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RESUMO GERAL 
 
 

 
O desenvolvimento de novas vacinas no controle de várias doenças na 
bovinocultura vem incrementando a comercialização de animais e produtos de 
origem animal. Com isso testaram-se duas vacinas, uma vacina bioterápica 
homeopática e outra vacina alopática recombinante, utilizando micobacterias em 
suas formulações que posteriormente foram testadas em camundongos e 
bovinos. Com o objetivo de estudar o efeito profilático da vacina homeopática e a 
potência a ser utilizada como vacina, foi empregado um modelo de imunizações e 
infecções. Para tal, utilizou-se camundongos fêmeas da linhagem BALB/c as 
quais foram distribuídas em 15 grupos com três animais cada. Para avaliar os 
possíveis mecanismos imunológicos envolvidos nas vacinações bioterápicas 
homeopáticas utilizou-se Mycobacterium massiliense. Os bioterápicos foram 
preparados a partir de micobactérias M. massiliense. Após as imunizações e 
infecções, os animais foram eutanaziados e deles colheram-se os fígados e 
baços, os quais foram macerados, homogeneizados, plaqueados e incubados a 
37ºC durante 5 dias. Em seguida, fez-se a contagem de unidades formadoras de 
colônias (UFC) das bactérias recuperadas dos órgãos e de acordo com os 
resultados obtidos foram selecionadas as potências 11cH e 19cH para serem 
testadas como vacina, por apresentarem resultados mais homogêneos. Nos 
animais imunizados com 19 cH houve indução da produção de anticorpos da 
classe IgG2a específicos para M. massiliense semelhantes à (0,18 ± 0,07) 
infecção sozinha (0,19 ± 0,02). Para avaliar a proteção da vacina alopática, foi 
utilizada a micobactéria (Mycobacterium smegmatis mc2155 com PLA71/Fusão), 
em bovinos. Após as vacinações alopáticas foi coletado sangue e retirou-se o 
soro para o teste de ELISA. Animais que receberam a vacina viva recombinante 
expressando a proteína de fusão apresentaram níveis maiores de anticorpos 
específicos (p< 0,01). Com este estudo avaliou-se os efeitos da vacina bioterápica 
homeopática composta de M. massiliense e de vacina alopática formulada com M. 
smegmatis recombinante em diferentes modelos animais, concluindo assim que 
tanto as vacinas homeopáticas e vacinas alopáticas usando diferentes tipos de 
micobactérias podem induzir resposta imune humoral em modelo animal. 

 
Palavras-chave: alopatia, homeopatia, imunidade vacinal, vacina recombinate. 
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ABSTRACT 

 
 
The development of new vaccines in the control of various diseases in cattle has 

been increasing the marketing of animals and animal products. Thus we tested 

two vaccines, a biotherapy homeopathicvaccine and other recombinantallopathic 

vaccine,using mycobacteria in their formulations that were subsequently tested in 

mice and cattle. In order to study the prophylactic effect of homeopathic vaccine 

and the potency to be used as a vaccine, we used a model of immunizations and 

infections. To this end, we used mice female of BALB / c lineage which were 

distributed in 15 groups of three animals each. To assess the possible immune 

mechanisms involved in homeopathic biotherapy vaccinations we used 

Mycobacterium massiliense. The biotherapics were prepared from mycobacterial 

M. massiliense. After infections and immunizations, the animals were euthanized 

and their livers and spleens were harvested, macerated, homogenized, plated and 

incubated at 37 ° C for five days. Then we did the counting of colony forming units 

(CFU) of bacteria recovered from organs and according to the results obtained 

were selected the potencies11cH and 19cH to be tested as vaccine, because they 

have shown more homogeneous results. In the animals that were immunized with 

19 cHthere were induction of IgG2a class antibodies specific to M. massiliense 

similar to (0.18 ± 0.07) infections alone (0.19 ± .02). To assess allopathic vaccine 

protection was used mycobacterium (Mycobacterium smegmatis mc2155 with 

PLA71/Fusion) in cattle. After allopathic vaccinations, blood was collected and 

serum was removed for ELISA test. Animals that received the recombinant live 

vaccine expressing protein of fusion showed greater levels of specific antibodies 

(p <0.01). This study evaluated the effect ofhomeopathic biotherapy vaccine 

composed of M. massiliense and allopathicvaccine formulated with M.smegmatis 

recombinant in different animal models, thus concluding that both vaccines and 

vaccines homeopathic and allopathic using different kinds of mycobacteria can 

induce humoral immune response in an animal model. 

 

Keywords: allopathy, homeopathy, immunity vaccine, recombinant vaccine. 

 
 
 
 
 



 
 

 
CAPÍTULO 1. CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

 

1.1 Introdução 

 

As iniciativas globais de vacinação vêm possibilitando a introdução de 

novas vacinas e salvando vidas de milhares de pessoas nos países mais pobres 

do mundo. A mais moderna tecnologia de biologia molecular aplicada na 

produção de vacinas é a denominada vacinologia reversa, desenvolvida nos 

últimos anos. É feito o sequenciamento do genoma do agente, a análise de suas 

proteínas, previstas pela bioinformática e com base nas características 

hidrofóbicas ou hidrofílicas, determinando-se a posição provável das proteínas 

dentro do microorganismo. Para melhorar o desempenho dessas vacinas vários 

microrganismos, como as micobactérias ambientais, vêm sendo testadas.  Mesmo 

com essa tecnologia muitos fatores que interferem no bom desempenho da 

proteção contra várias doenças, ainda não foram elucidados o que indicaque a 

pesquisa de vacinas alternativas, como é caso da homeopatia, se faz necessária. 

A homeopatia se estabeleceu na medicina veterinária, tanto para 

animais de estimação quanto para animais de produção em consequência das 

limitações do uso de substâncias farmacologicamente ativas em animais que 

produzem alimentos, especialmente no que diz respeito a resíduos de 

antibióticos. Embora o resultado com medicamento homeopático na veterinária 

tenha sido bastante satisfatório, ainda não existe evidência científica como os 

medicamentos homeopáticos curam ou protege os animais, sendo este um dos 

temas que mais tem intrigado os homeopatas em todos os tempos.  

Duas vertentes de pesquisas têm sido desenvolvidas para auxiliar na 

profilaxia de importantes enfermidades: na área da homeopatia o emprego de 

vacinas de bioterápicos; na área da alopatia, a produção de vacinas gênicas 

recombinantes. Ambas as vacinas que podem ser usadas para reduzir a carga 

global das doenças infecciosas. É o caso de algumas doenças como a 

tuberculose em humanos e em bovinos que ainda não têm vacina própria que 

possa produzir proteção duradoura. Também é importante salientar que em 

situações de grandes emergências, catástrofes climáticas que teve um surto de 
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leptospirose em Cuba, podem ser usadas as vacina homeopática e alopática de 

forma concomitante, complementando suas ações. 

 

1.2 Micobactérias 

 

As micobactérias são bactérias não esporuladas ligeiramente curvas ou 

retas, entretanto formas bacilares ou filamentosaspodem aparecer. A parede 

celular é composta por grande quantidade de lipídeos, aproximadamente de 40% 

do total. A estrutura da parede celular consiste de um esqueleto de 

peptidioglicano covalentemente ligado a cadeias de arabinogalactano 

esterificados na sua extremidade com ácido micólico; vários lipídeos e 

glicolipídeos podem estar associados à parede celular (PARISH& STOKER, 

1998). 

As micobactérias pertencem à ordem Actinomycetales e à família 

Mycobacteriaceae. O gênero Mycobacterium inclui o complexo Mycobacterium 

tuberculosis; o complexo Mycobacterium avium; outras micobactérias e numerosas 

espécies saprófitas presentes no solo e na água(BROSCH et al., 2002). 

O complexo M. tuberculosis inclui M. tuberculosis, M. africanum, M. 

bovis, M. canettii, M. caprae, M. microti e M. pinnipedii. O complexo M. avium inclui 

M. avium subsp avium, M. avium subsp hominissuis, M. avium subsp. 

paratuberculosis e M. intracellulare. Outras micobactérias de importância clínica 

são: M. chelonae, M. fortuitum, M. kansasii, M. leprae, M. marinum, M. ulcerans e o 

M. scrofulaceum. (PRADO E CASTILHO, 2004). 

No ano de 2012, na List of prokaryotic names with standing in 

nomenclature do pesquisador J. P. Euzéby são citadas 154 espécies e 13 

subespécies no gênero Mycobacterium spp, conforme o site 

www.bacterio.cict.fr/m/mycobacterium.html. Muitas espécies foram incluídas a 

partir do ano 2000. As últimas espécies incluídas foram: M. paraffinicum (TONEY 

et al., 2010);Mycobacterium abscessussubspabscessus; Mycobacterium 

abscessus subsp bolletii (LEÃO et al., 2009) Mycobacterium algericum 

(SAHRAOUI et al.,2011); Mycobacterium europaeum (TORTOLI et al.,2010) e 

Mycobacterium sherrisii e Mycobacterium orygis (VAN INGEN et al., 2012). No 

grupo chelonae-abscessus foi identificado uma nova espécie de Mycobacterium 
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massiliense que se acreditaser derivada deM. abscessus (ADÉKAMBI et al., 

2004). 

As micobactérias ambientais são conhecidas comomicobactérias 

“atípicas” ou “micobactérias não tuberculosas” (MNT); são distintas dos agentes 

etiológicos responsáveis pela tuberculosee pela hanseniase (BARNES et al., 

2004). A literatura refere que essas micobactérias são ambientais, 

maspatogênicas. Comumente, encontram-se no solo, lagos e água tratada, sendo 

capases de infectar causando doençaspulmonares, infecções de ferida cirúrgica, 

doenças de pele e detecidos (BLANCO et al., 2002). 

O genoma da micobacteria M. massiliense foi sequenciado (CCUG 

4889) e foi demonstrado que o mesmo é diferente de outras micobacterias 

ambientais como é caso da M.abscessus (ATCC, 1997) e M.chelonae (ATCC 

3575) (RAIOL et al., 2012).  Um surto de infecções por M. massiliense aconteceu 

em Goiânia entre 2004 e 2007 e a patogenecidade desta bactéria foi testada em 

modelo animal. A infecção de camundongos por via endovenosa induziu a 

formação granulomas, ativação de linfócitos específicos, assim como a produção 

de anticorpos específicos da classe IgG (SOUSA et al., 2010). 

 Micobactérias podem serisoladas em seres humanos da saliva e da 

pele. Os componentes do grupodas micobactérias de crescimento rápido são 

muito resistentes amuitos antibióticos. Algumas são resistentes a desinfetantes 

emicrobicidas clorados, mercuriais e a glutaraldeído (KATOCH, 2004; CARDOSO, 

et al., 2008). 

Muitas propriedades das micobactérias como antigenicidade, 

propriedades adjuvantes, atividade anti-tumor e virulência são atribuídas aos 

componentes da parede celular. O complexo arabinogalactano-peptideoglicano é 

responsável pelas propriedades anti-tumor e adjuvantes. Muitos glicolipídeos 

(lipoarabinomanose) associados à parede celular são responsáveis pelos 

antígenos dominantes para células B. O fator corda (α-α-D trealose, 6-6 

dimicolato), o qual as bactérias se arranjam em cadeias paralelas que é 

responsável pela virulência e também pode servir como adjuvante (McFADDEN, 

1992). 

A identificação de marcadores de seleção capazes de conferir 

resistência a antibióticos e o melhoramento das técnicas de transformação por 

eletroporação levaram ao uso em grande escala de micobactérias não 
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patogênicas como hospedeiros úteis, para o estudo da estrutura e fusão de genes 

micobacterianos. A espécie mais utilizada é o Mycobacterium smegmatis, pois é 

uma micobactéria saprófita, de crescimento rápido, é um importante modelo à 

biologia molecular de micobactérias, pois a manipulação genética de M. 

tuberculosisé bastante difícil (PARISH & STOKER, 1998). 

 

 

1.3 Conceitos de homeopatia 

 

A existência de um apelo mundial pela preservação ambiental, aliada a 

conscientização quanto à necessidade de uma alimentação saudável, impulsiona 

a busca por produtos de origem animal produzido em ambientes com a menor 

interferência de produtos químicos artificiais tais como: agrotóxicos, hormônios e 

antibióticos (BENEZ et al., 2004). Por exemplo, o uso indiscriminado de 

antibióticos pode afetar negativamente tanto a saúde animal, quanto a humana, 

assim como o ambiente (SARMAH et al., 2006), requerendo portanto o 

desenvolvimento de alternativas sustentáveis de produção de alimentos 

(SPENCER et al., 2005). 

A palavra “homeopatia”, que significa tratamento pelos sintomas 

semelhantes, a “isoterapia” significa tratamento pelo igual ou mesma causa, 

independente de sua natureza orgânica ou inorgânica. O termo nosódio foi criado 

por Constantine Hering para designar medicamentos produzidos a partir de 

produtos patológicos animais e vegetais (KOSSAK-ROMANACH, 2003). 

As diluições homeopaticas seguido de dinamisações são referidas como 

potências que eram designadas por “c”, e que a letra maiúscula “C” não deveria 

ser usada, uma vez que o número romano C indica “100”. Assim, muitos 

prescritores antigos rotulavam suas potências 200c como “2C” (10). É atribuída a 

Hering a idéia de diluir as substâncias na razão de 1:10 e não mais de 1:100. 

Em 1833, Hering começou a experimentar diluições na proporção de 1:10. No 

final da década, tanto Samuel Dubs, nos Estados Unidos, quanto Vehsemeyer, na 

Alemanha, começaram a produzir medicamentos nesta escala. As potências 

americanas foram indicadas por um ‘X’, o numeral romano para ‘10’, enquanto 

que as potências européias receberam a notação ‘D’ para decimal - 3X ou D3 

(WINSTON, 1999). 
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Os nosódios e os isoterápicos foram incorporados ao conceito de “bioterápicos”, 

introduzido pela Farmacopeia Francesa (AMORIM et al., 2009). Os bioterápicos 

podem ser aplicados com função não só curativa como também preventiva, uma 

vez que se pode utilizar o agente etiológico de determinada doença que se 

pretende combater (SOARES, 1988). 

A homeopatia é uma alternativa que vem sendo utilizada em animais 

desde o século XVIII (BENEZ, 2001). Trata-se de uma especialidade médica 

reconhecida pela Associação Médica Brasileira (AMB) e pelo Conselho Federalde 

Medicina Veterinária (CFMV) (TEIXEIRA et al., 2004). 

Os bioterápicos ou nosódios são produtos que servem de matéria-

prima para as preparações dinamizadas. Esses produtos podem ser: secreções, 

excreções patológicas ou não, produtos de origem microbiana entre outros 

(ROSSI et al., 2004). 

Homeopatia (do gregotransliteradohómoios + páthos = "semelhante" + 

"doença") é um termo criado por Christian Friedrich Samuel Hahnemann (1755-

1843) e se baseia no princípio similia similibus curantur (semelhante pelo 

semelhante se cura), ou seja, o tratamento se dá a partir da diluição e 

dinamização da mesma substância que produz o sintoma num indivíduo 

saudável.A lei dos semelhantes, segundo a qual a moléstia poderia ser extinta 

pela aplicação de “coisas” suas semelhantes, tal qual o descrito no tratado Da 

Doença Sagrada: "A maior parte das enfermidades são curáveis pelo mesmo que 

as produz, porque o que para uma coisa é alimento, é corrupção para a outra" 

(HIPÓCRATES,1992). 

As ultradiluições são conhecidas como ultra high dilution (UHD), se 

apresentam entre as bases da terapêutica homeopática. A partir de potências 

equivalentes a 12 diluições seriadas centesimais, aproximadamente, não há mais 

presença de moléculas da substância original, pois o número de Avogadro foi 

ultrapassado. Contudo, várias são as evidências de que tais diluições continuem a 

exercer efeitos biológicos em sistemas vivos (WYNN, 1998). 

Samuel Hahnemann usando as ultradiluições experimentou algumas 

substâncias que eram usadas como medicamentos naquela época (1796) e 

observou os efeitos que elas produziam no seu próprio organismo. 

Posteriormente essa experimentação estendeu-se para outros indivíduos sadios, 

http://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADngua_grega
http://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADngua_grega
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hahnemann
http://pt.wikipedia.org/wiki/1755
http://pt.wikipedia.org/wiki/1843
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de modo que a experimentação tornou-se um dos fundamentos do conhecimento 

homeopático (PASCHOAL, 2005). 

Hahnemann aplicou princípios éticos e humanísticos ao elaborar uma 

prática médica que visava estimular as forças curativas do organismo sem os 

efeitos nefastos das altas doses dos medicamentos (TEIXEIRA, 2007). 

A utilização de medicamentos homeopáticos na Medicina Veterinária 

teve início com o próprio Hahnemann que, ao curar seu cavalo de uma oftalmia 

utilizando Natrum muriaticum, (sal comum) se manifestou dizendo: “Se as leis que 

proclamo são as da natureza, elas serão válidas para todos os seres vivos”. Deu-

se inicio então a homeopatia veterinária (BENEZ, 2001; DIAS, 2001). 

Segundo a Associação brasileira de farmacêuticos homeopatas (ABFH, 

2007), os bioterápicos de estoque são obtidos a partir de secreções, excreções 

patológicas ou não, produtos de origem microbiana, soros e vacinas, sendo assim 

classificados: 

a) Bioterápicos “Codex”: obtidos a partir de soros, vacinas, toxinas ou anatoxinas, 

inscritos na Farmacopeia Francesa e preparados por laboratórios 

especializados. Como exemplo, tem-se o medicamento influenzinum, obtido a 

partir da vacina antigripal do Instituto Pasteur; 

b) Bioterápicos simples: obtidos de “vacinas estoques”, constituídas por culturas 

microbianas puras, lisadas e atenuadas em condições determinadas; 

c) Bioterápicos complexos: são definidos pelo seu modo de obtenção (secreções 

ou excreções patológicas) ou seu modo de preparação. Por exemplo, o 

luensinum que se trata do lisado de serosidades treponêmicas de cancros 

sifilíticos, preparados sem adição de anti-sépticos; 

d) Bioterápicos ingleses: são, também, conhecidos por nosódios intestinais de 

Bach-Paterson; 

e) Bioterápicos preparados a partir de microorganismos vivos são preparados 

com microorganismos vivos, na escala decimal, usando como diluente o cloreto 

de sódio a 0,9%. 

Os bioterápicos são considerados medicamentos homeopáticos por 

serem preparados de acordo com a farmacotécnica, sofrendo diluições e 

dinamizações (ALMEIDA et al., 2008).  

O bioterápico mais estudado é o Secalecornutum, bioterápico vegetal, 

oriundo do centeio espigado que é parasitado por micélios de Claviceps purpúrea. 
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Este vegetal tem como, principais alcaloides a ergotinina e a ergotoxina. Desta 

forma, é muito utilizado, como isoterápico, em indivíduos saturados pelo abuso de 

derivados ergotínicos; sua indicação também pode ser baseada na lei dos 

semelhantes, uma vez que este bioterápico foi submetido à experimentação e 

possui patogenesia (KOSSAK-ROMANACH, 2003). 

Na França, em 1820, um veterinário homeopata utilizou um bioterápico 

da bactéria Burkholderia mallei a partir da secreção nasal de um equino portador 

de mormo, utilizando no tratamento de um equino doente com mormo 

empregando o bioterápico na diluição de 30cH, obtendo a cura desse animal 

(LABRE, 2001). 

Em 1960, Julian, um médico homeopata francês, tornou-se um grande 

difusor da nosodioterapia e escreveu a “Matéria Médica de Nosódios” na qual 

relatou a patogenesia de Streptococcinum, Staphylococcinume mais de 45 

bioterápicos microbianos (ALMEIDA, 1997). 

O uso do nosódio Meningococcinum (lisado de culturas de Neisseria 

meningitidis A e C, inativado pelo calor) como preventivo contra a meningite 

meningocócica e concluíram que o Meningococcinum10cH foi capaz de aumentar, 

significativamente, a resistência à meningite meningocócica nos indivíduos 

tratados. Este medicamento foi ministrado a 18.640 crianças, enquanto 6.340 

crianças não o receberam. Somente quatro casos de meningite foram registrados 

no grupo de crianças tratadas enquanto 34 casos de meningite foram registrados 

no grupo que não recebeu o tratamento. Esses autores sugeriram ainda a 

repetição deste experimento com potências maiores, como a 30cH (CASTRO et 

al., 1975; SCHEPPER, 2001). 

SCHEPPER (2001) descreveu em seu livro que Dr. T. A. McCann, de 

Ohio, na 77ª Convenção Nacional do Instituto de Homeopatia de Washington, em 

1921, informou que, 24.000 casos de influenza que foram tratados alopaticamente 

e tiveram uma taxa de mortalidade de 28,2%, enquanto em 26.000 casos, 

tratados com homeopatia, a taxa de mortalidade foi de 1,05%. Estes e outros 

resultados clínicos têm sido relatados mostrando o sucesso da homeopatia no 

tratamento da gripe, sem evolução para pneumonia e baixos índices de 

mortalidade. 

Foi estudado o comportamento de tripomastigotas do Trypanosoma 

cruzi, inoculados endovenosamente em camundongos normais e tratados com 
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bioterápicos e, concluíram que, quando os animais são tratados com o mesmo 

bioterápico na potência de 30DH, as formas delgadas, inoculadas por via venosa, 

são precocemente destruídas, enquanto as largas são mais resistentes e 

permanecem na corrente circulatória por determinado tempo, sendo depois 

destruídas (RIBEIRO et al., 1983). 

  Tratando camundongos infectados por Trypanosoma cruzi com 

bioterápico preparado com o referido agente etiológico, observaram que os 

animais tratados apresentam redução da parasitemia, assim como maior tempo 

de sobrevivência, em relação ao grupo controle. Após o tratamento dos animais 

infectados, o xenodiagnóstico e a hemocultura revelaram resultados negativos 

(NASI et al., 1982). 

 Estes resultados foram confirmados quando os animais infectados 

experimentalmente, apresentaram resposta imune humoral com altos títulos de 

IgG (QUEIROZ, et al., 2006).  

Alterando as diluições centesimais para T. cruzi 12DH e associando-se 

ao phosphorus 12 DH foi observado que o bioterápico modulou o sistema imune 

principalmente durante a fase aguda da infecção e o phosphorus diminuiu a 

patogenicidade do protozoário (ALMEIDA, 2008). 

BERCHIERI et al. (2006) mostraram que um bioterápico produzido a 

partir da bactéria Salmonella enteritidis, responsável por infecções tanto em aves 

quanto associada na salmonelose humana, na potência de 200cH, foi capaz de 

reduzir a excreção de Salmonella enteritidis pelas aves o que levou a menor 

contaminação dos ovos. 

BUFFA & AUBAGNA (1995) propuseram o emprego de bioterápico no 

tratamento de ceratoconjutivite infecciosa bovina. Para a produção do bioterápico 

foi obtida a secreção ocular de animais que apresentavam sintomatologia clínica 

da doença, e após o tratamento foi observado que a metade dos animais tratados 

com bioterápico apresentou melhora do quadro clínico com recuperação total das 

estruturas oculares afetadas, sem recidivas. 

Foi utilizado um bioterápico de Mycoplasma spp 30cH em um rebanho 

bovino com produção de leite orgânico que apresentava problemas reprodutivos e 

surtos esporádicos de quadros respiratórios. O medicamento foi administrado na 

quantidade de 10 gotas por animal na água de beber, diariamente, durante seis 

meses. Após uma semana do início do tratamento houve incremento da atividade 
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reprodutiva com aumento das inseminações artificiais e diminuição gradativa dos 

sintomas respiratórios (SILVA et al., 2005). 

Para o controle de ectoparasitas foi utilizado em vacas leiteiras 

bioterápicos de carrapatos nas diluições 12cH e 30cH. Neste estudo observou-se, 

interferência significativa no ciclo de vida dos carrapatos coletados dos animais 

testados. Os testes in vitro apresentaram redução da massa corporal das fêmeas 

ingurgitadas, redução da oviposição e ovos para incubação e consequentemente 

baixa na eficiência reprodutiva desses parasitas (GAZIM et al., 2010). 

 

 

1.4 Vacinas alopáticas 

 

A variolização foi introduzida na Europa no século XVIII, para combater 

a varíola essa técnica difundiu-se rapidamente e teve defensores em vários 

países. A variolização consistia em retirar materiais das pústulas de pessoas 

enfermas e inoculavam na pele de um indivíduo são (DINC& ULMAN, 2007). 

Edward Jenner em 1796 com a vacina contra varíola deu início a 

imunologia como ciência. Sem dúvida que os pioneiros da técnica de inoculação 

contribuíram para o conhecimento sobre as doenças infecciosas (HUYGEN, 

1998). 

A vacinação é a medida mais eficiente e menos dispendiosa para evitar 

doenças infecciosas. Apesar dos grandes benefícios das vacinas existentes, há 

ainda muitas doenças para as quais não existem vacinas. Com o ressurgimento 

da tuberculose, principalmente nos países em desenvolvimento, diversas 

estratégias têm sido utilizadas para o desenvolvimento de diferentes tipos de 

vacinas. As vacinas de primeira geração foram o artigo de homeopatia produzido 

com microrganismos vivos ou atenuado, como a vacina BCG contra a 

tuberculose, ou mortas e inativadas como a vacina contra a Bordetella pertussis 

(BLOOM, 1989). 

As vacinas desenvolvidas contra Leishmania empregavam produtos 

dos parasitas mortos que eram chamadas de vacinas de primeira geração. Estas 

vacinas foram testadas no homem e em cães na América do Sul e no Sudão. Elas 

induzem uma baixa proteção, aproximadamente 54% (PALATNIK-de-SOUSA, 

2008). 
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Em 2006, procedeu-se, em Portugal, à substituição da vacina contra a 

Bordetella pertussis do tipo célula inteira por uma vacina de toxóide, que é 

produzidaa partir de toxinas de bactérias, geralmente são exotoxinas que podem 

ser enfraquecidas ou suprimidas por produtos químicos como a formalina ou 

tratamento de calor, mantendo as propriedades imunogênicas (VIEIRA, et al., 

2010). 

A vacina DTP (difteria, tétano e pertussis) pode ser tóxica, devido ao 

componente pertussis presente em sua formulação. O Instituto Butantã produz e 

administra sua vacina DTP com sucesso há mais de 20 anos; mas sugere outras 

linhas de pesquisa como remover o lipopolissacarídeo (LPS) bacteriano 

responsável pela toxidade, como inovação no processo de produção da vacina 

tradicional (HIGASHI et al., 2009). 

A segunda geração de vacinasé constituída de antígenos purificados e 

provenientes de fontes naturais ou sintéticas, e antígenos recombinantes 

(RODRIGUES JR, 2004). Neste caso, as características bioquímicas dos 

antígenos sintéticos ou purificados influenciam diretamente o tipo de resposta 

desenvolvido pela vacina. Por exemplo, STANBERRY (1991) demonstrou a 

importância da glicosilação das proteínas na formulação de vacinas. Nesta época 

foi demonstrado que o número de doses e a quantidade de proteína também 

alterariam o perfil da resposta imune obtida, assim como a necessidade de um 

adjuvante. 

As terceiras gerações de vacina surgiram com a introdução de genes 

ou fragmentos de genes, que codificam antígenos potencialmente imunogênicos, 

em vetores virais ou em DNA plasmidial. As vacinas de DNA tiveram sua primeira 

utilização na década de 1950, quando se demonstrou que a injeção direta de DNA 

induzia forte resposta imune (WIKER et al., 1999). 

Desenvolvimento de BCG recombinante (rBCG)  baseia-se em vacinas 

de expressão dos principais antígenos protetores de M. tuberculosis já 

comprovada, essa abordagem promissora para melhorar o desempenho do BCG 

(WILKER et al., 2006). Linhagens recombinantes BCG podem ser projetadas para 

expressar antígenos ou fragmentos específicos, como Ag85B e complexo Ag85 

complexas, uma família de proteínas 30-32 kDa (Ag85A, Ag85B e Ag85C),  

(MURRAY et al., 1996). 
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As vacinas de DNA representam uma alternativa arriscada, pois elas 

são construídas para codificar vários antígenos, os quais são selecionados para 

que não interfiram nas provas de sensibilidade cutânea. Esta seleção do antígeno 

usado nas vacinas de DNA está limitada pela imunogênicidade da proteína que 

será expressa (HUYGEN, 1998). 

De maneira geral, as formulações vacinais contendo DNA são 

utilizadas para estimular respostas imunológicas celulares a antígenos protéicos. 

A injeção direta de material genético em um hospedeiro vivo faz com que uma 

pequena quantidade de suas células passe a produzir os produtos dos genes 

introduzidos. Esta expressão do gene dentro do hospedeiro tem importantes 

consequências imunológicas, resultando na ativação imune específica do 

hospedeiro contra o antígeno gene (KOPROWSKI & WEINER, 1998). A avaliação 

da vacina de DNA em ensaios clínicos mostrou que estas vacinas foram bem 

toleradas e seguras, mas a sua imunogenicidade foi inesperadamente mais baixa 

do que nos modelos pré-clínicos. Nos últimos anos, o progresso no aumento da 

eficácia da vacinação de DNA em humanos tem sido conseguido principalmente 

graças à melhoria dos métodos de entrega física, com electroporação muscular e 

bombardeamento de partículas da pele sendo atualmente predominante 

(STEVENSON & OTTENSMEIER, 2010). 

SILVA et al. (2009) testando uma vacina de subunidade obteveram 

resultados indicaram que a vacinação com subunidade protéica MPT-51/CpG 

oferece proteção contra a tuberculose (TB) num modelo murino de infecção. Esta 

observação que faz ser o antígeno MPT-51 um componente valioso para avaliar o 

desenvolvimento de outras vacinas para tuberculose. 

Vetores vivos, como as vacinas recombinantes de M. tuberculosis, são 

candidatos à vacina e têm mostrado boa proteção em modelos animais 

(MOLLENKOPF et al., 2001). Entretanto, estes tipos de vacinas poderiam 

provocar resposta imune contra o vetor, limitando o número de vacinações 

(MCSHANE et al., 2004). 

O Mycobacterium smegmatis é classificado como uma espécie 

saprófita que raramente causa a doença e não necessita viver em um animal. As 

micobactérias têm aparências enrugadas e formamum creme branco enquanto 

está crescendo em nutrientes acessíveis, sendo visto como lisa, plana, brilhante 

ou grosseiramente dobrada ou ainda finamente enrugada. Vive em camadas 
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agregadas de células ligadas uma a outra em uma comunidade chamada biofilme. 

(BROWN-ELLIOTT & WALLACE JR., 2002). 

O isolamento de uma linhagem mutante de M. smegmatis mc2155, que 

apresenta alta eficiência de transformação, revolucionou a genética de 

micobactérias.A eficiência de transformação da M. smegmatis é baixa em 

comparação a outros hospedeiros, como a E. coli. (SNAPPER et al.,1990). 

Essa linhagem, denominada M. smegmatis mc2155, além de exibir alta 

eficiência de transformação, não possui um sistema de restrição capaz de 

degradar DNAs exógenos, tendo se transformado no principal modelo 

experimental para a biologia molecular de micobactérias (KANA & MIZRAHI, 

2004).  

Porém, a estimulação da resposta imune eficaz contra determinado 

antígeno, depende da presença deste em quantidades suficientes e em uma 

forma que possa ser facilmente reconhecido pelo sistema imune. Nesse contexto, 

bactérias geneticamente modificadas representam uma alternativa promissora 

para a entrega de peptídeos vacinais (BERMUDEZ-HUMARAN et al., 2003). 

Várias cepas bacterianas estão sendo utilizadas como vetores 

recombinantes, como Mycobacterium bovis BCG (STOVER et al., 

1991);Escherichia coli (FORMAL et al., 1984); Salmonella typhi e Salmonella 

typhimurium (GERMANIER & FURER,1995). No caso dos vetores bacterianos o 

gene heterólogo é inserido em um vetor plasmidial contendo um marcador de 

seleção e introduzido na bactéria pela técnica de transformação. Este irá se 

replicar de forma autônoma ou irá se integrar no genoma bacteriano (LUGOSI et 

al., 1989). 

A proteína de fusão recombinante (CMX), contendo epitopos 

imunodominantes do Ag85C, MPT51 e proteínas HspX de  M. tuberculosis, 

quando utilizada como uma vacina de subunidade em camundongos BALB/c, 

demonstrou ser imunogenica, pois os níveis de anticorpos IgG1eIgG2a estavam 

mais elevados no grupo de camundongos vacinados, além disso o antigêno CMX 

foi capaz de ser reconhecido pela resposta humoral de pacientes com tuberculose 

ativa(SOUSA et al.,2012). 
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1.5 Justificativa 

 

A homeopatia se estabeleceu na medicina veterinária, tanto para 

animais de estimação quanto para animais de produção em consequência das 

limitações do uso de substâncias farmacologicamente ativas em animais que 

produzem alimentos, especialmente no que diz respeito a resíduos de 

antibióticos. Embora o resultado com medicamento homeopático na veterinária 

tenha sido bastante satisfatório, ainda não existe evidência científica como os 

medicamentos homeopáticos curam ou protege os animais, sendo este um dos 

temas que mais tem intrigado os homeopatas em todos os tempos.  

Duas vertentes de pesquisas têm sido desenvolvidas para auxiliar na 

profilaxia de importantes enfermidades: na área da homeopatia o emprego de 

vacinas de bioterápicos; na área da alopatia, a produção de vacinas gênicas 

recombinantes. Ambas as vacinas que podem ser usadas para reduzir a carga 

global das doenças infecciosas. É o caso de algumas doenças como a 

tuberculose em humanos e em bovinos que ainda não têm vacina própria que 

possa produzir proteção duradoura. Também é importante salientar que em 

situações de grandes emergências, catástrofes climáticas como aconteceram nas 

enchentes em Cuba, podem ser usadas de forma concomitante, complementando 

suas ações. 

 

1.6 Objetivos 

 

1.6.1 Objetivo geral 

 

Com este estudo objetivou-se avaliar os efeitos da vacina bioterápica 

homeopática composta de M. massiliense e de vacina alopática formulada com M. 

smegmatis recombinante em bovinos. 

 

 1.6.2 Objetivos específicos 

 

                Verificar a capacidade de indução de resposta imune humoral 

específica contra M. massiliense nos camundongos vacinados com o bioterápico. 
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               Averiguar a imunogênicidade e virulência da vacina recombinante M. 

smegmatis expressando a proteína CMX (Ag85C, MPT51, HspX) em bovinos.  
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RESUMO 

Os bioterápicos homeopáticos podem ser utilizados não só como curativos, mas 

também preventivos, pois, podem aproveitar o agente etiológico de determinada 

doença que se pretende combater. Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar a 

capacidade de indução de resposta imune humoral específica contra M. 

massiliense nos camundongos vacinados com bioterápico. Foi empregado o 

modelo de imunização e infecção experimental de camundongos isogênicos 

BALB/c para determinar a proteção vacinal. Após avaliação de 15 diluições 

centesimais foram selecionadas duas diluições que mantiveram sua ação 

protetora em diferentes ensaios, 11cH (décima primeira diluição) e 19c (décima 

nona diluição). Utilizando-se estas vacinas bioterápicas foi possível observar 

quetanto IgG1 quanto IgG2a foram especificamente induzidas, principalmente 

quando a vacina 19cH foi utilizada. Animais desafiados com M. massiliense 

quando foram vacinados com a formulação 19cH apresentaram melhor redução 

da infecção por M. massiliense. Conclui-se que, dependendo da diluição utilizada, 

as vacinas homeopáticas bioterápicas são capazes de induzir resposta imune 

específica. 

Palavras-chave: altas diluições; imunidade vacinal; homeopatia; Mycobacterium 

sp. 
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2.1 Introdução 

 

O mecanismo de ação do medicamento homeopático é um dos temas 

que mais tem intrigado os homeopatas em todos os tempos. Desde que Avogadro 

estabeleceu sua constante, sabe-se pela lei das probabilidades que em diluições 

acima de 12cH, a chance de encontrar uma molécula do soluto no solvente é 

zero( WASSENHOVEN,2007). 

Têm-se percebido que as diluições homeopáticas podem ser 

graficamente descritas como uma senoide, oscilando entre as obtenções de 

diluições com resultados e outras sem resultados. O que resulta na descrição por 

parte dos homeopatas diz “potências que não funcionam” (DAVENAS, 1998).  

A curva senoidal foi demonstrada por exemplo: usando o cloreto de 

magnésio como um agente hidratante, e os efeitos farmacológicos neste  agente 

não foram detectados em várias diluições, como 3cH embora o efeito hidratante 

foi observado em diluições mais elevadas, tais como 4cHe17cH (PORTO ,2004). 

Uma droga utilizada para o tratamento homeopático de síndromes de 

ansiedade é formulada a partir de StrychnosIgnatii, uma planta da família das 

Loganiaceae nativa do Sudeste da Asia. Quando utilizada em camundongos, os 

resultados não apresentaram compatibilidade em relação a uma curva  

dose/resposta, compatíveis com a hipótesede que este medicamento tem um 

mecanismo deregulação do sistema nervoso não-linear (MARZOTTO, 2012). 

A capacidade dos medicamentos homeopáticos de afetar a resposta 

imune em humanos foi previamente demonstrada na literatura. Por exemplo, 

quando uma diluição 12cH Staphylococcus sp foi utilizada em indivíduos HIV-

positivos, a quantidade de complexos imunes circulantes foi reduzida, e 

inversamente  a contagem de células CD4e CD4/CD8 foram aumentadas 

(DANNINGER,2000). 

Utilizando primatas não humanos a Canova que é um medicamento 

homeopático imunemodificador, indicado para pacientes cujo sistema imune está 

deprimido, estimulou indiretamente os linfócitos a produzir IFN-γ e IL-5 

aumentando a imunidade dos indivíduos (COELHO, 2012). 

Um bioterápico Trypanosoma cruzi vacina, usando modelo animal, 

induziu proteção em camundongos desafiados. Além disso, aumentou os níveis 
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de anticorpos  IgG específicos, e a ausência de parasitas na corrente sanguínea, 

o que sugere que a vacina bioterápico foi capaz de modular resposta  imune 

(QUEIROZ, 2006). Há evidências de que vacinas bioterápicas podem funcionar 

de forma semelhante às vacinas classicamente produzidas utilizando antígenos 

deT.Cruzi (BASOMBRIO, 1982; ALMEIDA ,2008). 

Em Cuba,o uso da homeopatia reduziu drasticamente a incidência da 

leptospirose, levando a completar o controle da epidemia. Estes resultados foram 

obtidosa partir do uso profilático de uma fórmula homeopática com várias estirpes 

de Leptospira. Esta estratégia resultou no controle da epidemia por causa do uso 

combinado de vacina salopáticase homeopáticas(BRACHO, 2010). 

Mycobacterium massiliense é uma bactéria do ambiente, de 

multiplicação rápida, associada à infecção do tecido mole após infecção por 

procedimento cirúrgico. Afeta indivíduos saudáveis e é capaz de infectar 

camundongos isogênicos quando inoculados intravenosamente (CARDOSO,et al, 

2008; Sousa et al, 2010). A infecção induzativação de macrófagos, células 

dendríticas e células assassinas naturais (NK) em camundongos. Linfócitos 

específicos também são induzidos, levando à produção de anticorpos e citocinas. 

Devido à sua capacidade de infectar e induzir respostas imunitárias específicas 

em camundongos, M. Massiliense pode ser utilizado em modelo animal para 

testar a eficácia de vacinas bioterápicas. 

O presente estudo teve como objetivo avaliar a eficácia da vacina 

homeopática bioterápica na indução de uma resposta imune específica para 

M.massiliense e posterior ao desafio com o mesmo agente, avaliar a proteção 

induzida.  

 

2.2 Materiais e Métodos 

 

2.2.1 Animais 

 

Os camundongos com oito semanas de idade, do sexo feminino 

BALB/cisogênicos provenientes do Instituto de Patologia Tropical e Saúde 

Públicada Universidade Federal de Goiás (Universidade Federal de Goiás - UFG) 
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foram utilizados nestee estudo. Os animais foram acondicionados em gaiolas com 

água e ração ad libitum. 

 

2.2.2 Mycobacterium massiliense 

 

M.massiliense foi cultivado em 500 ml de meio de Mueller 

Hintondurante 4 dias a 37ºC. A suspensão bacteriana foi posteriormente 

centrifugada, lavada três vezes com tampão fosfato salino (PBS, pH 7,2) e 

ressuspensa em 5 Ml de PBS. As unidades formadoras de colónias (UFCs) foram 

estabelecidas através de uma sequênciade diluições, as quais foram 

posteriormente cultivadas em meio de ágar Mueller Hintone incubadas a 37ºC 

durante 5 dias. As UFCs foram contadas, e a concentração da vacina foi 

determinada. As bactérias foram congeladas a-80ºC até o uso. 

 

2.2.3 Preparação da vacina homeopática bioterápica 

 

M.massiliense foi preparado por suspensão de107 UFC em 1,0 mL 

desoro fisiológico (tintura-mãe) e adicionando 9,0 mL desolução a 30% de álcool 

de cereais. A primeira diluição de vacina bioterápica homeopática (VBH) foi obtida 

após diluição centesimal, e sucussão (homogeneização) durante 100 vezes. 

Outras diluições seria das centesimais e sucussões foram conduzidos até a 

diluição 30cH. A primeira diluição centesimal seguida de sucussão é conhecida 

como a primeira diluição do VHB (centesimal 1cH= Hahnemann). As formulações 

homeopáticas foram preparadas por Pharmasu (Farmácia de Manipulação, 

Goiânia, Goiás). 

 

2.2.4 Determinação da diluição de VBH a ser usada como vacina 

 

Quarenta e cinco camundongos BALB/cisogênicos foram utilizados 

para avaliar o efeito protetor dos diferentes formulações de VBH. Os animais 

foram aleatoriamente divididos em 15 grupos de 3. Por conveniência, apenas as 

diluições ímpares foram testadas, a partir do qual 50 L foi usado para injetar por 

via subcutânea, nos camundongos. O esquema de vacinação foi realizada em 
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quatro imunizações separadas por intervalo de 7 dias entre as imunizações. Os 

camundongos controles foram vacinados com PBS. Quinze dias após a 

imunização final, os animais foram desafiados intravenosamente com 100 L  de 

M.massiliense numa concentração de107 UFC por animal. Após o desafio, (15 

dias após a infecção), as UFCs do fígado foram determinadas por plaqueamento 

de diluições em série dos homogeneizados dos órgãos. As diluições 19cH e11cH 

mostraram melhor reprodutibilidade das contagens de UFC, portanto, foram 

selecionadas e subsequentemente testadas sem experimento independente. 

 

2.2.5 Avaliação da eficácia do VHB 

 

Camundongos  BALB / c(n = 24) foram divididos em quatro grupos 

(6animais por grupo): grupo 1, os animais foram inoculados com uma solução 

salina; no grupo2, os animais foram imunizados com VHB na diluição11cH; no 

grupo 3, o os animais foram imunizados com VHB na diluição19cH e no grupo 4, 

os animais não imunizados foram utilizados como controle da infecção (controle 

positivo). Quinze dias após a imunização final, os camundongos dos grupos 2, 3 e 

4 foram desafiados intravenosamente com 100 L M.massiliense numa 

concentração de107UFC por animal. Camundongos do grupo 1(solução salina), 

não foram desafiados e serviram como controles negativos. 

Os camundongos infectados com M.massiliense foram sacrificados por 

deslocamento cervical 15 dias após o desafio. Os fígados de todos os animais 

foram recolhidos emtubos de ensaio contendo1,0 mL de solução salina. Os 

órgãos foram homogeneizados em uma suspensão de células e diluições em 

série, homogeneizadas, foram plaqueadas em meio de Mueller Hintone incubadas 

a 37 ºC durante 5 dias. O  crescimento das micobactérias foi determinado e a 

UFC por fígado foram calculadas após a correção com os fatores de diluição. A 

proteção foi determinada por comparação de UFCs dos grupos vacinados em 

relação ao grupo de controle positivo (apenas infectados com M.massiliense). 

Este experimento foi repetido três vezes de forma independente. 
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2.2.6 Obtenção de soro 

 

As mostras de sangue de todos os animais foram obtidas porpunção 

retro-orbital15 dias pós-desafio. As amostras foram incubadas durante 1 hora a 

37°C e centrifugadas a 3000 rpma 4ºC durante 10 minutos para retrairo coágulo e 

separar o soro. As amostras foram armazenadas a -20 º C até à sua utilização. 

 

2.2.7 Ensaio imunoenzimático (ELISA) 

 

Noventa e seis placas de poliestireno poços (Costar) foram utilizadas 

para este teste. A placa foi revestida com proteínas de M.massiliense(10 g/mL) 

em tampão de carbonato/bicarbonato 0,05 M (pH 9,6) e incubada a 4ºC durante 

16 horas. As placas foram subsequentemente lavadas com PBS e bloqueadas 

durante 2 horas a 37ºC com tampão carbonato /bicarbonato contendo 1% de 

gelatina. Subsequentemente, soros diluídos a 1/8 e 1/16 foram adicionados e as 

placas foram incubadas durante 2 horas a 37ºC. Anticorpos conjugados à 

biotinaanti-IgG1 e IgG2a (Pharmingen) foram adicionados às placas (diluição 

1:5000). As placas foram incubadas durante 1 hora a 37ºC. Solução de 

estreptavidina peroxidas e em PBS1% de gelatina diluídas a1:1000, foram 

adicionados e as placas foram incubadas durante 1 hora a 37ºC. O anticorpo 

ligado a enzima foi revelado utilizando o peróxido de hidrogénio e orto-

fenilenodiamina em tampão de citrato, pH 4,5, e a reação foi parada utilizando 

ácido sulfúrico 4N. As placas foram lavadas 6 vezes entre cada passo com PBS 

Tween 20,0,05%. A absorvância foi lida a 492nM em leitor de ELISA (Multiskan 

ThermoLabsystem). 

 

2.3  Análise estatística 

 

Os resultados foram tabulados em Excel (version 2007) and Prism 4 

software (Graphpad Software 4.0). Para verificar a diferença entre os grupos 



30 

 

 

foram usados o testenão-paramétrico (Mann Whitney U) seguido de t de Student. 

As diferenças foram consideradas significantes quando p <0.05.  

Este trabalho foi aprovado pelo comitê de ética em pesquisa da 

Universidade Federal de Goiás, protocolo número: 001/07. 

 

2.4 Resultados e Discussão 

 

Os camundongos foram imunizados comas vacinas homeopáticas 

(VHB) e desafiados com M.massiliense, como mostrado na Figura 1. Apenas as 

diluições ímpares entre 1cH e 30cH foram utilizadas. Quando VHB foi utilizada em 

diferentes diluições(1cH para30cH), houve variação nas UFCs obtidas. Em 

algumas diluições houve reducão das bactérias do desafio e outras não. Este 

comportamento pode ser descrito graficamente por uma curva senóide 

semelhante a uma onda. Estes resultados sugerem uma quebra no paradigma 

conhecido para a alopatia, porque a proteção não diminue de forma linear com 

diluições progressivas. 

Alguns estudos utilizando homeopatia também observaram efeito não 

linear entre diluições tanto quando a homeopatia foi utilizada para vegetais, 

quanto para o controle de parasitos (BONATO & PERES, 2007; GONÇALVES, 

2010). 

As diluições cujos resultados de proteção (UFC) foram mais 

homogênios foram utilizadas a seguir para avaliar a ativação de resposta imune 

específica e proteção. Novamente, como mostrado no primeiro experimento 

(Figura 1), a VHB 19cH proporcionou melhor proteção em comparação com 11cH 

(Figura 2). A VHB 19cH reduziu significamente (~50% de redução), a contagem 

de bactérias recuperadas de fígados de animais infectados, quando comparada 

com animais não vacinados, e apenas infectados com M.massiliense. 

Para confirmar se a vacina homeopática seria capaz de induzir 

resposta imune protetora ao M. massiliense, novas imunizações foram realizadas 

com as VBH 11c e 19c. Após as imunizações, camundongos foram desafiados 

com M. massiliense (1x107 UFC). A imunização com a VBH 11c (48x103± 

60,63x103) favoreceu o crescimento de M. massiliense no fígado quando 

comparados com o grupo infecção (controle positivo: 43,16 ± 15,15x103) e ao 
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grupo que recebeu a VBH 19c (20,33x103 ± 14,43x103). Esses resultados estão 

detalhados na Figura 2. 

 

O modelo experimental utilizado para testar VBH neste estudo utilizou 

a M. massiliense, porque poderia ser manipulada com menor risco de 

contaminação.  

Estes resultados são promissores e podem oferecer motivos para 

estudos em seres humanos, tais como no estudos pracitados em cuba no qual 

uma vacina bioterapêutico foi usada para controlar os surtos de leptospirose e 

proteger uma população de 2,3 milhões de pessoas. ( BRACHO,2010). 

A avaliação de diversos métodos e escala de dinamização utilizada na 

produção dos medicamentos homeopáticos mostraram que esses métodos não 

estiveram abandonados ao longo dos últimos 200 anos. É possível concluir que, 

de alguma maneira, todos os métodos são passíveis de apresentar resultados 

clínicos. O processo de diluição e agitação simples não aumenta a ação de uma 

substância, por outro lado, a dinamização ocorre quando estas duas operações 

acontecem de maneira simultânea. Quando uma substancia é diluída, considera-

se que ela vai “perder sua ação”, ou que vá “perder sua força”. Se agitar qualquer 

substancia 100 vezes e diluir a 1%, segundo os princípios homeopáticos essa 

solução ficara “mais forte” do que a solução anterior (CÉSAR, 2003). 

Quando foi utilizada a VBH de M. massiliense em diferentes diluições 

(1cH até 30cH) e, após quinze dias do desafio as bactérias no fígado foram 

enumeradas, diferentes unidades formadoras de colônias (UFC) foram 

encontradas para cada uma das vacinações, independente da potência de 

diluição. Portanto, o comportamento desencadeado pelas VBH foi diferente, de 

forma que algumas diluições protegeram os camundongos enquanto outras não. 

Esse comportamento pode ser graficamente descrito como uma senóide, 

lembrando uma onda, ora as diluições protegem os camundongos desafiados, ora 

não protegem, podendo até mesmo provocar um aumento da quantidade de 

bactérias recuperadas do fígado, além do inoculado (107 UFC) em algumas 

diluições. 

 A partir desse resultado decidiu-se avaliar se essas vacinas eram 

capazes de induzir resposta imune humoral específica. A presença de anticorpos 
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séricos da classe IgG1 e IgG2a específicos para M. massiliense foram avaliados 

em ensaio de ELISA. Na Figura 3A, observou-se que a infecção com M. 

massiliense foi capaz de induzir a produção de níveis menores de anticorpos da 

classe IgG1 específicos, enquanto os da classe IgG2a foram superiores. As 

vacinas bioterápicas, no entanto, não induziram a produção de anticorpos 

específicos da classe IgG1, quando comparados à infecção sozinha (Figura 3A). 

A vacina bioterápica na diluição de 19c, que induziu proteção ao se 

desafiar os camundongos com M. massiliense, induziu a produção de níveis 

maiores de anticorpos da classe IgG2a específicos (0,18±0,07) que a infecção 

sozinha (0,19± 0,02) (Figura 3B). 

A indução de imunoglobulinas específicas da classe IgG2a favorecem 

a indução da produção de IFN-γ, citocina sabidamente protetora nas infecções 

micobacterianas(SILVA, 2009). 

A possível presença desta citocina IFN-γ, que é responsável pela 

ativação de macrófagos e consequentemente da morte da micobactérias in vivo, 

favorece a pesquisas futuras utilizando vacina bioterápica de micobatérias 

ambientais para a prevenção de infecção por micobactérias patogênicas. 

 

2.5 Conclusões 

 

A vacina de bioterápico homeopática contendo Mycobacterium 

massiliense após as imunizações intradérmicas foi capaz de reduzir a quantidade 

de bactérias recuperadas do fígado de camundongos isogênicos desafiados bem 

como induzir a produção de imunoglobulinas especificas da classe IgG2a. 

 

 

Fonte de Financiamento 

O estudo foi financiado pala Coordenação de Aperfeiçoamento de 
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Legendas das figuras: 
Figura 1. Unidades formadoras de colônia obtidas após o desafio dos 
camundongos BALB/c com M. massiliense. Animais foram vacinados com ultra 
diluições impares de vacina contendo M. massiliense e depois foram desafiados 
com M. massiliense (107 UFC/ por animal). Os resultados representam a média 
das UFCs hepáticas.  

 

Figura 2. Avaliação da capacidade protetora das vacinas VBH 11cH e VBH 
19cH.Animais foram vacinados com ultra diliuições de vacina contendo M. 
massiliense e depois foram desafiados com107 UFC de M. massiliense. Os 
resultados representam a média e o desvio padrão das UFCs hepáticas. 

 

Figura 3. Níveis de anticorpos específicos para M. massiliense da classe 
IgG1 (A) e IgG2a (B) nos camundongos BALB/c vacinados e desafiados com 
M. massiliense (107 UFC). ELISA indireto para dosagem de imuneglobulinas 
IgG1 e IgG2a especificas para M. massiliense. Os resultados representam a 
média e o desvio padrão das densidades óticas obtidas a 492nm.* p<0.05. 

 

 

 

Figura 1. 
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Figura 2. 

 

 

Figura 3. 
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CAPÍTULO 3. Imuno genicidade de uma vacina composta por 

Mycobacterium smegmatis recombinante expressando a proteína de fusão 

CMX em bovinos do estado de Goiás, Brasil 

 
Silva D.A.2; Cavalcanti M.A.R.2; Muniz F.O.3; Trentini M.M.3; Junqueira-Kipnis A.P. 

3; Kipnis A.3 
 

ABSTRACT.- Silva D.A.; Cavalcanti, M.A.R.; Trentini M.M; M.A.R.; Trentini M.M.; 
Muniz F.O.; Junqueira-Kipnis A.P.; Kipnis A. [Immunogenicity of 
Mycobacterium smegmatis recombinant vaccine expressing a fusion protein 
in cattle from Goiás State, Brazil.] Imunogenicidade de uma vacina composta 
por Mycobacterium smegmatis recombinante expressando a proteína de fusão 
CMX em bovinos do Estado de Goiás, Brasil. Pesquisa Veterinária Brasileira 00 
(0): 00-00. Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública, Universidade Federal 
de Goiás, Goiânia, Goiás (74605-050), Brasil, Brazil. E-mail: 
andre.kipnis@gmail.com 
 This study aimed to evaluate the immunogenicity of a recombinant 
Mycobacterium smegmatis expressing the CMX fusion protein, composed of 
immunodominant epitopes Ag85C, HspX and MPT51 of Mycobacterium 
tuberculosis, which are important mycobacteria virulence factors. A group of 
Nelore heifers, with age between 10 to 12 months, TST negative were immunized 
with four doses of a recombinant vaccine mc2- CMX (M. smegmatis- Ag85C- 
MPT51- HspX) during a period of one year. Before each immunization, blood was 
collected to obtain serum for antibodies analysis. Serological analysis 
demonstrated that mc2- CMX was able to induce a humoral response with 
increased levels of specific IgG antibodies against CMX. However, there was no 
significant increase in specific CD4+ and CD8+ IFN-γ positive T cells. Despite 
lymphadenomegaly observed in cervical and pre-scapular lymph nodes adjacent 
to the site of vaccination, the histopathological analysis demonstrated follicular 
hyperplasia without inflammatory infiltrate or granuloma. Animals remained 
negative in tuberculin test in the end of the experiments, showing no cross- 
reactivity with the recombinant vaccine and tuberculin protein. The results of this 
study suggest that mc2- CMX presents a potential to induce immune response in 
cattle. 
 
INDEX TERMS: zoonosis, public health, Mycobacterium bovis, environmental 
mycobacteria, immunologic response 
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RESUMO 
 

O objetivo deste estudo foi avaliar em um grupo de bovinos cujos testes de 
tuberculinização intradermica simples foi negativo a imunogenicidade de uma 
vacina contendo Mycobacterium smegmatis recombinante expressando a proteína 
de fusão CMX, composta pelos epítopos proteicos imunodominantes Ag85C, 
MPT51 e HspX do Mycobacterium tuberculosis, que são importantes fatores de 
virulência da bactéria. Um grupo de novilhas da raça Nelore, com idade entre 10 a 
12 meses, negativas para tuberculose recebeu quatro imunizações com a vacina 
recombinante mc2-CMX (M. smegmatis– Ag85C- MPT51- HspX) durante um 
período de um ano. Animais controles receberam M. smegmatis como vacina. 
Antes de cada imunização foi coletado sangue dos animais para obtenção do soro 
e realização de ensaio imunoenzimático (ELISA). A vacinação utilizando mc2-CMX 
induziu aumento dos níveis de anticorpos IgG específicos anti CMX. Contudo, 
essa vacina não gerou populações celulares de linfócitos TCD4+ e TCD8+ 
produtores de IFN-γ específicos para CMX. Apesar da linfoadenomegalia 
observada nos linfonodos cervicais e pré-escapulares adjacentes ao local da 
vacinação, nas análises histopatológicas constatou-se hiperplasia folicular sem 
infiltrado inflamatório ou formação de granuloma. As bezerras mantiveram-se 
negativas no teste de tuberculinização durante todo o experimento, mostrando 
que não houve reação cruzada na resposta a vacina recombinante com a 
tuberculina. Os resultados deste estudo sugerem que a vacina mc2-CMX 
apresenta um potencial em induzir resposta imunológica em bovinos. 
 
TERMOS DE INDEXAÇÃO: zoonose, saúde pública, Mycobacterium bovis, 
micobactéria ambiental, resposta imunológica. 
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3.1 Introdução 

 
A Tuberculose (TB) é uma doença infecciosa de grande impacto na saúde 

pública mundial, pois todos os anos surgem novos casos e milhões de pessoas 

morrem devido à infecção. Segundo dados da Organização Mundial da Saúde 

(OMS) estima-se que um terço da população mundial esteja infectada com o 

bacilo causador da doença, Mycobacterium tuberculosis (Mtb) (WHO 2009). 

Outra micobactéria de importância não só na saúde humana, mas também 

na saúde animal é o Mycobacterium bovis, um membro do complexo M. 

tuberculosis causador de uma zoonose, a tuberculose bovina (TBb). O M. bovis 

infecta uma gama de hospedeiros comparado a outras micobactérias que 

compõem o complexo M. tuberculosis (Waters et al. 2012). Este agente infecta os 

seres humanos por meio da ingestão de leite não pasteurizado ou derivados 

contaminados com a bactéria, e pelo contato com bovinos infectados. A TBb 

prejudica o desenvolvimento da bovinocultura, tanto nos ramos de laticínios como 

de produtos cárneos, interferindo diretamente no comércio internacional dessas 

mercadorias. Além disso, custos com testes diagnósticos e descarte de animais 

positivos, já que não existe tratamento para os mesmos, perda de acordos 

comerciais, restrição no trânsito de animais e a manutenção de programas de 

controle e erradicação da doença, geram perdas econômicas significativas para a 

pecuária mundial (Rizzi et al. 2012, Waters et al. 2012). 

Para combater a enfermidade muitos obstáculos precisam ser enfrentados 

haja vista que a única vacina utilizada atualmente, a BCG (bacilo de Calmette-

Guérin, uma cepa de Mycobaterium bovis atenuada), não apresenta um grau de 

proteção satisfatório em todas as fases da vida humana, tendo restrições ao seu 

uso em regiões com alta prevalência da doença (Black et al. 2002, Brandt et al. 

2002, Andersen et al. 2005). Além disso, a BCG confere uma proteção variável 

em bovinos, onde sua eficácia depende da idade do animal, dose e cepa utilizada 

na vacina, esquema vacinal e via de inoculação (Buddle et al. 2003, Wedlock et 

al. 2007, Buddle et al. 2008, Ameni et al. 2010, Lopez- Valencia et al. 2010). 

Apesar de estudos prévios com bovinos vacinados com a BCG terem 

demonstrado uma diminuição da severidade da doença, a vacina não foi capaz de 

induzir uma proteção completa após desafio experimental com uma cepa virulenta 
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de M. bovis (Lopez-Valencia et al. 2010, Buddle et al. 2011, Hope et al. 2011). 

Uma das hipóteses que explica a baixa eficácia da BCG é a interferência de 

micobactérias ambientais (Brandt et al. 2002, Buddle et al. 2002, De Lisle et al. 

2005). Essa teoria é fundamentada no fato de a vacinação com a BCG ser menos 

eficaz em regiões onde existe uma exposição prevalente a micobactérias do 

ambiente (Fine 1989). Além disso, outro problema do uso da BCG como vacina 

para bovinos é a interferência no teste da tuberculina, pois a maioria dos 

antígenos presentes no PPD (derivado proteico purificado de M. bovis), também 

está no BCG M. bovis (Vordermeier et al. 2011). 

Até o momento não foi desenvolvida uma vacina capaz de proteger os 

bovinos contra a infecção pelo M. bovis, sendo preconizado o abate dos animais 

positivos no teste da tuberculina. No entanto, muitos estudos utilizando este 

modelo animal são realizados paralelamente aos estudos em camundongos e 

humanos. Ainda assim, os avanços alcançados pelas pesquisas para tuberculose 

humana são superiores aos da tuberculose bovina e, devido a essa desigualdade, 

a evolução no desenvolvimento de vacinas contra o M. tuberculosis ultrapassa a 

de M. bovis. Embora os testes em bovinos possam ser benéficos para o controle 

da doença em animais e humanos, a escassez de financiamento, pesquisas e o 

custo das instalações limitam o potencial uso deste modelo nos estudos da TBb. 

As análises em bovinos podem fornecer uma garantia adicional na segurança e 

eficácia das vacinas, por ser um sistema análogo de hospedeiro natural e 

patógeno diferente do modelo de descoberta de vacinas para TB humana (Waters 

et al. 2012). 

Desta maneira, fica clara a necessidade do desenvolvimento de novas 

vacinas contra a tuberculose com eficácia comprovada em diferentes espécies, 

populações e regiões do mundo, visto que se trata de uma zoonose e um grave 

problema mundial de saúde pública. 

O Mycobacterium smegmatis é um membro não patogênico da família das 

micobactérias, que apresenta crescimento rápido e possui uma excelente 

capacidade de transformação com diversos genes in vitro (Gicquel 1994). Devido 

a essas peculiaridades, muitos estudos são desenvolvidos utilizando o M. 

smegmatis como vetor para vacinas contra a tuberculose (Zhang et al. 2010, 

Sweeney et al. 2011). 
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Neste estudo foi avaliada a imunogenicidade de uma vacina M. smegmatis 

recombinante expressando a proteína de fusão Ag85C-MPT51-HspX (CMX) em 

um grupo de bovinos PPD negativos. A CMX é composta por epítopos proteicos 

imunodominantes do M. tuberculosis que se constituem em importantes fatores de 

virulência da bactéria (Almeida et al. 2008, Silva et al. 2009, Spratt et al. 2010, 

Backus et al. 2011, Silva et al. 2011). A imunogenicidade e antigenicidade desta 

proteína recombinante já foram comprovadas em modelo murino e em humanos 

com tuberculose ativa (Sousa et al. 2012). 

 

3.2 Materiais e métodos 

 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética da Universidade Federal de Goiás, 

protocolo 020/2008. 

 

3.2.1 Obtenção do Mycobacterium smegmatis recombinante 

 

A bactéria M. smegmatis mc2 155 (gentilmente cedida pela Dr. Luciana 

Leite do Instituto Butantan) foi cultivada em meio middlebrook 7H9 broth 

(Himedia) com 0,05% de Tween 80 a 37°C por três dias. Após esse período foi 

centrifugada e lavada com igual volume de solução gelada de glicerol 10%. Em 

seguida, as células eletrocompetentes foram ressuspendidas em 3 mL de glicerol 

10% gelado e aliquotadas em criotubos contendo 100µL de bactéria, os quais 

foram congelados a -80°C. 

O plasmídeo recombinante contendo a proteína de fusão CMX (Ag85C, 

MPT-51 e Hsp-X) produzido pelo nosso grupo de pesquisa (pLA71/ CMX) e o 

plasmídeo vazio (pLA71, gentilmente cedido pela Dr Brigitte Gicquel, Instituto 

Pasteur, França), foram inseridos no M. smegmatis mc2 155 (mc2- CMX e mc2-

pLA71, respectivamente) por eletroporação usando o eletroporador de pulsação 

(Bio-rad) a 4°C. Condições padrão de pulsação 2,5Kv, 25µF e 1000Ω foram 

aplicadas numa cuveta de 2mm (Bio-Rad). Os transformantes foram selecionados 

em meio 7H11 com canamicina (20 µg/mL). Posteriormente, os clones 

recombinantes crescidos na placa foram repicados em meio middlebrook 7H9 

broth (Himedia) com 0,05% de Tween 80 e canamicina (20 µg/mL) e cultivados 
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por três dias sob agitação a 37°C. Após esse período foram lavados e estocados 

a -80°C. A determinação da concentração das vacinas foi realizada por meio da 

contagem de unidades formadoras de colônias (CFU) em meio 7H11 contendo 

canamicina. Posteriormente uma alíquota congelada foi selecionada 

aleatoriamente para confirmar a expressão da CMX no recombinante por meio de 

um western blotting utilizando anticorpos policlonais específicos para a proteína 

de fusão. 

 

3.2.2 Animais e delineamento experimental 

 

Trinta bezerras da raça Nelore com idade entre 10 a 12 meses, com teste 

de tuberculinização negativo, oriundas do Instituto Federal Goiano–Campus 

Urutaí, foram dividida em três grupos aleatoriamente. O grupo 1, mc2-CMX, 

recebeu 1,0mL (1x107CFU/mL) de vacina (M. smegmatis mc2- pLA71/ CMX); o 

grupo 2, mc2, recebeu 1,0mL (1x107CFU/mL) de vacina com o plasmídeo vazio 

(M. smegmatis mc2- pLA71); o grupo 3, PBS, recebeu 1,0mL de PBS. As 

imunizações foram realizadas por via subcutânea e cada grupo recebeu as três 

primeiras doses de seu respectivo inóculo em intervalos de 21 dias. 

As coletas de sangue seguiram a seguinte ordem: a primeira (nível basal- 

tempo zero) foi realizada antes do início das imunizações, no mesmo dia da 

primeira imunização. As duas coletas seguintes se nos deram mesmos dias das 

respectivas imunizações (segunda e terceira). A quarta coleta ocorreu 30 dias 

após a terceira imunização. A quinta coleta foi realizada 200 dias após a terceira 

imunização, quando os animais foram revacinados. A sexta coleta foi feita 15 dias 

após a revacinação, totalizando quatro imunizações e seis coletas em todo o 

experimento. 

Para o ensaio imunoenzimático o sangue foi coletado em tubos a vácuo 

sem anticoagulante, pela punção da artéria/ veia caudal após contenção dos 

animais em estação, utilizando bretes hidráulicos. A obtenção do soro para o 

ELISA ocorreu a partir da centrifugação do sangue a 3000 rpm por 10 minutos a 

4°C, sendo armazenado posteriormente em freezer a -20°C. 

Para o ensaio de citometria, o sangue foi coletado em tubos a vácuo com 

anticoagulante (heparina sódica), centrifugado a 3000 rpm durante 15 minutos a 
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4°C para obtenção de células mononucleares do sangue periférico (PBMC). O 

anel leucocitário foi coletado e lavado com solução salina 0,09%. Assim, o PBMC 

foi tratado com solução de lise de hemácias (0,15M NH4Cl, 10mM,KHCO3), lavado 

e ressuspendido em meio RPMI 1640 (GIBCOTM) complementado com 0,15% de 

bicarbonato de sódio, 10% de soro bovino fetal, 1% de L-glutamina (SIGMA®), 1% 

de penicilina-estreptomicina (SIGMA®), 1% de piruvato de sódio (SIGMA®), 1% de 

aminoácidos não essenciais (SIGMA®). Em seguida, as células foram contadas 

em Câmara de Neubauer. 

 

3.2.3 Ensaio imunoenzimático (ELISA) 

 

As placas de poliestireno de 96 poços (Santa Cruz) foram adsorvidas com 

o sedimento do lisado da vacina mc2- CMX (10 μg/mL) diluído em tampão 

carbonato-bicarbonato 0,015 M, pH 9,8. Depois de incubadas por 18 horas em 

temperatura de 4°C a 8°C, as placas foram bloqueadas utilizando-se o tampão 

carbonato-bicarbonato e gelatina 1% por duas horas a 37°C. O soro foi diluído 

(1/320) em tampão PBS gelatina 0,1% e incubados por duas horas a 37°C. Após 

a incubação as placas foram lavadas seis vezes com PBS Tween 20 a 0,05%. 

Posteriormente foram acrescentados 50 μL de conjugado anti-IgG bovina 

(Jackson Immuno Research Laboratories, INC) na concentração de 1/10.000, 

diluído em PBS gelatina 0,1%. Em seguida, as placas foram incubadas por uma 

hora a 37°C. Terminada a incubação, foram realizadas as mesmas lavagens das 

placas, seguidas da adição de citrato- fosfato pH 5.0, contendo 5 mg de OPD 

(Merck) e 20 μL de H2O2 a 30 V para cada 5 mL de tampão. Seguiu-se uma 

incubação de 15 minutos em temperatura ambiente no escuro. Após este período, 

foi adicionada a solução de parada, composta por H2SO4 2N. A leitura das 

amostras foi feita em leitora de ELISA (Multiskan Plus) a 492nm. 

 

3.2.4 Citometria de Fluxo 

 

106 células foram estimuladas com CMX (10 μg/mL) ou com 

fitohemaglutinina (PHA- 1 μg/mL) por seis horas a 37°C e 5% de CO2. Depois 
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deste período, as células foram incubadas com monensina (Bioscience) por 4 

horas a 37°C e 5% de CO2. A marcação das células foi realizada com anticorpos 

conjugados a fluorocromos anti moléculas membranares ou intracelulares: PE-

CD8; PercP-IFN-γ; APC-CD4, por 30 minutos, lavadas com PBS contendo 0,1% 

de azida sódica, fixadas e permeabilizadas com PERM FIX/ PERM WASH (BD 

PharMingen). A seleção de células para análise foi baseada nas características 

de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) dos linfócitos. Todas as análises foram 

realizadas com aquisição de 50.000 eventos no Citômetro BD Biosciences 

FACSCanto II e os dados foram analisados no software BD FACSDiva. 

 

3.2.5 Justificativa 

 

 

Para realização da análise histopatológica, 90 dias após a última 

vacinação, realizou-se a biópsia dos linfonodos cervicais e pré- escapulares 

adjacentes ao local de aplicação da vacina. As amostras foram seccionadas e 

transferidas para tubos contendo formalina tamponada. Após a fixação com 

formol, as amostras foram submetidas ao processamento de rotina e coradas 

pelas técnicas de hematoxilina e eosina (HE) (Fischer et al. 2008) e de Fite-

Faraco (Reyes Perez 1963). 

 

3.2.6 Teste de tuberculinização intradérmica simples 

 

Todos os animais foram submetidos ao teste de tuberculina antes do início 

dos experimentos e ao final das imunizações. O teste foi realizado por meio da 

injeção intradérmica de 0,1mg de PPD bovino (derivado proteico purificado de M. 

bovis) na região cervical média dos animais e a subsequente análise da reação 

de hipersensibilidade tardia foi feita 72 horas depois da inoculação (Anon, 2004).  

 

3.2.7 Análise estatística 
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Os resultados foram tabulados utilizando-se os programas Excel (versão 

2007) e Prisma 4 (GraphPad Software 4.0). As diferenças entre os grupos foram 

analisadas pelo teste ANOVA. Para comparação entre os grupos foram utilizados 

múltiplos testes: teste não- paramétrico Kruskal-wallis seguido de análise de 

Dunn’s. Resultados onde o valor de p foi menor que 5% foram considerados 

significativos. 

 

3.3 Resultados 

 

3.3.1 Indução de anticorpos específicos contra a vacina após imunização 

com mc2 - CMX 

 

Para avaliar se a mc2- CMX foi capaz de induzir uma resposta imune 

humoral em bovinos, um ensaio imunoenzimático foi realizado para detectar a 

presença de anticorpos específicos contra a vacina. Analisando a produção dos 

anticorpos ao longo das imunizações nos soros das coletas 1 (tempo zero), 2 (30 

dias), 3 (60 dias) e 4 (90 dias), verificou-se um aumento progressivo dos níveis de 

IgG nos animais imunizados com a mc2-CMX em comparação com os bovinos 

que receberam apenas PBS ou mc2, os quais não apresentaram alteração 

significativa nos níveis séricos de IgG. 

Indução de células TCD4+ e TCD8+ produtoras de IFN-γ em resposta a mc2- CMX 

Para analisar a capacidade da vacina mc2- CMX em induzir uma resposta 

imune celular, foram quantificadas as populações de células TCD4+ e TCD8+ 

produtoras de IFN- γ do sangue periférico dos animais imunizados. Foi realizado 

um reforço nos animais com a vacina mc2- CMX 200 dias após a última 

imunização, com posterior coleta de sangue total para realização do ensaio de 

citometria de fluxo. O PBMC foi estimulado com a CMX para caracterização das 

células TCD4+ e TCD8+ produtoras de IFN- γ, onde não foi observada proliferação 

significativa de células TCD4+ (Fig. 2) e TCD8+ (dados não mostrados). 

 

3.3.2 Resposta inflamatória nos linfonodos cervicais e pré-escapulares 
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Após a segunda imunização, os bovinos vacinados com a mc2- CMX 

apresentaram acentuada linfoadenomegalia dos linfonodos cervicais e pré- 

escapulares. 90 dias após a última imunização foi então realizada a biópsia dos 

linfonodos e os mesmos apresentavam hiperplasia folicular, pouco edema sem a 

presença de células polimorfonucleares. Não houve infiltrado inflamatório ou 

formação de granuloma e nenhuma área de necrose foi encontrada nos cortes 

sequenciais dos linfonodos (Fig.3). 

 

3.3.3 Teste intradérmico simples (PPD) 

 

Antes do início do protocolo vacinal e ao final dos experimentos, os animais 

foram submetidos ao teste do PPD simples e mantiveram-se negativos. 

 

3.4 Discussão 

 

Neste estudo evidenciou-se a capacidade da vacina mc2- CMX em induzir 

anticorpos IgG específicos nos bovinos testados. Contudo, a vacina não foi capaz 

de estimular células TCD4+ e TCD8+ específicas, o que se refletiu na falta de 

resposta in vitro por estas células para a proteína de fusão CMX. Os linfonodos 

cervicais e pré-escapulares dos animais vacinados apresentaram hiperplasia 

folicular característica de proliferação celular. Os animais permaneceram 

negativos ao teste intradérmico simples ao final do experimento. 

Nos últimos anos, muitas pesquisas foram realizadas com o objetivo de 

aumentar a capacidade protetora da BCG, além da busca por novos antígenos 

imunogênicos do M. tuberculosis como de outras micobactérias atípicas, com 

vistas ao desenvolvimento de vacinas mais eficazes. 

Uma resposta vacinal efetiva contra a TB ou contra a TBb, deve ser capaz 

de eliminar a infecção e estabelecer uma proteção duradoura. Logo, para que 

uma vacina seja eficaz é imprescindível que ocorra indução de células efetoras e 

de memória além da produção de um nível significativo de anticorpos. Sabe-se 

que os anticorpos possuem um importante papel nas infecções por micobactérias, 

pois induzem a atividade microbicida dos macrófagos, atraem monócitos, 

neutrófilos e células NK para o sítio de infecção, além de ativarem células 
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dendríticas e macrófagos, promovendo o processamento e apresentação de 

antígenos por essas células (Schuurhuis et al. 2006, Geissmann et al. 2010, 

Kaufmann & Ottenhoff 2012). 

No presente estudo constatou-se um aumento progressivo nos níveis de 

anticorpos IgG específicos anti CMX em bovinos que foram imunizados com a 

vacina mc2- CMX (Fig. 1). Apesar de os animais terem respondido inicialmente a 

vacina composta apenas pelo M. smegmatis (mc2), a diferença nos níveis de 

anticorpos entre os bovinos vacinados com mc2-CMX ultrapassa aquela obtida 

pelos vacinados com mc2 após a segunda imunização (p<0,05). Estes resultados 

comprovam a imunogenicidade da proteína de fusão e, portanto, da vacina mc2-

CMX. Pesquisas anteriores demonstraram a capacidade de uma vacina M. 

smegmatis recombinante expressando uma proteína de fusão composta pelos 

antígenos ESAT- 6 e CFP- 10 de M. tuberculosis em produzir elevados títulos de 

anticorpos em camundongos (Zhang et al. 2010). Outro trabalho desenvolvido por 

Sweeney et al. (2011) constatou a capacidade de uma vacina M. smegmatis 

mutante, que apresentava o gene esx-3 do M.tuberculosis, em induzir resposta 

imune protetora em camundongos após desafio com Mtb. Dados que também 

corroboram com os resultados aqui expostos foram encontrados por Sousa et al. 

(2012) que, utilizando a CMX como vacina de subunidade proteica em 

camundongos, observaram um aumento na produção de IgG1 e IgG2a, além de 

elevados níveis de IgG e IgM específicos anti CMX nos soros de pessoas com 

tuberculose ativa. Estes achados embasam o uso do M. smegmatis como 

possível vetor para o desenvolvimento de vacinas recombinantes com capacidade 

de induzir imunidade protetora contra a tuberculose. Igualmente, a proteína de 

fusão CMX pode ser considerada como candidata na formulação de vacinas 

recombinantes ou de subunidade proteica, já que apresentou antigenicidade e 

imunogenicidade em diferentes modelos de estudo. 

Como na maioria das infecções causadas por patógenos intracelulares, 

sabe-se que a resposta imunológica mediada por células tem um papel 

fundamental na proteção contra a TB (Orme et al. 1992; Cooper 2009). Os 

linfócitos TCD4+ possuem um importante papel contra o Mycobacterium sp por 

produzirem IFN-γ e TNF, citocinas cruciais na resposta imune contra infecções 

micobacterianas (Ottenhoff et al. 2002). Além deste grupo celular, os linfócitos 
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TCD8+ também contribuem na proteção contra a TB (Ladel et al. 1995, Ottenhoff 

et al. 2008), pois utilizam diversos mecanismos de ataque às células infectadas, 

principalmente os fagócitos que são o alvo das micobactérias, além de 

reconhecerem outras populações celulares não fagocíticas, como as células 

epiteliais que também podem ser infectadas pelo agente (Hernandez-Pando et al. 

2000). Apesar da boa resposta humoral induzida pela mc2- CMX aqui evidenciada 

e pela CMX associada ao adjuvante CpG DNA (Sousa et al. 2012), a resposta 

celular específica promovida pela vacina neste estudo não foi suficiente, pois 

mesmo após a revacinação, não houve aumento das células TCD4+ (Fig. 2) e 

TCD8+ (dados não mostrados) produtoras de IFN- γ após estimulo com CMX.  

Explicações para falhas em vacinas contra a tuberculose humana e animal 

são encontradas na literatura. Algumas pesquisas afirmam que um contato prévio 

com micobactérias ambientais pode diminuir a resposta imune induzida por 

vacinas contra a TB. Estudo realizado por BLACK et al. (2002) analisando 

populações do Reino Unido e do Malawi, demonstrou que essa última teve níveis 

menores de IFN- γ após um ano da vacinação com a BCG, e atribuíram este fato 

a pré- exposição da mesma a micobactérias ambientais. Esta falha da vacinação 

com a BCG na população do Malawi é consistente com estudos em animais onde 

evidenciaram que um contato prévio com outras micobactérias pode bloquear a 

multiplicação do BCG, bem como a indução de proteção contra a tuberculose 

(Orme et al. 1986, Brandt et al. 2002, Buddle et al. 2002, De Lisle et al. 2004). 

Para comprovar o real potencial da vacina mc2- CMX em induzir resposta 

imunológica protetora em bovinos, maiores análises se fazem necessárias. É 

preciso avaliar o subconjunto de células T envolvidas na resposta a vacina e sua 

capacidade em gerar células de memória e outros mediadores inflamatórios, além 

de submeter os animais ao desafio experimental com M. bovis. 

O desenvolvimento de novas terapias contra doenças infecciosas que 

atingem a população humana é um constante desafio para a comunidade 

científica. Quando se trata da tuberculose, uma zoonose que além de gerar alta 

mortalidade em humanos causa prejuízos na economia mundial, esses desafios 

se tornam ainda maiores. Logo, é necessário que as pesquisas de 

desenvolvimento de novas vacinas contra a TB voltem seu foco para os estudos 

em campo com bovinos e não se limitem as análises em animais de laboratório 
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que, em sua maioria, não representam a infecção em humanos de maneira 

fidedigna 
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Legenda das Figuras 
 
 
Figura 1. Cinética dos níveis séricos de anticorpos anti- mc2- CMX em bovinos 

imunizados com mc2- CMX, mc2 e PBS. Os animais foram imunizados com 1x107 

CFU/mL das vacinas, por via subcutânea. Soros obtidos em diferentes tempos 

após a vacinação foram avaliados em ELISA. Os pontos demonstram a densidade 

óptica obtida para cada animal e a barra representa média e o desvio padrão 

obtido para cada grupo. (n=10). *Diferença estatística entre os grupos PBS e mc2- 

CMX (p<0.05).  

 

Figura 2. Indução de IFN-  por células TCD4+. Bovinos foram revacinados 200 

dias após a última imunização e os leucócitos sanguíneos foram estimulados in 

vitro com CMX. Foi analisada a porcentagem de células TCD4+IFN- + e não houve 

diferença significativa.  

 

Figura 3. Histopatológico do linfonodo pré- escapular de um bovino vacinado com 

a mc2- CMX. O linfonodo foi seccionado e corado com hematoxilina e eosina 

(H&E) (A) e com a coloração de Fite-faraco (B) 90 dias após a última imunização 

do animal. Fotografia representativa do linfonodo de um bovino visualizado em um 

aumento de 40X. 
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CAPÍTULO 04 – Considerações Finais 

 

Com esta tese buscou-se contemplar duas vertentes: a homeopatia e a 

alopatia; com a discussão de um modelo onde se utilizou as micobactérias M. 

massilienses e M. smegmatis em uma proposta para a construção de novas 

vacinas, contribuindo assim com a redução da incidência das doenças infecciosas 

e no combate as doenças emergentes, principalmente nos países mais pobres. 

Na primeira vertente, encontra-se o mecanismo de ação dos 

medicamentos homeopáticos que é um dos temas mais comentados entre os 

homeopatas de todos os tempos. Relatos de casos de médicos homeopatas 

usando esses medicamentos levou a cura de pacientes tanto em humanos como 

animais, como citado na literatura. 

Com a procura de uma resposta ao tratamento de vacas leiteiras que 

melhoram a contagem de células somáticas (CCS) após o uso de um produto 

homeopático comercial, iniciou-se a busca científica da resposta imunológica dos 

medicamentos homeopáticos, na medicina veterinária no Estado de Goiás. 

A terapêutica convencional para a mastite nos bovinos é a 

antibioticoterapia que provoca problemas de saúde publica pela presença de seus 

resíduos no leite. A crescente procura de produtos lácticos de alta qualidade, o 

qual se espera que os alimentos sejam produzidos com o mínimo possível de 

resíduos, provoca uma tendência progressiva de adaptação, por parte dos 

produtores e das indústrias leiteiras. Tornando-se necessário desenvolvimento de 

técnicas preventivas para o controle da mastite. Por isso a investigação da 

atuação dos medicamentos homeopáticos e o refinamento nas pesquisas e as 

metodologias de avaliações desses produtos torna-se necessário. 

Utilizando um dos princípios da homeopatia o "Princípio Similia”, 

também conhecido como o "princípio da similitude" ou também como o "Simile", o 

uso da micobactéria M. massilienses para o preparo de um nosódio para ser 

usado como vacina em camundongos Balb/c, onde foi utilizado em experimentos 

anteriores obtendo resposta imunológica.  Sendo assim poderia ser utilizado em 

ultra diluições seriado, neste experimento de 1cH até 30cH, onde na homeopatia 

tradicional utilizam-se comumente as diluições 6cH, 12cH e 30cH empiricamente, 

podendo essas diluições ser eficaz ou não. O propósito foi saber se essa 
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premissa era verdadeira, com resposta ao experimento notamos que não é bem 

assim, quando aplicamos um medicamento homeopático temos várias diluições 

que podem proteger os camundongos, quando outra não protege e outras que 

acabam prejudicando ainda mais, formando uma curva senóide.  

Quando outros camundongos foram desafiados, agora com diluições 

específicas, novamente foi confirmada a proteção e a não proteção e, teste de 

imunoenzimático (ELISA), mostrou que a produção IgG2a caracterizando 

resposta humoral. 

Com esses resultados, vislumbra-se a possibilidade de estudar vários 

medicamentos homeopáticos previamente escolhidos e investigar qual seria a 

melhor diluição para obter melhores resultados, definindo os tratamentos ou as 

prevenções mais confiáveis e mais científicas e menos empírica no contexto da 

homeopatia. Sendo este trabalho de grande relevância, sobretudo o qual pode 

indicar o medicamento similar a doença e também indicar a potência similar.   

Na segunda vertente temos as vacinas alopáticas onde nas últimas 

duas décadas o rápido progresso das pesquisas, em particular nas áreas da 

imunologia e da biologia molecular, lançou as bases de um desenvolvimento sem 

precedentes de novas vacinas e de novas estratégias de vacinação em todo 

mundo.  

O processo de erradicação da tuberculose bovina em vários países já é 

uma realidade com isso o governo implantou um programa Nacional de 

erradicação da brucelose e da tuberculose pensando que possa ocorra uma 

barreira aos produtos brasileiros em decorrência da presença dessas 

enfermidades em nosso rebanho. 

Portanto, a proposta de testar uma vacina contra tuberculose 

desenvolvida no laboratório de Imunopatologia das Doenças Infecciosas da UFG 

utilizando os epítopos imunodominantes, Ag85C, MPT51 e HspX de M. 

tuberculosis, em um plasmídeo (PLA71/Fusão) inserido na micro bactéria M. 

Smegmatis, em modelo animal representou uma grande oportunidade buscar 

solução para um  problema tão importante para a pecuária bovina brasileira.  

Analisando a cinética da resposta a vacina viva recombinante verificou-

se um aumento no nível de anticorpos da classe IgG específicos detectados no 

soro dos bovinos vacinados, o que sustenta a proposta de uma nova vacina. 
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Um grande avanço foi obtido ao constatar que os animais 

apresentaram teste de tuberculinização negativos após as imunizações, 

sugerindo que não ocorreu reação cruzada.  Apesar da ausência de estimulo da 

imunidade celular. 

Faz-se necessária a adoção de medidas que acelere novos estudos e 

teste novas vacinas na erradicação da tuberculose de forma a manter os 

importadores e abrir novos mercados consumidores. 

Mesmo que já existam recursos tecnológicos para promover o 

diagnóstico e o controle da tuberculose novas pesquisas devem ser conduzidas 

para eliminar o problema de saúde pública no Brasil, por meio do 

desenvolvimento de novas vacinas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


