacina gênica, 

verificou-se um correlação positiva (rs=0,5397)/(p=0,0876), pois a maioria dos animais 

apresentaram maior produção de IFN-γ e maior carga parasitária (Fig.13B), mas 

novamente sem significância estatística.  

Ao analisar a variável carga parasitária e a expressão do gene da citocina TGF-β, 

o grupo que recebeu o plasmídeo vazio e os grupos vacinais, que receberam a estratégia 

heteróloga e homóloga, apresentaram correlação positiva irrelevante para a carga 

parasitária, não havendo diferença estatística (Fig.13.D,E,F). 

Dando continuidade à análise dos experimentos, constatou-se que o grupo 

controle teve a menor carga parasitária, com diferentes concentrações de produção de 

IL-10, havendo uma correlação negativa sem diferença estatística (rs=-

0,1951)/(p=0,5456) (Fig.13G). Identificamos, no grupo homólogo, uma correlação 

positiva estatisticamente significante (rs=0,7025)/(*p=0,0159), para as variáveis quanto 

maior a carga parasitária, maior a produção da citocina IL-10 (Fig.13H). Todavia, não 

identificamos no grupo heterólogo correlação entre as variáveis supramencionadas 

(rs=0,2378)/(p=0,4568) (Fig.13I). 
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Figura 13–Regressão linear simples, relativa à correlação da produção de citocinas IFN-γ, 
TGF-ß e IL-10 e carga parasitária no baço, cinco meses após o desafio. Os hamsters Golden 
Syrius foram imunizados seguindo as estratégias de vacinação: homóloga (■) três doses com 
50µg de cada plasmídeos de DNA (pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4) pela via 
intramuscular. Na estratégia heteróloga (■) receberam duas doses com 50µg de cada plasmídeos 
de DNA (pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4)  seguidas de um reforço intradérmico com 
5µg de cada proteína de histonas (rH2A, rH2B, rH3 e rH4) +1nM CpG, Os grupos controles 
plasmídeo vazio (o) receberam três doses com 100µg de plasmídeo de DNA (pcDNA3) +1nM 
CpG. Os animais foram eutanasiados 15 dias após a ultima imunização, e o baço foi coletado 
para este ensaio. As citocinas foram avaliadas utilizando-se como medida a quantificação 
relativa (QR) por PCR real time, e a carga parasitária pelo ensaio de diluição limitante. A linha 
reta representa os valores médios do eixo x, esperados para os distintos valores do eixo y. 
Correlação negativa ou positiva de cada animal entre os postos de x e y (rs). A análise estatística 
foi feita com os coeficientes do teste e Spearman. (**p<0.01). n=7-9. 
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7.10 Análise histológica de cinco e sete meses após o desafio 

7.10.1 Análise histológica do linfonodo 

Realizou-se nos hamsters (imunizados com os antígenos de histonas e controles) 

análise histopatológica dos fragmentos de tecido dos linfonodos, baços e fígados. Este 

procedimento foi realizado em animais com um intervalo de cinco e sete meses após a 

infecção com L.infantum. 

          Ao analisarmos o linfonodo drenante, cinco meses após o desafio, verificou-se 

que em todos os grupos controles e imunizados, houve a presença de folículos primários 

ou atrofiados sem centro germinativo, discreta hiperplasia da área paracortical e 

dilatação do seio medular conforme mostrado nas Figuras. 14A e B. Após sete meses de 

infecção, ao examinar os cortes histológicos dos linfonodos dos hamsters, detectou-se 

folículos grandes, agregados macrofágicos, com discreta plasmocitose nos cordões 

medulares, infiltrados na área subcapsular, acrescidas das alterações anteriormente 

observadas (Fig.14C, D). Cabe considerar que não houve diferença entre os grupos 

analisados. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14A- Linfonodo do grupo salina, 5 meses após o desafio. 
Seta: folículo primário. Aumento de 10x, coloração com H&E. 

Figura 14B- Linfonodo do grupo salina, 5 meses após o desafio, 
com folículos atrofiados sem centro germinativo e macrófagos 
com citoplasma amplo. Aumento de 40x, coloração com H&E. 
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7.10.2 Análise histológica do baço dos animais infectados 

 Nos fragmentos de baço dos animais controles foram identificados folículos sem 

centro germinativo que estavam atrofiados e desorganizados no quinto e sétimo mês 

após o desafio. Em relação aos hamsters imunizados com as histonas nucleossomais 

(estratégia homóloga e heteróloga), diferentemente do grupo controle, identificou-se a 

presença de folículos organizados com grandes centros germinativos evidentes no baço 

dos animais imunizados, cinco e sete meses após o desafio com L.infantum (Fig.15A,B). 

 Neste estudo, ficou evidente que em alguns animais infectados há 7 meses, 

independente do grupo, verificou-se a formação de agregados macrofágicos contendo 

inclusões de amastigotas de L.infantum, presença de células epiteliódes na polpa branca 

e vermelha, assim como formação de granulomas (Fig.15D). 

 

Figura 14C- Linfonodo com arquitetura preservada, folículo 
grande com centro germinativo, hiperplasia da área 
paracortical, infiltrado subcapsular. Grupo heterólogo 5 
meses após o desafio. Aumento de 20x, coloração com 
H&E. 

Figura 14D- Cordões medulares com plasmócitos, macrófagos de 
citoplasma amplo e eosinofílico. Grupo heterólogo 5 meses após 
o desafio. Aumento de 100x, coloração com H&E. 
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Figura 15A - Baço com folículo e centro germinativo 
desenvolvidos. Grupo homólogo, 5 meses após o 
desafio. Aumento de 20x, coloração com H&E. 

Figura 15B - Baço com centro germinativo evidente. 
Grupo homólogo, 5 meses após o desafio. Aumento de 
40x, coloração com H&E. 

Figura 15C - Baço com folículo desorganizado, sem 
centro germinativo. Grupo salina, 5 meses após o 
desafio. Aumento de 40x, coloração com H&E. 

Figura 15D - Esplenócito com inclusões de amastigotas no 
citoplasma. Grupo heterólogo, 7 meses após o desafio. 
Aumento de 100x, coloração com H&E. 
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7.10.3 Quantificações de folículos e centro germinativo 

 

             Ao verificarmos o número de folículos, contatamos que todos animais 

imunizados  com a estratégia homóloga e heteróloga apresentaram maior número de 

folículos com centro germinativos. Nenhum dos baços analisados dos hamsters, 

pertencentes ao grupo salina, apresentaram folículos com centro germinativo cinco 

meses após o desafio, embora apenas a metade (2/4) dos animais que receberam o 

plasmídeo vazio apresentaram formação de centro germinativo após o mesmo peródo,  

contudo não houve diferença estatística. Após sete meses de infecção o grupo homólogo 

se destacou dos demais, pois todos os animais apresentaram dois ou mais folículos com 

centro germinativos e essa diferença foi estatisticamente significante (**p=0,0043) (Fig. 

16). 

 

Figura 16- Contagem de número de folículos com centro germinativo no baço. Os hamsters 
Golden Syrius foram imunizados seguindo as estratégias de vacinação: homóloga (■) três doses 
com 50µg de cada plasmídeos de DNA (pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4) pela via 
intramuscular. Na estratégia heteróloga (■) receberam duas doses com 50µg de cada plasmídeos 
de DNA (pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4)  seguidas de um reforço intradérmico com 
5µg de cada proteína de histonas (rH2A, rH2B, rH3 e rH4) +1nM CpG. Os grupos controles 
plasmídeo vazio (□) receberam três vezes 100µg de plasmídeo de DNA (pcDNA3)+1nM CpG e  
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7.10.4 Análise histológica do fígado dos animais infectados 

 Após cinco meses, verificou-se que o tecido hepático destes animais (grupos 

controles e imunizados) apresentavam leucocitose intrasinusoidal discreta e focal com 

infiltrado mononuclear portal (Fig17A). Essas alterações identificadas foram acentuadas 

após sete meses de infecção. Além dessas evidências, outros achados significativos 

foram observados, áreas de necrose, agregados macrofágicos formado por células 

gigantes com inclusões de materiais amorfos e a presença de muitas amastigotas de 

L.infantum no citoplasma dos macrófagos presentes fígado (Fig.17B).  

 Considerando que os tecidos hepáticos destes animais encontravam-se com 

muitas áreas lesionadas, sete meses após o desafio, então mensuramos o quanto desse 

órgão estava comprometido. Constatamos que o grupo que foi imunizado com a 

estratégia homóloga apresentou maior extensão de lesão hepática. Mas, é importante 

salientar que dentre os achados analisados os grupos não apresentaram diferenças 

estatísticas entre si (Fig.17A). 

 

 

 

 

 

Figura-17A - Fígado com leucocitose 
intrasinusoidal. Grupo homólogo setes meses após o 
desafio. Aumento de 40x, coloração com H&E. 

Figura-17B - Fígado com granuloma e com inclusões 
de materiais amorfo no hepatócitos. Aumento de 
100x, coloração com H&E. 
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Figura 17C- 
Mensuração das áreas lesionada do fígado sete meses após o desafio. Os hamsters Golden 
Syrius foram imunizados seguindo as estratégias de vacinação: (■) receberam três vezes com 
50µg de cada plasmídeos de DNA (pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4) pela via 
intramuscular. Na estratégia heteróloga (■) receberam duas doses 50µg de cada plasmídeos de 
DNA (pcDNA3LiH2A-H3 e pcDNA3LiH2B-H4)  seguidas de um reforço intradérmico com 
5µg de cada proteína de histonas (rH2A, rH2B, rH3 e rH4) +1nM CpG. Os grupos controles 
plasmídeo vazio (□) receberam três doses de 100µg de plasmídeo de DNA (pcDNA3) +1nM 

CpG e grupo salina (▆)  recebeu 30µL de salina pela via intramuscular. Os hamsters foram 

infectados com 105 de L. infantum metacíclicas pela via intradérmica, quinze dias após a terceira 
imunização. Sete meses após o desafio, os animais foram eutanasiados e o fígado foi coletado 
para analise histopatológica. A análise estatística foi feita com o teste Kruskal-Wallis e pós-teste 
de Dunns. n=4. 
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8 DISCUSSÃO 

A leishmaniose visceral é uma doença grave que vem se expandido 

geograficamente, com repercussões na saúde coletiva, atingindo populações em vários 

países.  Caso não ocorra intervenção, os sinais e sintomas podem progredir, evoluindo 

para óbito (DESJEUX et al., 1996, WHO, 2002). 

Pesquisas no campo das ciências biológicas buscam desenvolver uma vacina 

contra Leishmania. Estudos vêem sendo direcionados, objetivando-se identificar 

antígenos indutores de uma resposta imunológica, que sejam capazes de impedir a 

transmissão da doença para o homem e animais, e consequentemente, a infecção do 

vetor. Diferentes formulações de antígenos candidatos vacinais para LV tem sido 

testados, principalmente em modelos experimentais, como camundongos, hamsters e 

cães (LARA et al.,1991, HANDMAN, 2001, de MOURA  et al., 2007). 

Entre os antígenos de Leishmania que exibiram atividade protetora, quando 

administrados como vacinas de DNA, destacam-se as diferentes proteínas de membrana 

e várias proteínas intracelulares, tais como: histonas, proteínas de choque térmico e 

diferentes proteínas ribossomais (revisto por KHAMESIPOUR et al., 2006;  e por 

DUMONTEIL, 2007). As proteínas de choque térmico, proteínas ribossomais e histonas 

são antígenos altamente conservados, produzidos pela Leishmania, que não são 

secretados, mas que, no entanto, são capazes de induzir uma potente resposta imune 

(revisto por SANTAREM et al., 2007). Estes antígenos chamados pan-antígenos são 

liberados durante a infecção após a destruição das amastigotas intracelulares pelo 

macrófago ativado, ou, pela citólise espontânea de amastigotas dentro da célula 

infectada. Ademais, eles são capazes de modular a resposta imune do hospedeiro devido 

ao fato de não sofrerem pressão seletiva pela resposta imune, ao contrário das proteínas 

de superfície e das proteínas secretadas (CHANG et al., 2003).  

Existem cinco principais classes de histonas de Leishmania. Quatro delas 

formam a unidade central do nucleossoma da cromatina (H2A, H2B, H3 e H4), 

enquanto a H1, as mantêm ligadas ao DNA (REQUENA et al., 2000). As histonas 

nucleossomais de Leishmania têm sido consideradas moléculas imunogênicas e que 

estão envolvidas no mecanismo do parasita para estabelecimento da doença. Assim, os 
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pan-antígenos podem prover a capacidade imunomodulatória necessária ao 

desenvolvimento de vacinas.  

Assim, este estudo avaliou a capacidade protetora das histonas nucleossomais 

em vacinas de DNA, 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. infantum em hamsters. 

Inicialmente, foi investigado se as proteínas de histonas, quando utilizadas na 

estratégia homóloga e heteróloga, possuíam propriedades imunogênicas, capazes de 

induzir a produção de anticorpos. Constatou-se que, alguns hamsters imunizados com 

estratégia homóloga (36%) e heteróloga (50%) apresentaram resposta imune humoral, 

com produção de IgG anti-histonas de Leishmania infantum. Logo, pode-se inferir que 

as diferentes respostas imunogênicas detectadas pelas distintas concentrações de títulos 

de anticorpos anti- histonas de Leishmania, dentro do mesmo grupo podem ser 

justificadas pelo fato dos hamsters não serem isogênicos apresentando variabilidade de 

resposta frente ao mesmo antígeno e/ou pela diferenças imunogênicas das proteínas 

nucleossomais. 

É importante mencionar que estudos anteriores, já descartaram a hipótese de 

reação cruzada entre as proteínas de histonas de mamíferos e as de Leishmania. 

Trabalhos com anticorpos específicos, obtidos de cães com LV, reconheceram as 

histonas nucleossomais H2A, H2B, H3 e H4, que não apresentaram homologia com as 

histonas das células de mamíferos (SOTO et al., 1999). Pesquisas com soro de pacientes 

com leishmaniose cutânea e mucocutânea, foram capazes de reconhecer H1 de 

Leishmania, mas sem reação cruzada com H1 de humanos (CARMELO et al., 2006). 

Outro estudo mostrou a resposta humoral de cães através da detecção de anticorpos em 

soros de animais infectados por Leishmania, onde as proteínas H2A (72%) e H3 (68%) 

apresentaram maiores títulos do que H2B (60%) e H4 (44%). 

Um estudo recente mostrou a variabilidade da resposta imune em 4 hamsters 

frente ao mesmo antígeno, imunizando-os com o plasmídeo pVAX1, expressando os 

genes dos antígenos de Leishmania, KMPII, TRYP, LACK, e PAPLE22. Constatou-se 

que entre os 4 hamsters, apenas um foi capaz de produzir anticorpos anti-KMPII com 
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esta imunização com a vacina de DNA. Neste mesmo estudo, outro grupo de hamsters 

foram imunizados com a mesma vacina de DNA, seguido de um reforço com as 

proteínas dos antígenos (KMPII, TRYP, LACK, e PAPLE22), detectou-se anticorpos 

específicos no soro destes animais contra os antígenos utilizados no prime-booster 

(TODOLÍ et al., 2012). Os resultados destes trabalhos ratificam a variabilidade da 

resposta humoral dos hamsters expostos a um mesmo antígeno.   Em nosso estudo 

imunizando-os com os antígenos de histonas nucleossomais de L.infantum, observamos 

que somente alguns hamsters foram respondedores com produção de anticorpos IgG na  

estratégia heteróloga (7/15) e homóloga (8/15). 

Resultados semelhantes aos nossos, mostrando a capacidade indutora de vacinas 

de DNA na produção de anticorpos, foram vistos por Mazumder e colaboradores (2011) 

ao detectarem em soros de camundongos imunizados com gp63, utilizando a estratégia 

homóloga composta de vacina de DNA e adjuvante CpG,  um aumento significativo de 

IgG2a; resultados equivalentes foram observados na estratégia prime-booster 

(DNA/Proteína).  Nesse mesmo trabalho, verificou-se que, três meses após o desafio, os 

títulos de anticorpos (IgG) aumentaram no grupo que recebeu a imunização heteróloga e 

diminuíram no grupo que recebeu a vacina de DNA/DNA. 

Do mesmo modo, resultados foram obtidos em um trabalho utilizando apenas 

vacinas de DNA codificante para os antígenos de histonas, no modelo experimental 

BALB/c, mostrando que apenas após a terceira imunização, detectou-se anticorpos, 

restringindo a resposta humoral apenas ao isotipo IgG2a, cujo perfil é indicador da 

resposta Th1(CARRIÓN et al., 2008). Os resultados da nossa presente pesquisa, que 

similarmente detectou anticorpos (IgG) nos animais imunizados com vacina gênica 

codificando para antígenos de histonas nucleossomais.   

As imunizações com a estratégia heteróloga, utilizando o reforço com proteínas 

culminam na produção de anticorpos, a depender da imunogenicidade do antígeno 

utilizado. Por sua vez, as imunizações com DNA favorecem mais o desenvolvimento de 

uma resposta celular do que humoral (AGUILAR-BE et al., 2005). Alguns trabalhos 

demonstraram a produção de anticorpos IgG anti-KMP11 em hamsters e camundongos, 

imunizados com plasmídeo de DNA que codifica a KMP-11, algumas semanas 

posteriores ao desafio, o que pode ter levado à participação do antígeno parasitário na 
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indução de resposta humoral (JARDIM et al., 1995, BASU et al., 2005). IBORRA e 

colaboradores (2003) observaram a presença de anticorpos anti-LiP0 apenas em 

camundongos imunizados com estratégia heteróloga composta de DNA e proteína. Em 

nossos experimentos adicionamos no booster da imunização heteróloga com as 

diferentes proteínas de histonas (rH2A, rH2B, rH3 e rH4) o adjuvante CpG, que ativar 

as células da imunidade inata, como também estimula a produção de citocinas 

essenciais para diferenciação de células  do perfil Th1. Entretanto somente 36% dos 

hamsters imunizados com a estratégia heteróloga responderam com produção de 

anticorpos anti-histonas. 

Em relação às citocinas, sabe-se que na leishmaniose cutânea experimental 

murina existem duas respostas bem distintas, as quais determinam o curso da infecção 

pela Leishmania. Uma das respostas mediadas por células Th1 é caracterizada pela 

secreção das IFN-γ, TNF-α e IL-2 que levam à destruição do parasita e resolução da 

infecção. Diferentemente, a resposta induzida por células Th2, secretoras de citocinas 

como IL-4, IL-13 e TGF-β, estimula respostas humorais e que, juntamente com a 

citocina regulatória IL-10, inibem respostas celulares do tipo Th1, promovendo a 

sobrevivência do parasita, ocorrendo o progresso da doença. (MURRAY et al., 1983; 

CHANNON et al., 1984; LIEW et al., 1990; PASSWELL et al., 1994). 

No modelo de hamster empregado na leishmaniose visceral, detectam-se 

concentrações significativa das citocinas Th1 (IFN-γ, IL-2 e TNF-α) no baço e fígado e 

baixos níveis de IL-4. Um dos fatores que tornam o hamster um modelo susceptível 

para LV é a expressão reduzida do gene codificante para expressão de iNOS, em 

resposta ao IFN-γ, e isso acarreta uma baixa síntese de NO, essencial no macrófago 

infectado, para eliminação do parasita (MELBY et al., 2001; DEA-AYUELA et al., 

2007). Entretanto, para que suceda a multiplicação do parasita, há ativação de citocinas 

do perfil Th2 (TGF-β e IL-10), que podem atuar em macrófagos infectados, bem como 

na indução de anticorpos anti-Leishmania. Esse último opsoniza amastigotas e induz a 

produção de IL-10 em macrófagos (GOTO e PRIANT, 2009).  

No decorrer do nosso estudo, ao se analisar o perfil das citocinas, constatou-se 

que apenas os hamsters pertencentes ao grupo imunizado com antígenos de histonas, 

com estratégia hetróloga, diminui a resposta imune local (linfonodo drenante) com 



71 

 

 

 

 

 

diferenças significativas na produção das citocinas IFN-γ, IL-10 e TGF-β, quando 

comparados ao grupo imunizado com a estratégia homológo. Contudo, a razão da 

expressão das citocinas IFN-γ/IL-10 no linfonodo dos hamsters imunizados, com 

estratégia homóloga e heteróloga, foi significativamente mais alta, comparada com o 

controle, imunizado com o plasmídeo vazio. Conclui-se que ambas as estratégias 

induziram uma resposta imune celular local no linfonodo, com alta expressão de 

citocina pró-inflamatória (IFN-γ) no linfonodo.  

Entretanto, após a imunização, ao se analisar, no baço, a resposta imune 

sistêmica desses mesmos grupos supracitados, observou-se que nenhuma das estratégias 

foram capazes de desencadear aumento sistêmico das citocinas IFN-γ, IL-10 e TGF-β, 

quando comparadas ao grupo controle, e, também não houve diferenças estatísticas na 

razão das citocinas IFN-γ/IL-10 e IFN-γ/TGF-β entre os grupos imunizados e controle 

no baço. 

Um trabalho publicado recentemente pelo nosso grupo, mostrou que a 

imunização com estratégia homóloga e heteróloga, com as mesmas concentrações dos 

antígenos de histonas nucleossomais mais CpG, porém, utilizados no modelo BALB/c, 

não foi capaz de induzir uma resposta imune intensa (IFN-γ,IL-4, TNF-α)  no linfonodo, 

em relação ao grupo controle. Todavia, ambas as estratégias de imunizações foram 

capazes de inibir, significativamente, o desenvolvimento da lesão após o desafio com 

inóculo de 105L. braziliensis na derme da orelha dos animais imunizados (CARNEIRO 

et al., 2012). Provavelmente, no caso da leishmaniose cutânea causada pela L. 

braziliensis, a resposta imune não tão intensa é capaz de modular a resposta inflamatória 

causada pelo parasita, protegendo os camundongos. 

Entretanto, Iborra e colaboradores (2004), testando a imunogenicidade das 

histonas nucleossomais de Leishmania em camundongos BALB/c, mostraram 

resultados opostos aos de Carneiro e colaboradores (2012), ao detectarem a produção in 

vitro das citocinas de esplenócitos dos BALB/c imunizados com plasmídeos que 

codificam para histonas nucleossomais. Os esplenócitos quando estimulados com as 

histonas recombinantes e antígeno total do parasita, produziram alta concentração 

específica de IFN-γ, mas não IL-4. Neste mesmo trabalho de Iborra, ao adicionar-se 
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anticorpo monoclonal anti-IL-12 na cultura de esplenócitos, observou-se inibição da 

produção de IFN-γ, de aproximadamente 80%, com as quatro condições diferentes dos 

estímulos de histonas (H2A, H2B, H3 e H4). Nesse trabalho, pode-se concluir que a 

produção de IFN-γ específico de histonas é dependente de IL-12. Em nossos 

experimentos, ao utilizarmos no modelo hamster, as mesmas estratégias das 

imunizações, houve uma resposta imune celular local no linfonodo drenante, com 

produção de citocina pró-inflamatória como IFN-γ, todavia a imunização não foi capaz 

de induzir uma resposta imune sistêmica no baço, imprescindível para o controle da 

carga parasitária que não foi observado posteriormente. 

  O sistema imune tem a capacidade de distinguir diferentes tipos de antígenos, 

conhecidos com Padrões Moleculares Associados aos Patógenos (PAMPs), através das 

células da imunidade inata. Os PAMPs, podem ser encontrados em RNA de alguns 

vírus, na parede celular de bactérias e também em DNA rico em CpG, os quais podem 

estar presentes em bactérias. O CpG ODN, têm sido utilizado amplamente em vários 

estudos como adjuvante de candidatos vacinais, devido a sua capacidade de ativar a 

imunidade inata, sinalizando para os Receptores de Reconhecimento Padrão (PRRs). O 

CpG têm a capacidade de ligar-se às células, via adsorção da endocitose, e ativa os 

receptores de Toll-like 9 (TLR9) presentes no endossoma de compartimentos de células 

B e células dendríticas plasmocitóides. 

A literatura mostra que a adição de adjuvantes, como o  CpG nos plasmídeos de 

DNA e proteínas de antígenos de Leishmania, pode propiciar o desenvolvimento da 

ativação da resposta imune com a produção de citocinas pró-inflamatórias. Além disso, 

o CpG tem a capacidade de ativar as 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). A IL-12 pode estimular a produção de IFN-γ 

por células NK, mecanismo importante para a geração de respostas protetoras contra 

parasitas intracelulares (VIVIER et al., 2005). Diferentes trabalhos comprovaram a 

capacidade imunomoduladora do CpG-ODN quando adicionados a antígenos vacinais 

contra antraz, brucelose, influenza vírus, vírus da coriomeningitelinfocítica, varíola, 

sarampo, antígenos de superfície da hepatite C e toxina tetânica, utilizando vacinas de 
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proteínas, gênicas ou uma estratégia prime-booster composta de DNA e proteína 

(OXENIUS et al.,1999) 

A literatura relata resultados satisfatórios do CpG para a formulação de vacinas 

ou fármacos em modelos experimentais de leishmanioses. Um estudo avaliou de 

tratamento para LV com Miltefosina e CpG ODN em hamster se camundongos 

infectados com L. infantum, teve capacidade leishmanicida mais eficaz, quando 

comparado ao uso isolado da droga (SANE et al., 2010). Um estudo com a proteína  

LiP0 de Leishmania infantum mais CpG, induziu proteção contra leishmaniose cutânea 

em camundongos C57Bl/6, no desafio empregando L.major. (IBORRA et al., 2005).  

Outro trabalho mostrou a eficácia do antígeno gp63, utilizado como vacina de DNA, 

seguido do reforço da proteína na presença de CpG,  diminuindo a carga parasitária no 

fígado e baço dos BALB/c desafiados com L.donavani (MAZUNDER et al., 2011). 

 Em nosso trabalho com hamsters, nenhuma das estratégias vacinais (DNA/DNA 

ou DNA/Proteína mais CpG) com os antígenos de histonas nucleossomais foram 

capazes de diminuir as cargas parasitárias nos linfonodos, baços e fígados, dos animais 

desafiados com L.infantum. Resultados semelhantes foram observados por CARRIÓN e 

colaboradores (2007), onde camundongos imunizados com vacina de DNA codificantes 

para antígenos de histonas e posteriormente desafiados com L.infantum, não 

apresentaram redução da carga parasitária. Neste mesmo trabalho, foram utilizadas 

outras estratégias de imunização, pela via endovenosa e intradémica em camundongos 

BALB/c, utilizando células dendríticas pulsadas, associadas às proteínas das histonas 

mais CpG. Esta estratégia foi capaz de diminuir em 50% a carga parasitária no baço e 

fígado, quatro semanas após infecção por L.infantum. Todavia, eles observaram que o 

CpG não influenciou na eficácia da vacina. 

Resultados opostos ao nosso trabalho foram vistos na leishmaniose cutânea, 

mostrando a capacidade protetora das quatro proteínas de histonas nucleossomais, 

(rH2A, rH2B, rH3 e rH4), associadas ao CpG em BALB/c,  através de vacina DNA ou 

DNA/ proteínas recombinantes. Nos animais imunizados e desafiados com L. 

braziliensis, empregando-se ambas estratégias vacinais observou-se inibição no 

desenvolvimento de lesão, diminuição da carga parasitária nos linfonodos e ausência de 

macrófagos infectados na análise histológica (CARNEIRO et al., 2012). Outro estudo 
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com camundongos BALB/c observou que a utilização de vacina de DNA com genes 

codificantes para histonas mais CpG, foi capaz de  diminuir o número de parasitas  

L.major,  no linfonodo drenante e   baço,  quando comparados ao grupo controle 

(IBORRA et al., 2004). 

Diante dos resultados do nosso experimento, comparando-o a outros estudos 

realizados com histonas, é fundamental atentar as possíveis discrepâncias genéticas 

existentes entre os modelos de camundongos e hamsters, como também as diferenças 

biológicas nos mecanismos de virulência e patogenia entre as espécies de L.major e/ou 

L. braziliensis e L.infantum. 

Ao analisarmos nestes animais o perfil de citocinas no baço, cinco meses após o 

desafio, observamos que apenas o grupo homólogo destacou-se com concentrações 

elevadas de IL-10, em relação ao grupo controle que recebeu o plasmídeo vazio.  

A partir da constatação das pesquisas anteriormente realizadas, avaliou-se na 

presente investigação, a possível correlação das respostas - local e sistêmica - das 

citocinas produzidas no linfonodo e baço, com a produção de anticorpos dos animais 

imunizados com estratégia homóloga e heteróloga, que apresentaram títulos de IgG no 

ELISA acima do ponto de corte .  No experimento realizado, destacou-se que os animais 

do grupo homólogo, imunizados apenas com vacina de DNA codificante para os 

antígenos de histonas, apresentaram significância na correlação positiva, quanto maior a 

produção de anticorpos anti-histonas, maior a produção de TGF-β, no linfonodo.  Após 

cinco meses de infecção neste mesmo grupo observou-se significância estatística na 

correlação, quanto maior carga parasitária, maior a produção das citocinas TGF-β no 

baço. A alta produção das citocinas anti-inflamatórias,  TGF-β, condiz com a resposta 

imune do perfil Th2, e a indução da resposta imune humoral, com alta produção de 

anticorpos, justificando-se os resultados obtidos na correlação.  

Apesar das imunizações com os antígenos de histonas nucleossomais não diferir 

nos resultados da carga parasitária no linfonodo, baço e fígado, observou-se nas análises 

histopatológicas diferenças estatísticas no aumento do número de folículos com centros 

germinativos no baço, sete meses após o desafio, quando comparado aos grupos 

controles.  
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É sabido que as células dendríticas na bainha linfática periarteriolar capturam 

antígenos e os apresentam aos linfócitos T. As células T e B interagem nas margens dos 

folículos, da polpa branca, estimulando a geração de plasmócitos secretores de 

anticorpos, encontrados no interior da polpa branca no baço. Ao ocorrer estimulação 

antigênica estas bainhas linfáticas se expandem, geralmente em um dos lados das 

artérias, e formam-se os nódulos linfóides compostos principalmente por linfócito B, 

por fim, formando os centros germinativos (ROBBINS et al., 2005, JUNQUEIRA, 

2010). Assim, podemos inferir que no nosso estudo, ambas imunizações homóloga e 

heteróloga foram capazes de não somente aumentar o número de folículos, como 

concomitantemente induzir a proliferação de, uma maior população de linfócitos B, nos 

centros germinativos nos folículos esplênicos, após cinco e sete meses de infecção,  

Ao analisarmos o linfonodo drenante, cinco meses após o desafio, verificou-se 

em todos os grupos controles e imunizados a presença de folículos primários ou 

atrofiados. Após sete meses este órgão apresentou mudanças nas características 

morfológicas, dos folículos em todos os grupos experimentais, mostrando-se grandes, 

com agregados macrofágicos e discreta plasmocitose nos cordões medulares.  

Verificou-se, igualmente, nos tecidos hepáticos destes animais presença de muitas áreas 

lesionadas, com leucocitose e formação de granulomas, contudo não apresentando 

diferenças estatísticas entre os grupos. Nossos achados são compatíveis com a literatura, 

que relata que as características histopatológicas observadas durante o curso da LV em 

hamsters incluem, formação de granulomas em órgãos como baço e fígado (RICA-

CAPELA et al., 2003). 

Assim, apesar dos resultados obtidos por outros grupos de pesquisa utilizando as 

histonas nucleossomais nas diferentes estratégias de imunização, conferirem proteção 

no modelo experimental de leishmaniose cutânea, nossos resultados mostram que tais 

antígenos não foram capazes de proteger no modelo hamster, frente ao desafio por 

L.infantum. Estes achados podem ser justificados, pelo fato da leishmaniose visceral, ser 

uma doença sistêmica que afeta vários órgãos, e cuja imunopatogenia difere da 

leishmaniose cutânea, que se manifesta de forma localizada ou os antígenos de histonas 

nucleossomais não são imunogênicos o suficiente a tal ponto de proteger o hamster. 
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9 CONCLUSÃO 

 As estratégias de imunização homóloga e heteróloga, utilizando-se vacinas de 

DNA e proteínas de histonas nucleossomais de L. infantum, com o adjuvante CpG, não 

foram capazes de diminuir a carga parasitária e o agravamento do quadro 

histopatológico em hamsters infectados com L. infantum. 
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