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ESTRATEGIAS DE VACINAGAO CONTRA LEISHMANIOSE VISCERAL E CUTANEA:
LICOES DOS MODELOS EXPERIMENTAIS

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

Natélia M. Tavares, Diego M. Santos, Camila I. de Oliveira, Claudia |. Brodskyn
Centro de Pesquisa Gongalo Moniz / FIOCRUZ; Salvador, BA, Brasil

L eishmanioses sdo doencas transmitidas por vetores causadas pelo parasito intracelular Leishmania, responsavel
por significante morbidade e mortalidade no mundo, constituindo um importante problema de satide publica. Uma
vez que ndo ha método preventivo disponivel e que a terapia com drogas € toxica e ja apresenta resisténcia, o
desenvolvimento de uma vacina é cada vez maisimportante. O fato de que a recuperacdo de uma primeira infecgéo
confere protegédo contra uma re-infecgdo sugere que o controle das leishmanioses através da vacinagéo € possivel.
Além disso, muitas evidéncias a partir de estudos com modelos experimentais indicam que a protegdo pode ser
gerada pela imunizagdo com antigenos do parasito €/ou do vetor. Esta revisdo aborda as estratégias envolvidas no
desenvolvimento de vacinas contra a leishmaniose experimental visceral e a leishmaniose cuténea e os recentes
achados nesta area de pesquisa.

Palavras-chaves: Leishmania, vacina, leishmaniose, modelos experimentais.

Leishmaniasisare vector-bornediseases caused by theintracel lular protozoan parasite Leishmania, which causesignificant
morbidity and mortality worldwide and therefore constitute an important public health problem. Since no prevention
method is available, drug therapy is toxic and drug resistance is growing, vaccine developments against this important
pathogen is paramount. The fact that recovery from a primary infection confers protective immunity against re-infection
suggests that control of leishmaniasis by vaccination is possible. Also, extensive evidence from studies in experimental
modelsindicatesthat solid protection can be achieved by immunization with parasite and/or vector antigens. Thisreview
focuseson the strategies currently employed for the development of vaccines against visceral and cutaneous experimental

leishmaniasis and the recent findings obtained in experimental models of infection.
Key words: Leishmania, vaccine, leishmaniasis, experimental models.

Epidemiologiadasleishmanioses

As leishmanioses sdo um grupo de doengas infecto-
parasitarias, causadas por protozodrios do género Leishmania.
A doencaafetadois milhdes de pessoas em praticamentetodos
os continentes, com excegdo daOceania, e € endémicaem 88
paises dasAméricasdo Sul e Central, Africae Asia. Deacordo
com a Organizagdo Mundial de Saide (OMS),
aproximadamente 350 milhdes de pessoas em todo o planeta
vivem sob risco de infecgdo, 12 milhGes de pessoas estéo
infectadas e, acadaano 1,5 a2 milhBes de novos casos surgem,
causando 57 mil mortes anualmente®™®. A infecgdo por
Leishmania causa diferentes manifestagdes clinicas que estéo
relacionadas ao desenvolvimento de resposta imune do
hospedeiro e com a espécie da Leishmania®?.

No Brasil, aL eishmaniose Visceral Americana (LVA) era
consideradaumaendemiafocal erural até a décadade 80 do
século XX. No entanto, ocorreu uma expansao para regioes
peri-urbanas, periferias de alguns centros urbanos e epidemias
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urbanas foram observadas em vérias cidades nos Ul timos anos.
A LVA ocorre com maior incidéncia na regido Nordeste,
somando 92% dos casos, 66% destes na Bahia, Maranh&o,
Cearae Piaui. De modo similar, houve expansdo geograficada
L eishmaniose Tegumentar Americana(LTA) ap6s 1985, com
aumento no coeficiente de deteccdo de 10,45/100.000
habitantes para 18,63/1000.000 habitantes, e, atualmente, ha
rel atos dadoencaem todas asregides do pais. Com umamédia
anual de 28.568 casos, aregido Norte apresentou as maiores
incidénciasentre 1985 e2005. Em 2001, por exemplo, aincidéncia
foi de 93,84 casos por 100.000 habitantes?s 17,

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

M odelosexperimentaisem leishmaniosevisceral (LV)
Camundongos e hamsters tém sido amplamente
empregados como model 0s experimentais para o estudo da
LV. Diferenteslinhagens de camundongos séo geneticamente
susceptiveis ou resistentes ainfecgdo por diferentes espécies
de Leishmania®. Entretanto, mesmo aqueles susceptiveis
s80 capazes de controlar a infec¢do por L. donovani ou L.
chagasi®. Dessaforma, model os murinos ndo séo osideais
para se avaliar a infecgdo visceral, caracterizada por sua
progressao e disseminacdo, comumente vistas em humanos.
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Um dos modelos mais apropriados para o estudo da LV
progressiva é o hamster, no qual ainfeccéo por L. donovani
causa hepatoesplenomegalia, hipoalbuminemia e
pancitopenia®. Estas caracteristicas mimetizam de modo
muito proximo ainfecgdo grave observadaem humanos. Uma
vez que ndo ha rota intravenosa para infectar hamsters, por
contado reduzido tamanho dacauda, ainoculag&o do parasito
€ comumente feita por viaintracardiaca, que é tecnicamente
dificil e pregjudicia ao animal, além da necessidade de alto
in6ecul0® 499 Além disso, estaviadeinfecgdo ndo mimetiza
a transmiss&o natural dos parasitos pela picada do vetor na
pele do hospedeiro vertebrado. O primeiro relato dainfeccdo
por via intradérmica em hamsters demonstrou os aspectos
histol6gicos iniciais daleishmaniose visceral causada por L.
donovani®®®, Em seguida, outros grupos reproduziram este
modelo com resultados positivos® %5 57,

Os cédes também sdo bons modelos para estudar as
leishmanioses. Esta espécie € alvo para o controle desta
zoonose em areas endémicas e apresenta similaridade de
sintomas com os humanos®?. | nfecgdes experimentaisem caes
tém sido relatadas desde o século 20, quando o papel de
reservatério destes animais foi confirmado® %9, Por fim,
model os de primatas ndo-humanos auxiliam nacompreensdo
dos mais diversos aspectos sobre interacdes entre parasito e
hospedeiro devido a sua relagéo filogenética muito proxima
aos humanos. Os primeiros esforgos para estabelecer a
leishmaniose visceral em macacos demonstraram que 0s
macacos-coruja (Aotus trivirgatus) e os macacos-esquilo
(Saimiri sciureus) desenvolviam uma infecgéo fatal, mas
curta® 29, Espécies de macacos do Velho Mundo
desenvolveram infeccdes baixas ou inconsistentesV,
Tentativas de estabel ecer aleishmaniose visceral em Presbytis
entellus mostraram que esta espécie € altamente susceptivel,
produzindo infec¢do aguda fatal consistente e progressiva.
Estes animais apresentaram os fatores clinico e
imunopatol ogicos observados no calazar humano!™ 4. O
langur indiano (Trachypithecus geei) também tem sido
utilizado em avaliacGes pré-clinicas de drogas anti-
Leishmania®* e vacinas ¢ 99,

Vacinasparaleishmaniosevisceral
Vacinasde primeirageracéo

Muitas estratégias de vacinagdo que utilizam parasitas
vivos, atenuados ou antigenos definidos tém sido
empregadas contra a leishmaniose cutanea®”. A
“leishmanizacdo” é descritacomo aestratégiadeimunizacao
mais bem sucedida em humanos e desenvolve imunidade
duradouraap6sinfeccdo induzida com parasitas vidveis ndo-
atenuados'®® %, Uma vez que vacinas com parasitos vivos
mimetizam o curso natural dainfeccéo einduzem imunidade
aposacura, suautilizagéo € promissora, porém nao segura. O
caréter protetor da vacinagdo de roedores com Leishmania
viva de espécies ndo—patogénicas, como L. tarentolae, jafoi
demonstrado. A imunizag&o Unica de camundongos BALB/c
com L. tarentolae induz imunidade protetora contra um

desafio com L. donovani infectiva®®. No entanto, por questdes
de seguranga, isso foi restringido, umavez que ndo é possivel
utilizar estetipo deabordagem profilética. Em contrapartida, a
possibilidade de vacinagdo com parasitos vivos atenuados
tem sido de grandeinteresse porque, além demimetizar o curso
da infecgdo, grande quantidade de antigeno é depositada,
assegurando a indugdo de uma resposta imune protetora®,
Uma das primeiras abordagens utilizando este método
demonstrou que parasitas irradiados geraram imunidade
protetora em camundongos contra a infec¢éo fatal por L.
tropica™. Parasitos modificados em genes essenciais que
interferem na sobrevivéncia destes em células hospedeiras
foram testados como potenciaisvacinas. L. infantumdeficiente
para a proteina codificada pelo gene SIR2 (LiSIR2*")
apresentam reducdo na proliferacéo e infeccdo in vitro ein
vivo®. Este gene estd envolvido com a desacetilagdo das
histonas, levando acondensagéo da cromatinae silenciamento
da transcricdo génica®?, progressao do ciclo celular,
estabilidade cromossomica® e reparo do DNA®), Estes
mutantes foram, entdo, avaliados em sua capacidade de
promover protecdo frente a um desafio com L. infantum(®?,
Foi demonstrado que parasitas LiSIR2+/- s8o capazes de
invadir 6rgaos viscerais, mas nao persistem e que avacinagdo
com esta cepa atenuada protege contra uma cepa virulenta.
Estaproteco correl aciona-se com 0 aumento narazéo | FN-y/
IL-10, com resposta celular e humoral especifica anti-
Leishmania®". A geracéo de espécies de Leishmania
mutantes para genes alvos essencials para seu crescimento,
como os transportadores da Pterina (BT1), também foi
avaliada®®. Camundongos BALB/c imunizados com L.
donovani mutante (L.d. BTI KO) apresentaram reducéo na
carga parasitaria quando desafiados com cepa selvagem,
relacionada com aumento na producado de | FN-y no bago®?,
Embora atenuados, estes parasitas podem reverter esta
situagdo e tornarem-se infectivos, levando ao
desenvolvimento de doenca.

Vacinas de subunidades

A vacina de subunidades surge como um refinamento,
onde componentes do parasita sdo purificados e utilizados
como estratégia vacinal. A identificagdo de antigenos que
induzem resposta de células T € um passo critico no
desenvolvimento davacina, umavez que o perfil antigénico
varia com as espécies, bem como o reconhecimento destes,
entre diferentes hospedeiros®l 7 109 Considerando a
estratégiadeinvasdo daLeishmania, asmol éculasdasuperficie
do promastigota sdo as primeiras proteinas aentrar em contato
com as células do hospedeiro vertebrado. Diferentes cepas
de L. donovani tiveram suas proteinas de membrana
purificadas™ e avaliadas em seu potencial protetor como
vacina®®. De modo semelhante as espécies envolvidascom a
forma cutanea da doenga® %539, hamsters imunizados com
tais proteinas apresentaram reducéo de cargaparasitaria. Além
disso, foi observada resposta linfoproliferativa nestes
animais“®, caracterizando o papel protetor desta estratégia
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vacinal. Recentemente, a utilizacdo de fragdes sollveis de
promastigotas de L. donovani como vacina de subunidades
foi avaliada neste mesmo model o experimental . Dentre as sete
fracdes testadas de 68 a 97.4 kDa, apenas quatro,
administradasindividual mente ou em sub-grupos, estimularam
intensa resposta Thl, oxido nitrico, IFN-y e IL-1268_ A
imunizacdo de hamsters com frac6es antigénicas de alto peso
molecular obtidas a partir de L. donovani também induziu a
reducdo da carga parasitéria e producdo de 6xido nitrico®?,
No entanto, a utilizagdo de subunidades combinadas na
imunizacao de cdesndo levou aprotecdo contra L. infantum®,
Neste trabalho, a poliproteina recombinante de Leishmania
MML, também conhecidacomo Leish-111f, foi geradaapartir
de trés antigenos capazes de induzir imunidade celular® 157
158 Os autores argumentam que diferencas na apresentacéo
de epitopos entre a combinac@o podem gerar resultados
contrastantes, como observado naquase ausénciadaresposta
linfoproliferativa nestes cées. Além disso, estes resultados
enfatizam as diferencas nos padrdes de imunidade protetora
entre diferentes model os de infeccéo.

Vacinasde DNA

Diante das dificuldades encontradas no preparo e
purificacdo de fracOes do parasita, a vacina de DNA surge
como alternativa de candidatos potenciais para vacinagdo
contra a leishmaniose. A maioria dos trabalhos envolvendo
estaestratégiaé voltada parainfecgBesvirais, onde aindugéo
derespostacitotoxicaé crucial paraaresolucao dadoenca™.
Vacinas de DNA sdo relativamente simples de produzir,
administrar e, sob condi¢cfes ideais, sdo altamente
imunogénicas. Na tentativa de identificar possiveis
candidatos®®, demonstraram que a imunizacdo com frages
seqiienciais de cDNA da biblioteca de L. donovani é uma
excelente ferramenta na identificagdo de candidatos para
vacina®. O potencial protetor do antigeno LACK (receptor
homol ogo dacinase C ativadade Leishmania) foi demonstrado
contra ainfecgdo por L. major® e é altamente conservado,
sendo expresso por L. donovani %), Utilizando modelo murino,
este mesmo grupo demonstrou que, emboraavacinade DNA
expressando LACK induzisse uma forte resposta imune do
tipo Thi, elando protegeu contrao desafio por L. donovani©.
Em contrapartida, Gomes e colaboradores, em 2007,
demonstraram que aadministracéo por viaintranasal do DNA
que codifica o LACK induziu protecdo de camundongos
contraainfecgdo por L. chagasi®. No entanto, asvacinasde
DNA aindapodem ser aperfeicoadas. Um importante fator de
viruléncia de L. donovani é o gene A2 expresso em niveis
maiores em amastigotas que, quando deficientes neste gene,
perdem suacapacidade proliferativa®® %3, Emborao potencia
antigénico de A2 ja tenha sido demonstrado em pacientes
acometidos pela doenca®V, seu papel protetor contra a
infeccdo por L. donovani foi avaliado em conjunto com a
proteina E6 do PapilomavirusHumano (HPV). Estaproteinaé
capaz de mediar a degradacéo do p53, proteina celular
responsavel pela manutencdo daintegridade do DNA e que,

quando ativada, pode induzir apoptose®. A imunizacdo
conjuntade camundongos com plasmideos expressando E6 e
A2 resultou em maior resposta imune contra A2 do que o
plasmideo A2 sozinho, associada a protecéo contra a
infecgdo®?.

Apostando no potencial das vacinas de DNA, a proteina
PapL e22 do nicleo de promastigota L. infantumfoi avaliada.
Hamsters foram imunizados uma Gnica vez por via
intramuscular e apresentaram 50% de redugdo na ocorréncia
de episddios de L. infantum nacirculagdo. A relevanciadeste
achado esta no fato de prevenir atransmisséo da Leishmania
e, entdo, contribuir para o controle da doenca®’. Outros
antigenos candidatos também foram testados, como o KMP-
11 (Proteina1l daMembranano Cinetoplasto). A imunizagdo
de hamsters com o plasmideo que codificao KMP-11 induziu
protec&o contra L. donovani resistente ou ndo ao Antiménio
Pentavalente, principal forma de tratamento adotada
atualmente®. Emboraamaioriados dados obtidos de estudos
sobre candidatos a vacina contra L eishmaniose Viscera seja
positiva, o potencia protetor destas imunizagdes foi apenas
parcial. Além disso, o polimorfismo nas moléculas do MHC
gerauma heterogeneidade de resposta nas popul agdes, onde
alguns individuos sdo alto-respondedores a um antigeno e
baixo-respondedores a outro®” 114,

Com base nesses achados, uma vacina de DNA
multicompetente foi testada em cées contraainfecgdo por L.
donovani. Esta vacina € uma combinacdo de plasmideos
codificantes de proteinas de L. donovani que ja foram
demonstradas isoladamente como potenciais candidatos. O
resultado da imunizagdo de cées com esta vacina foi uma
respostalinfoproliferativaantigeno-especifica, um padréo de
citocinasdotipo 1, umarespostade Hipersensibilidade Tardia
contraparasitasviaveiseinibicdo dareplicacdo dos parasitas
no linfonodo de drenagem®®), Uma outra tentativa de
imunizag&o de c8es com coquetel de plasmideosde DNA que
codificam antigenos de L. infantum, os quais induziram
protecdo em modelos murinos, ndo obteve resultados
positivos. Apesar da imunogenicidade induzida por tais
plasmideosisolados em camundongos, i sso ndo sereproduziu
em cées. Consequientemente, estavacinamultiantigénicanéo
protegeu contra o desafio com L. infantum?®. De modo
semelhante, a combinacdo de histonas ribossomais de
Leishmania ndo induziu protecdo de camundongos contra o
desafio com L. infantum®®, apesar daimunogenicidade destas
jaser conhecida®®,

Aindanatentativade aperfeicoamento davacinade DNA,
surgiu a metodologia denominada prime-boost. Nesta
estratégia, ha uma primeira exposi¢éo ao antigeno e, em
seguida, um reforco, que podem ou ndo ser diferentes entre
si. No caso daimunizaggo homologa, aprimeiraexposicdo eo
refor¢o sdo do mesmo componente, por exemplo, DNA que
codifica o antigeno ou a proteina recombinante. Ja na
imunizagao heterdloga ha uma combinacdo destes diferentes
componentes® 113122 De forma distinta de outros resultados
envolvendo vacinacgo com o antigeno LACK contraaforma
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visceral daleishmaniose, aimunizacdo de cdescom aestratégia
prime-boost levou aalto grau de protec&o contra L. infantum.
Ao avaliar o padrdo de expressdo génica de citocinas, a
resposta proliferativa e anticorpos nestes animais, os autores
relatam proliferagdo Th1/Th2 inicial e predominancia fina
Th1(29, Tais parametros diferem daqueles observados em
model os murinosde visceral e se aproximam daqueles vistos
em cées naturalmente infectados®. Recentemente, este
protocolo foi avaliado em cées e induziu resposta imune do
tipo Thl, levando aprotecéo contra L. infantum. Esta protecéo
estava associada com auséncia de sintomas, baixos niveis de
anticorpos anti-Leishmania e alto grau de ativacao de células
T em o6rgaos alvos?), Empregando também a vacinacao
heter6loga, porém com vetores expressando cisteina
proteinasetipo | ell de L. infantum, Rafati e colaboradores
demonstraram auséncia de parasitas namedul a 6ssea de cées
vacinados. Além disso, 0s animaisimunizados apresentaram
aumento nos niveis de expressdo de |FN-y'7, Diantedisto, a
estratégia prime-boost pode ser Util como metodol ogiacontra
leishmaniosevisceral canina. Estamesmaestratégiaavaliada
contra L. infantum® % e L. chagasi®® em camundongos
também induziu protecéo.

Vacinas baseadas em células dendriticas

Uma outra estratégia de vacinacdo potencial é utilizar a
biologiadas célulasdendriticas (DCs), que sdo fundamentais
paraainiciacdo e manutencdo daimunidade adaptativa. DCs
pulsadas com Antigeno SolGvel de Leishmania (SLA) induzem
resposta Thl especifica contra L. donovani associada com
protecdo de camundongos contraainfecgdo. Além disso, DCs
transformadas parasecretar altosniveisde|L-12 intensificaram
a resposta protetora®. Foi demonstrado, recentemente, que
DCs pulsadas com as histonas ribossomais de L. infantum e
CpG induziram resisténcia parcial contra a infecgéo por L.
infantum®@, Estes resultados indicam que a eficiéncia da
vacinapode ser aumentada pelatransferénciade DCs pul sadas,
porque elas migram paraéreasricasem células T nostecidos
linféides, ondeinteragem einiciam arespostaimune.

Vacinas baseadas na saliva do vetor

A salivado vetor injetada durante o repasto sangiiineo na
derme do hospedeiro vertebrado induz imunidade celular e
humoral contraseus componentes'?’:128.139_ Tituse Ribeiro®?
foram os primeiros a demonstrar 0 aumento dainfeccéo por
Leishmania na presenca da saliva®™. Acredita-se que este
efeito € mediado pela modulagdo da resposta imune do
hospedeiro. Estudos in vitro mostram que macrofagos
cultivados na presenca da saliva ndo sdo capazes de
apresentar antigeno, produzir oxido nitrico e sdo refratariosa
ativagdo por |IFN-y®149_ Entretanto, €importante considerar
apossibilidade dasalivaagir diretamente sobrealeishmania.
Alguns trabalhos apontam que o contato inicial entre
Leishmania e saliva no intestino do vetor influencia a
diferenciacdo e a viruléncia do parasita® 2. Independente
do efeito e modo de agdo da saliva, sua presenca tem forte

influéncia no desfecho da infeccdo. Belkaid et al., 199819,
relataram o potencial protetor da pré-exposicao aos
componentes salivares do vetor contra a infecgdo por
Leishmania™. Logo este achado foi confirmado com outros
model 0s®"81 18 Recentemente, Gomes et al.®” demonstraram
gue a imunizag8o de hamsters com plasmideo que codifica
umaproteinadasalivado vetor Lutzomya longipalpis, LIM19,
induziu protecéo contra a infeccdo por L. chagasi®’. As
proteinas salivaresde L. longipal pistambém foram utilizadas
na vacinacdo de cdes com um esquema de multiplas doses e
diferentesformas deimunizac&o. Os autores observaram altos
titulos de anticorpos anti-saliva, producgéo elevada de |FN-y
e umaintensa reaco de hipersensibilidade tardia utilizando
flebotomos nédo infectados como desafio. Estas respostas
possuem potencial de prote¢éo contraaleishmaniose visceral
canina®. Estes dados apontam novas vias paraaformulagao
de estratégias vacinais utilizando componentes do vetor
responsavel pela transmissdo do parasito.

Adjuvantes e outros vetores

A associacdo dos antigenos candidatos a vacina com
adjuvantes também tem sido investigada com o objetivo de
se aperfeicoar estratégias de vacinagdo contraaleishmaniose
visceral. Assim, a utilizagéo de IL-12 como adjuvante
apresenta resultados contraditorios a depender do modelo
utilizado. Suaaplicagdo em camundongos conferiu imunidade
protetoradelongaduracéo contral. donovani 49, Entretanto,
a imunizag8o de cées na presenca da IL-12 ndo induziu
protecdo contra a infecgdo por L. infantum®™®. A saponina,
Ccuja estrutura € composta por aglcares solUveis ligados a
esteréideslipofilicosou triterpénicos, € amplamente utilizada
como adjuvante®® 149, A vacinacado de caes com aproteinaA2
recombinante e saponina como adjuvante induziu producéo
de 1gG2 e IFN-y, além de proteger parcialmente contra o
desafio com L. chagasi®). Outra estratégia utilizada com o
objetivo de aumentar a imunogenicidade de candidatos a
vacina consiste na utilizacdo de agonistas dos PRRs
(Receptores de Reconhecimento de Padréo), sendo que os
mais conhecidos séo os TLRs (Toll Like Receptors)®. Entre
estes, a sequéncia CpG ndo metilada agonistade TLR9, tem
sido empregadaeminimerosprotocol osexperimentais. O efeito
do CpG como adjuvante foi avaliado com o antigeno
recombinante de Lei shmania ORFF em camundongos contra
ainfecgdo por L. donovani. A administracgo de ORFF ou CpG
isolados resultou em protegdo parcia dos animais, mas a
combinagdo mostrou consideravel reducdo na carga
parasitaria, com ataproducdo de|gG2ael FN-y49. Resultados
semelhantes foram obtidos a partir da imunizacdo de
camundongos com aestratégia prime-boost. Osanimaisforam
inicialmente expostos ao DNA que codifica a Cisteina
Proteinaselll deL. infantumeoreforgo foi feito comaproteina
recombinante na presenca de CpG®9,

Lipossomos cati6nicos também tém potencial de ativagdo
da resposta imune devido a sua eficiéncia em direcionar o
antigeno para células apresentadoras profissionais“s 1, A
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glicoproteinagp63 purificadade L. donovani em formulagéo
com lipossomosfoi avaliada quanto ao seu potencial protetor
em camundongos. Foi demonstrado que gp63 é atamente
imunogénica em associagdo com tais vesiculas e protege
contraainfecgéo logo apds aimunizagéo, ou quando o desafio
érealizado apds 12 semanas®?.

Virustambém s8o vetores potenciais nageracao de vacinas
contraaleishmaniose, umavez que séo eficientesem induzir
imunidade protetora mediada por células do tipo Thl e
citotoxicas®® 1%V, A imunizagdo de camundongos com
Adenovirusrecombinante que codificaaproteinaA2 induziu
células T CD4* e CD8" produtoras de |IFN-y, bem como
linfocitos TCD8*. Este padrao de resposta protegeu osanimais
contra a infeccdo por L. chagasi®®. Juntos, os resultados
destes trabalhos mostram a importancia da utilizacdo de
adjuvantes por conta do seu papel no aumento da
imunogeni cidade dos candidatos a vacina.

M odelosexperimentaisem leishmaniose cuténea

O model o experimental maisamplamente estudado é o da
infecco subcutanea de camundongos com L. major, no qual
se empregam altas doses de parasitas (10*-107), no sitio
subcuténeo (base da cauda, na pata)??. Neste modelo foi
estabelecido o paradigma daresposta Thl e Th2, no qual os
animaisres stentes (C57BL/6) ainfeccdo apresentam expanséo
de células T CD4" do tipo Th1, que secretam IFN-y, o qual
levaaativacéo de macréfagos e adestruicdo dos parasitas®.
Umavez curadosdainfeccdo priméria, osanimaisficamimunes
a infeccBes subseqiientes, e isto se deve a persisténcia dos
parasitas®®. Jaosanimaissuscetiveis (BALB/c) desenvolvem
umarespostacelular do tipo Th2, quelevaaproducéo delL-
4, IL-5 e TGF-B, citocinas que regulam de forma negativa a
ativagao dos macrofagos pel o | FN-¢®3. Assim, camundongos
BALB/c infectados por L. major desenvolvem leses
necréticas, que levam os animais a 6bito 9. No entanto, o
modelo de infec¢do subcutanea ndo reproduz determinados
aspectos dabiologianatural datransmissdo como ainoculacdo
de baixas doses de parasitas, a presenca da salivado vetor e
o sitio de inoculagdo. Sendo assim, Belkaid et al.®
desenvolveram um model o deinfecgado intradérmico, no qual
cercade 100 a1.000 parasitas sdo inoculados, hapresencada
saliva do vetor, na derme da orelha de camundongos. Neste
modelo, o fendtipo deresisténcia (C57BL/6) e suscetibilidade
(BALB/c) foi mantido, mas observou-sequeasalivacontribuiu
paraaformacdo delesdes maisdestrutivase com maior nimero
deparasitas. Contrastando com o modelo de L. major, poucos
trabalhos experimentai sforam desenvolvidos para caracterizar
a resposta imune na infeccdo por L. brazliensis,
provavelmente, devido a baixa infectividade deste parasita
em modelos de camundongost®® 9 A linhagem de
camundongos BALB/c é amais suscetivel ainfecgdo por L.
braziliensis, embora ndo desenvolva lesdes severas que
podem levar ao éhito, como ocorre nasinfecgdes por L. major
©%_No modelo de infecgdo intradérmico para L. braziliensis
desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa®), os parasitas

(10°) sdo inoculados pelaviaintradérmica, nadermedaorelha
de camundongos BALB/c. As lesBes desenvolvidas séo
semel hantes as observadas em pacientes com lei shmaniose
tegumentar: localizadas, ulceradas, com bordas elevadas e
fundo granuloso® %9, reforcando assim, a importancia do
sitio da infeccé@o no resultado da doenca®. Apesar do
desenvolvimento dalesdo, o camundongo é capaz de curar
a infeccdo por meio de uma reposta celular mista,
caracterizada pela presenca de IFN-vy, IL-4 e IL-10. Os
parasitos sdo eliminados do sitio deinfecgdo, mas persistem
no linfonodo de drenagem, indicando que a respostaimune
nao é do tipo esterilizante®”. Estes model os experimentais
vém sendo amplamente empregados no desenvolvimento
de vacinas.

Vacinasparaleishmaniosecutanea
L eishmanizacdo

No passado foi observado que pessoas infectadas com
leishmaniose desenvolvem uma Ulcera benigna, que cura
espontaneamente e que leva a protecdo contra a re-infeccao.
Destaforma, foi realizada, primeiramente no Oriente-Médio, a
exposicao de individuos ndo infectados a picada de vetor
infectado ou a inoculagdo destes individuos com material
derivado de les8o. Este método de imunizagdo, denominado
leishmanizacdo (L Z)®" %, mostrou ser eficaz contrainfeccdo
por Leishmania. Atualmente, aL Z é feita com parasitas vivos
(~10° parasitas), osquai s 8o inocul ados pel aviaintradérmica®
105 @ mostrou resultados promissores contra infeccdo por L.
major . Neste estudo, homens adultosforam inoculados com
5x10° promastigotas na via intramuscular e observou-se que
83% dos individuos desenvolveram lesdes mais brandas, as
quais permaneceram restritas ao sitio inoculado. Apés a cura
da les8o, os voluntéarios foram desafiados com a mesma
quantidade de parasitas e ndo se observou aformacéo delesdo
nos voluntarios vacinados, indicando que a LZ é capaz de
gerar protecao ativa®. Asvantagensde utilizar parasitasvivos
como formade vacinag8o sdo: 0s baixos custos de producéo e
a facilidade de acompanhar os pacientes através do teste de
Montenegro, o qual confirma se ocorreu ou néo o
desenvolvimento derespostaimune celular®8%), No entanto,
0 parasita pode perder sua infectividade nas sub-culturas™ e
pode ocorrer umarestivagdo dalei shmaniose em pacientes que,
por ventura, se tornem imunodeprimidos’®.

Parasitasmortos

A imunizag&o decamundongosBALB/ceC57BL/6 comL.
major autoclavada (ALM), napresencado adjuvante CpG, foi
capaz de gerar uma protecdo duradoura, tanto na linhagem
suscetivel, quanto na resistente’®. Em outro estudo foi
mostrado queasomenteaimunizagdo deALM +1L-12DNA é
capaz de induzir protecdo duradoura nos camundongos,
diminuindo significativamente acarga parasitaria paramenos
dez parasitas por gramadetecido®®. Okwor et al.!% mostraram
diferencas na resposta imune quando imunizaram
camundongos com parasitas vivos ou com mortos.
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Inicialmente, os parasitas vivosinduziram maior producéo de
I FN-vy, enquanto os parasitas mortosinduziram maior producéo
delL-4. Entretanto, utilizando CpG como adjuvante, hauma
mudanca no padréo de resposta de Th2 para Thl, resultando
em uma melhor protecdo contra infec¢do por L. major. No
entanto, a protegdo induzida por parasitas mortos mais CpG
foi de curtaduracao®’® quando comparado com aimunizacgo
com parasitas Vivos.

Parasitasatenuados

Como foi mostrado, a LZ é capaz de proteger tanto
camundongos quanto humanos da re-infecgéo por
Leishmania, mas devido a persisténcia do parasito, existe o
perigo de reativagdo da doenca. Desta forma, uma outra
estratégia de vacinagdo seria a utilizagdo de parasitas
atenuados. Estas linhagens de parasitas atenuadas séo
capazes de infectar células fagociticas e de persistir por um
longo tempo, sem causar doenca e estimulando o sistema
imune®, Titus et al.**9 imunizaram camundongos BAL B/
¢ com uma cepade L. major deficiente no gene daenzima
dihidrofolato redutase-timidilato sintetase (DHFR-TS). Os
autores mostraram que esta cepa foi incapaz de causar
doenca em camundongos BALB/c, normalmente
suscetiveis. Entretanto, devido a répida eliminagdo dos
parasitos, é possivel que a protecdo observada ndo seja
téo duradoura. Outralinhagem de L. major deficiente para
0 gene LPG2 (LPG2") também foi capaz de induzir uma
reducdo significativa da carga parasitaria de camundongos
BALB/c ap6s a imunizagcdo, em paralelo ao néo
desenvolvimento de lesdo cutanea®®®.Apesar dos
resultados promissores obtidos com a imunizacdo de
camundongos com L. major LPG2' foi observado que os
parasitas mutantes podem readquirir a capacidade de causar
infeccdo, através de um mecanismo compensatorio
desconhecido®*?, Nesta mesma linha de parasitas
atenuados, foi mostrado que cepas de L. major © e L.
braziliensis ©® que super-expressam o gene do miniexon, 0
qual tem um papel importante no processamento do RNA dos
protozoarios da ordem Kinetoplastida, apresentam menor
viruléncia. Sendo assim, estas cepastambém seriam potenciais
candidatos para ensaios de imunizagdo e protegao.

Vacinas de subunidades

A leishmanolisina ou gp63 (glicoproteina de 63 kDa) é
uma protease de membrana expressa tanto na forma
promastigota quanto na forma amastigota da Leishmania®”.
A imunizagdo de camundongos BALB/c com BCG que
expressa gp63 gerou protecdo parcial em animais desafiados
com L. major®®, Em outro estudo foi observada protegdo em
somente 30% dos animais vacinados com gp63 DNA e
nenhuma protegdo utilizando gp63 recombinante . Ahmed
et al. (2004)?@ observaram uma diminui¢do significativa na
cargaparasitariae umalesdo menor em camundongos BAL B/
¢ imunizados com GP63 lipossomal + CpG e posteriormente
desafiados com L. major 7).

A KMP-11 (proteina de membrana da ordem dos
Kinetoplastida de 11 kDa) € uma proteina de superficie de
membrana, altamente conservada, presente na ordem
Kinetoplastida e que esta associada com o lipofosfoglicano
(LPG). A KMP-11 é expressa tanto na forma promastigota
quanto naformaamastigotada L e shmania™ 42, A vacinacao
de camundongos BALB/c com Toxoplasma gondii ts-4
transgénico que expressa a KMP-11 levou a protecdo dos
animais contraainfecgdo por L. major®. Bhaumik et al.V
mostraram que camundongos BA L B/c imunizadoscom KM P-
11 DNA edesafiadoscom L. major apresentaram umareducdo
de 69% nacargaparasitéria. Jaanimaisimunizadoscom KM P-
11 DNA +IL-12DNA oucomKMP-11DNA +IL-12r mostraram
reducédo dacargaparasitériade 96,2% e 94%, respectivamente.
As histonas e as proteinas ribossomais sdo antigenos
altamente conservados que ndo sdo secretados, mas que, no
entanto, sdo capazes de induzir uma potente resposta
imune®, Estes chamados pan-antigenos!® sdo liberados
durante a infeccdo, apds a destruicdo dos amastigotas
intracelulares pelo macréfago ativado ou pela citélise
esponténea de amastigotas dentro da célula infectada®. Os
mesmos sdo capazes de modular a resposta imune do
hospedeiro devido ao fato de que ndo sofrem pressdo seletiva
pelarespostaimune, ao contrario das proteinas de superficie
e das proteinas secretadas. Aimunizagdo de camundongos
BALB/c com plasmideos de DNA que codificam histonas
nucleossomais de L. infantum (H2A, H2B, H3 e H4) levou a
protecdo contra infeccdo e re-infeccdo por L. major@, A
imunizac&o de camundongos BAL B/c e C57BL/6 com extrato
de proteinas ribossomais da L. major na presenca do CpG
levou a protecéo destas duas linhagens contra infecgdo por
L. major™. A imunizagdo de camundongos BALB/c com
plasmideo de DNA que codifica uma proteinaribossomal de
L. infantum (LiPO) levou a protecdo parcial destes animais
contra infecgdo por L. major™, enquanto a imunizacgéo de
camundongos BALB/c e C57BL/6 com LiP0 recombinante na
presenca do CpG néo evitou a progressdo da doenca em
BALB/c, mas protegeu em C57BL/6(™. Assim, os pan-
antigenos podem prover a capacidade imunomodulatoria
necessaria ao desenvolvimento de vacinas.

A peptidase sina € umaenzimaessencia etem como funcdo
remover a seqiiéncia sinal das proteinas secretadas™® 119, O
soro de pacientes com leishmaniose cutédnea ou com
leishmaniose visceral mostrou ser altamente reativo para o
antigeno peptidase sinal dotipo | daL. major (L mjsp). Sendo
assim, o Lmjsp, apesar deter localizagdo intracelular, seriaum
bom marcador para avaliar resposta imune especifica a
Leishmania, além de ser um antigeno relevante para
desenvolvimento de vacinas®®. A imunizacdo de
camundongos BAL B/c com L mjsp utilizando trés estratégias
diferentes (DNA, DNA + proteina e proteina+ adjuvante)
mostrou uma reducdo da carga parasitéria de 81, 70 e 66%,
respectivamente. Em paralelo, houve reducdo no
desenvolvimento dalesdo de 20, 25 e 30%, respectivamente1o),
Outros candidatos a vacina de subunidades também foram
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testados, mostrando diferentes graus de protecéo.
Camundongos BALB/c foram imunizados com o antigeno
LACK (homodlogo do receptor para quinase C ativada),
empregando diferentes protocol osdeimunizacdo: LACK DNA
e LACK proteina, na presenca ou auséncia de IL-12
recombinante. Neste trabal ho, apenas os animaisimunizados
comLACK DNA eLACK proteina+ IL-12 mostraram protecao
contrainfecggo®. A imunizacéo com LACK DNA também se
mostrou de longa duragdo em animaisimunizados e desafiados
com L. major doze semanas apdsaUltimaimunizagdo®. Outro
estudo mais recente avaliou a capacidade protetora de
plasmideos de DNA que codificam os seguintes antigenos:
LACK, PSA2 (antigeno de superficie dapromastigota), Gp63,
LelF (fator iniciador de elongagdo da Leishmania), além da
forma truncada do LACK, o LACKp24, em camundongos
BALB/cinfectadoscom L. major®. Nestetrabal ho, apenas a
imunizagdo com LACK ou com aproteinatruncadamostraram
capacidade protetora®. Trabal hos prévios mostraram que 0s
antigenosLmST 1 (proteinaestresseinduzivel daL. major) e
TSA (oxidantetiol especifico), que sdo dois componentes da
Leishh-111f 3, sdo capazesde proteger camundongos BAL B/
c dainfecgdo por L. major® 29, No entanto, um outro estudo
mostrou que nenhum destes antigenos (separados ou em
coquetel) foi capaz de proteger camundongos BAL B/c contra
ainfecco por L. braziliensis®®. E provavel que diferencas
bioldgicas entre as espécies de parasitas L. major e L.
braziliensis possam contribuir para uma inabilidade na
inducdo de uma resposta imune protetora, pois apesar das
duas espéciesterem umaorgani zagdo gendmicasimilar, alguns
mecanismos distingue umaespéciedaoutra. A L. brazliensis,
por exemplo, possui mecanismos de retrotransposons e RNAI
(RNA de interferéncia)®. Por fim, a imunizacéo de
camundongos BALB/c com a Leish-111f, na presenca de
monofaosforil lipidioA com escaleno (MPL-SE), levouauma
protecdo duradouracontral.. major, em animai s desafiados®”.

Vacinas paralei shmaniose cuténea: resultados com o modelo
experimental deprimatas

Primatas ndo humanos (PNH), como o macaco rhesus
(Macaca mulatta), sédo susceptiveis a infeccdo por
Leishmania, desenvolvem doencasimilar ahumanainclusive
aformamucosa®, exibem respostahumoral e celular contra
0 parasita®. Como descrito acima, camundongosimunizados
com L. major deficientes em DHFR-TS desenvolveram
protecdo contra infecgdo por L. major®. Entretanto, no
modelo de PNH néo foi observada protecéo®. O mesmo
aconteceu quando imunizaram PNH com L. major autoclavada
(ALM)@59 | estratégia que se mostrou protetora no modelo
murino deinfeccdo 2. A imunizacdo com doiscomponentes
dalLeish-111f, 0 TSA eo LmSTI1, napresencadelL-12, foi
capaz de proteger PNH contra infeccdo por L. major®. Da
mesmaforma, PNH imunizadoscomH1 (histona 1), napresenca
do adjuvante Montanide, levou a protegdo destes animais
contrainfecgdo por L. major ©?, janos camundongos BALB/
c foi relatada uma protecao parcial®®, Damesmamaneira, a

imunizacdo de camundongos com BCG expressando gp63
levou a uma leve diminuicdo da lesao®), enquanto que em
PNH houve proteggo parcial®®. E importante saientar que
uso de primatas, em testes para desenvol vimento de vacinas,
deve ser reservado para estégios finais de avaliagdo de
candidatos que mostraram protegdo significativaem model os
murino. No entanto, sdo observadas diferencas importantes
nos niveis de protecdo quando se comparaamesmaestratégia
deimunizagdo em camundongos e PNH.

Atualmente, é dificil avaliar qual o verdadeiro grau de
protegdo de uma vacina contra a leishmaniose pois séo
observadas discrepancias entre os diferentes relatos da
literatura. sto se deve ao uso de diferentes antigenos; ao uso
de diferentes cepas do parasita (que pode influenciar no grau
deviruléncia); ao nimero de parasitasinocul ados; apresenca
ou ndo da saliva do vetor no momento do desafio; a via de
administragdo davacing; a nimero de reforgos administrados
antes do desafio; ao procedimento experimental e ao uso e 0
tipo de adjuvante. Outro ponto importante no desenvol vimento
de vacinas é a auséncia de um “padréo ouro” que serviria
como referénciaparaavaiar o grau de protecdo. Khamesipour
et al.®) propuseram que este padrdo poderia ser a
lei shmanizag8io umavez que umindividuo infectado e curado
ndo desenvolve doenca novamente?d,

Consideracgdesfinais

A congtatacdo que a infeccdo por Leishmania sp. confere
protecdo contra uma re-infeccdo, demonstra a possibilidade de
obtenc&o de umavacinaeficaz contraas diferentes manifestagtes
clinicas desta doenca. Assim, a busca por candidatos seguros
tem gerado indmeros estudos sobre diferentes formas de
vacinagdo. A utilizag8o de proteinas recombinantes associadasa
adjuvantes, como CpG ou lipossomos aponta paraainducdo de
respostas protetoras. Isto também é vdido para as vacinas de
DNA e o emprego de outrosvetores, como virusrecombinantes.
Outras estratégias tém surgido nesta area como a utilizagdo de
componentes do flebdtomo, como as proteinas salivares deste
inseto. A respostaimune contra estas substncias parece aterar
omicro-ambientenolocal dainfeccdo, protegendo o hospedeiro,
pelo menosem relacdo aleishmanioseviscerd. I nfeizmente, anda
néo ha uma vacina 100% eficiente e segura, mas certamente a
continuidade destes estudos aliada as novas tecnologias
possibilitardael aboracdo de umavacinaeficaz.
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