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RESUMO

As leishmanioses sdo causadas por protozoarios do género Leishmania da ordem
Kinetoplastida da familia Trypanosomatidae. O impacto desta doenga na sociedade
€ devastador, infectando milhares de pessoas anualmente. Sintomas como febre,
anemia, hepatoesplenomegalia, ulceragbes cutaneas, além de mutilagbes, podem
ocorrer. Como né&o existe um meio profilatico seguro e eficaz, como uma vacina, as
populagdes ficam expostas a doenga. A terapéutica existente € prolongada e
altamente toxica. Por isso, varios pesquisadores vém tentando criar uma vacina
segura e eficaz contra a parasitose. Para se esclarecer e ressaltar a importancia da
atual situacdo das pesquisas relacionadas a vacina anti-Leishmania, foi realizado
uma pesquisa por meio de levantamento bibliografico, em artigos e periédicos. Foi
realizado um estudo relacionando historicamente as principais pesquisas realizadas
para obtencdo da vacina. Esta pesquisa também tem o propdsito de auxiliar as
pessoas a conhecerem mais sobre a leishmaniose, os seus sintomas e tratamentos.
Os dados obtidos mostram que a produgdo de uma vacina contra leishmaniose
humana € ainda um grande desafio, porém as pesquisas comprovam que 0S
estudos tém evoluido, e que uma nova e importante ferramenta, que € a biologia
molecular, surgiu, com o desenvolvimento da vacina de DNA, podendo estar ai uma
nova técnica de produgéo da vacina a tempos esperada.

Palavras-chave: Vacina anti-Leishmania; Leishmaniose; Vacinas



ABSTRACT

The leishmaniases are caused by protozoa of the genus Leishmania order
Kinetoplastida Trypanosomatidae family. The impact of this disease on society is
devastating, infecting thousands of people annually. Symptoms such as fever,
anemia, hepatosplenomegaly, skin ulcerations, and mutilation, may occur. As there is
no means safe and effective prophylactic as a vaccine, people are exposed to
disease. The existing treatment is prolonged and highly toxic. Therefore, many
researchers have been trying to create a safe and effective vaccine against the
disease. To clarify and emphasize the importance of the current status of research
related to anti-Leishmania vaccine, was conducted a search through literature,
articles and periodicals. We conducted a study related historically the main
investigations carried out to obtain the vaccine. This research also aims to help
people know more about the disease, its symptoms and treatments. The data
obtained show that the production of a vaccine against human leishmaniasis is still a
big challenge, but the research shows that studies have evolved, and that an
important new tool, which is molecular biology, emerged with the development of
vaccine DNA, there may be a new technique for production of the vaccine expected
to time.

Keywords: Anti-Leishmania vaccine; Leishmaniasis; Vaccines
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1 INTRODUGAO

As leishmanioses sdo causadas por protozoarios do género Leishmania da
ordem Kinetoplastida da familia Trypanosomatidae, € um importante problema de
saude mundial. Sua ocorréncia se da principalmente em paises mais pobres como,
por exemplo, Brasil, Bangladesh, india, Peru, Ird, Arabia Saudita, Siria e alguns
paises da Africa sdo os mais afetados. A leishmaniose é endémica em 88 paises. O
vetor da leishmaniose € um flebotomineo do género Plebotomus spp e acomete
paises do velho mundo e Lutzomyia spp que acomete os paises da América. Tém-
se como reservatério da doencga, roedores, marsupiais e também acomete caes
domésticos e o proprio homem, as principais formas da leishmaniose s&o:
leishmaniose visceral, leishmaniose cutdnea e a leishmaniose mucocutanea
(PEIXOTO, 2009).

Diante desse contexto o primeiro capitulo desse texto descreve o ciclo
biolégico da leishmaniose, aspectos clinicos, diagnosticos, aspectos imunoldgicos e
a terapéutica das leishmanioses que por sinal vem sendo a mesma por muitos anos
e apresentam alta toxicidade. Mostra no decorrer do desenvolvimento da pesquisa
que seu uso prolongado pode causar resisténcia do parasito, e como ndo ha uma
vacina efetiva e segura contra a doenca resta apenas a prevencao individual,
utilizando-se de mosquiteiros, repelentes e combate ao vetor. O primeiro capitulo
conclui que este é um importante problema mundial e que a leishmaniose necessita
urgente de uma vacina segura e eficaz.

Prosseguindo a pesquisa, em seu segundo capitulo o texto relata a relagao
parasito-hospedeiro e moléculas envolvidas na adesdo e penetragdo nos
macrofagos mostrando, o que os parasitas precisam para sua entrada na célula
hospedeira ou para sobrevivéncia de algumas proteinas, que estdo ancoradas na
superficie do parasita como o dlicosilfosfatidilinostol (GPI), sendo de grande
importancia na relagdo parasita-hospedeiro. Destaca ainda que a proteina mais
importante é a GP63 (proteina majoritaria da superficie da membrana do parasita)

que se encontra em varias espécies de Leishmania, e tem um importante papel
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como mediador no componente C3 do complemento. Mostra ainda este capitulo, que
0s macrofagos apresentam varias fungdes, como a replicagdo do parasita, célula
apresentadora de antigenos (APCs) entre outras(SANTOS, 2009).

O terceiro capitulo traz em seu bojo a Historia das vacinas anti-Leishmania,
que foram observadas ao longo do tempo . Conta a histéria que parasitas vivos
foram utilizadas como meio de se adquirir imunidade contra a doenca, essa pratica
ja era usada por maes que expunham os bragos de seus filhos a uma unica picada
do vetor da doencga, acreditando-se numa possivel protegdo. Dessa forma, através
desta técnica comecaram a se extrair parasitas dos exsudatos de ulceras de
pacientes ou animais infectados e proceder a uma inoculagdo em pacientes nao
infectados. Apesar de ser feito este procedimento em aplicagdo unica em um local
do corpo escondido, esta técnica se mostrou muito problematica, pois poderia tornar
a doenga mais grave ou gerar uma resisténcia parasitaria. Assim foi banido o uso de
parasitas vivos como uma possivel vacina. E comecaram a utilizacdo de parasitas
mortos, ndo tendo um bom resultado nas primeiras pesquisas, porém foi gerado
grande interesse pelos pesquisadores brasileiros(SANTOS, 2009).

Nota-se ainda neste capitulo que componentes da saliva do vetor também se
mostraram interessantes para uma possivel vacina, pela sua interferéncia na
imunidade do hospedeiro na hora do repasso sanguineo, embora tenha tornado
importante a identificacdo destes componentes para um possivel bloqueio, uma vez
que algumas moléculas ja foram identificados como, anti-coagulantes, de anti-
agregacao plaquetaria e vasodilatadoras (TEIXEIRA et.al., 2005). A associagao do
adjuvante com uma vacina contra a leishmaniose, tem se mostrado muito importante
uma vez que é capaz de potencializar os antigenos fracos, reduzindo o custo da
vacina e prolongando a duracao da resposta imune (SANTOS, 2009).

Atualmente, pode-se afirmar que varios pesquisadores apostam no uso da
vacina de DNA, sendo apontado como melhor candidato para o desenvolvimento de
uma vacina contra a leishmaniose. Sabe-se que o parasito necessita de proteinas
para sua sobrevivéncia ou para adesao do parasito a célula hospedeira. Sendo
assim a primeira proteina a ser utilizada foi Gp63, por estar na superficie de varias
especies de Leishmania, e apresentar um importante papel como mediador no
componente C3 do complemento (SANTOS, 2009). A vacina de DNA mostra varios
resultados com numeros de protecao significativos sendo, portanto, considerada um

dos melhores métodos para uma possivel vacina contra a leishmaniose humana.



12

2 LEISHMANIOSE

A leishmaniose € uma doenga causada por varias espécies de protozoarios,
unicelulares digenéticos, do género Leishmania, que no hospedeiro vertebrado, &
um parasito intracelular obrigatério de células do sistema fagocitico mononuclear.
Seu impacto na sociedade €& devastador, infectando milhares de pessoas
anualmente (CASTRO, 2005).

A leishmaniose causa febre, anemia, hepatoesplenomegalia, ulceragdes
cutaneas, além de mutilagbes que eventualmente podem ocorrer. Como,
atualmente, ndo se possui um meio profilatico eficaz e seguro, como uma vacina, a
populacdo de areas endémicas usa os meios de protecdo individual, que seriam o
uso de repelentes, mosquiteiros, combate ao vetor, vacinacdo de cides domésticos e
também evitar os desmatamentos. Uma vez que a terapéutica disponivel apresenta
alta toxicidade (hepatotdxico, nefrotéxico e cardiotdxico), tempo prolongado de
tratamento e pode, ainda, causar a resisténcia do parasito ao medicamento
disponivel, se tornando um importante problema mundial, ocorrendo principalmente
em paises mais pobres do mundo como, Brasil, Bangladesh, india, Peru, Ird, Arabia
Saudita e Siria além de alguns paises da Africa, sendo considerada endémica em 88
paises, (REY, 2001). Como a leishmaniose € um importante problema de saude
mundial, uma vacina segura e eficaz seria o melhor meio de prevengéo, e com isso
toda populagdo mundial seria beneficiada, diminuindo o numero de casos e
consequentemente a taxa de mortalidade.

O agente etioldgico da leishmaniose se apresenta sob duas formas distintas,

assim como nos revela Rey (2001, p.216):

Os agentes causais das leishmanioses s&o protozoarios da ordem
Kinetoplastida, familia trypanosomatidae e género Leishmania,
caracterizam-se, este género, por apresentar apenas duas formas durante
seu ciclo vital: a) Forma amastigota, quando é parasito intra celular em
tecidos de hospedeiros vertebrados, b) Forma promastigota, quando se
desenvolve no tubo digestivo de hospedeiros invertebrados (flebotomineos),
bem como em meios de culturas.
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A forma promastigota é alongada, com flagelo bem desenvolvido medindo
entre 16,0-40,0 um, e sua reprodugédo acontece no trato digestivo do vetor; ja as
formas amastigotas parasito sdo arredondadas medindo cerca de 2-3,0 ym, sem
flagelo livre e se multiplica no interior de macréfagos. A doenca é dividida em cinco
formas clinicas: visceral, cutanea, cutdnea disseminada, cutanea difusa e
mucocutanea (ALBUQUERQE, 2006).

2.1 Ciclo Biolégico:

O ciclo de vida do protozoario é heteroxeno’, apresentando dois hospedeiros
diferentes: um vertebrado (alguns mamiferos como o cdo domeéstico, gamba,
roedores silvestres, primatas dentre outros; um invertebrado que ¢é inseto,
denominado de flebotomineo tanto do género Plebotomus spp e Lutzomyia spp,
pertencentes a ordem Diptera, subfamilia Phlebotominae, nas Américas o Lutzomyia
€ conhecido popularmente como tatuquira, birigui, mosquito-palha entre outros(REY,
2001).

Como se pode observar na figura 1, (A) o vetor adquire as formas
amastigotas do parasita ao fazer o repasto sanguineo em um reservatério do
mesmo, como o cdo, homem, marsupial, etc. (B) apds a ingestdo de sangue, dentro
do intestino do vetor, as formas amastigotas se desenvolvem em formas alongadas,
com flagelos, denominadas de promastigotas prociclicas, ocorrendo o processo de
metaciclogénese, no qual as formas extracelulares, vao se replicar e se diferenciar
em formas promastigotas metaciclicas, que n&o apresentam capacidade de se
multiplicar, sendo considerada a forma infectante do parasito; (C) quando o vetor for
fazer um novo repasto sanguineo, inoculara, junto com a sua saliva, algumas formas
de promastigotas metaciclicas. (D) apds o vetor infectado injetar promastigotas,
estas sao fagocitadas pelas células do sistema fagocitico mononuclear (macréfagos,
células dendritricas), que dentro destas células se diferenciam de promastigotas
para amastigotas. As formas amastigotas comegam entdo a se reproduzir por
divisdo binaria simples até aumentar o numero de parasitos no macréfago
parasitado, (E) ocorrera entdo o rompimento do macréfago infectado e as

amastigotas liberadas seréo fagocitadas por outro macréfago. (FUMAGALLI, 2008).

! Heteréxeno: Protozoario que tem seu ciclo bioldgico realizado em dois hospedeiros.
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Figura 1. Ciclo de vida dos parasitas do género Leishmania: descrigao do ciclo no texto
(A-E).

Fonte: http://195.45.99.81/izs/modules/news/article.php?com_mode=flat&com_order=1&storyid=2
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2.2 Aspectos Clinicos

As leishmanioses sao classificadas em duas formas: tegumentar e visceral. A
leishmaniose tegumentar é dividida em trés formas clinica, a forma cutdnea que é
caracterizada por ter uma unica lesdao sendo a mais comum, as espécies que
provocam a doencga é: L. braziliensis, L. amazonensis, L. mexicana, L. lainsioni e L.
guyanensis. A forma mucocutanea, é uma doenca que pode evoluir para lesdes
desfigurantes se ndo tratada a tempo, as espécies que provocam a mucocutanea
sdo: L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis e L. mexicana (FUMAGALLI,
2008).

A Leishmaniose mucocutanea no Brasil tem como agente etiolégico a L.
brasiliensis. E uma doenca de curso longo acometendo as mucosas e cartilagens,
principalmente do nariz, boca, faringe e laringe e provocando nesses locais um
processo ulcerativo. A doencga se inicia pela asa do nariz passando para o palato
mole ate atingir a faringe e se nao tratada a tempo essa doenga provoca a perda do

septo nasal (figura 2).

Figura 2. Forma mucocutanea: destruicdo da mucosa do nariz, e boca.
Fonte: www.who.int/leishmaniasis/disease_epidemiology/en/

A leishmaniose cutdnea causa no seu hospedeiro vertebrado ulceracdes
podendo ser unicas ou multiplas confinadas a derme com formato de uma cratera.
Na ulceragao inicial € encontra um grande numero de infiltrado de linfécitos,

macrofagos e uma grande quantidade de parasitos, as espécies responsaveis pela
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doencga sdo: L. mexicana, L. venezuelensis e L. amazonensis (figura 3) (NEVES,
2005).

Figura 3. Leishmaniose cutanea: uma Unica lesdo ulcerada de bordas elevadas como uma cratera.
Fonte: www.who.int/leishmaniasis/disease_epidemiology/en/

No Brasil a principal espécie que causa a leishmaniose visceral ou Calazar &
a L. chagasi, e no resto do mundo a L. donovani, sendo uma doenca de carater
crénica, grave e fatal para o homem se n3o tratada precocemente. E uma doenca
que acomete o figado, baco, linfonodos e medula déssea, podendo provocar
hepatomegalia, esplenomegalia, enfraquecimento do hospedeiro, perda de peso,
anemia, palidez, dor abdominal e diarreia (figura 4) (GONTIJO E MELO, 2004).
Desse modo podemos ver o problema social e psicolégico que a leishmaniose pode
causar, resultando em pessoas que sdo humilhadas e expulsas da sociedade, e o
risco que milhares de pessoas correm todos os anos sem um meio profilatico seguro

e eficaz, como uma vacina.
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Figura 4. Forma Visceral: também conhecida como Calazar.
Fonte: www.who.int/leishmaniasis/disease_epidemiology/en/

2.3 Diagnéstico e Tratamento

O diagnastico inicial das leishmanioses é baseado nos aspectos clinicos do
paciente, podendo ser utilizado técnicas de pesquisa direta e indireta associadas as
lesbdes presentes na pele ou mucosa, alteragdes nas visceras, e associacao destes
com dados epidemioldgicos. O mais usado € a pesquisa direta do parasito em
microscopia optica, as formas amastigotas s&o colhidas da borda das lesdes atraves
de escarificagdes, bidpsia, cortes histologicos, aspirados, cultura de tecidos
infectados e inoculagdo em animais de laboratério (hamster e camundongo)
(FUMAGALLI, 2008).

O diagnostico pode ser realizado utilizando-se métodos com maior
sensibilidade como, a reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) que vem se
mostrando muito util, por sua sensibilidade, porém, esse método n&o pode ser usado
como teste de triagem de campo. Para identificar as espécies infectantes pode se
utilizar a técnica de eletroforese de enzimas e também de anticorpos monoclonais.
Os testes soroldgicos mais utilizados no Brasil sdo: teste imunoenzimatico (ELISA),
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), aglutinagdo indireta e
intradermorreagao de Montenegro (FUMAGALLI, 2008).
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O tratamento das leishmanioses tem se baseado no mesmo medicamento por
mais de 60 anos, sendo utilizado os antimoniais pentavalentes que sao
medicamento de primeira escolha. Destes antimoniais os mais usados sao
Pentostan® (estibogliconato de so6dio) e Glucantime® (antimoniato N-metil
meglumina), porém estes medicamentos apresentam alta toxicidade (hepatotodxico,
nefrotéxico e cardiotdxico) e seu uso prolongado pode ainda causar resisténcia do
parasito, sua logistica € sua administragao muito dificil para o paciente que deve se
submeter ao tratamento por varios dias consecutivos, onde muitos, inclusive, iniciam
o tratamento e ndo terminam, acarretando resisténcia do parasito ao medicamento
(GONTIJO E MELO, 2004).

Como a terapéutica da doenga é toxica, prolongada, de alto custo e causando
varios efeitos colaterais, o uso de medidas profilaticas eficientes como uma vacina
segura e eficaz, seria a melhor opgéo para a prevengédo da doenga. E como dito
anteriormente, a populacdo de areas endémicas nao ficaria exposta, e dependente
de meios profilaticos ndo tdo seguros. Nessa perspectiva, ressalta-se a importancia
de estudos e pesquisas que visem uma vacina segura e eficaz contra a

leishmaniose humana.

2.4 Aspectos Imunolégicos

Muitos estudos relacionados a imunidade das leishmanioses s&o realizados
na tentativa de identificar fatores responsaveis pelos fendtipos de resisténcia e
susceptibilidade a infecgao pelo parasita Leishmania. (FUMAGALLI, 2008).

Ja se foram varios anos de pesquisas para compreender a resposta imune
das leishmanioses, e pouco ainda se sabe, ndo sendo muito bem compreendido, o
sistema imune do homem produz uma resposta celular e humoral contra a
Leishmania, e sao caracterizados por dois padrbes de resposta, Th1 e Th2, estes
padrdes foram desenvolvidos em estudos com modelos murinos, tanto o Th1 quanto
0 Th2 sao padrdes idénticos aos do homem. Os antigenos sao apresentados aos
linfécitos T CD4+, pelos macréfagos na modulagdo da resposta imune, que sao
subdivididos em: Th1 e Th2, as citocinas pré inflamatdrias (IL2, INF-y, IL12 e TNF-qa)
sao citocinas especificas que foram diferenciadas pela resposta de resisténcia do
hospedeiro as células efetoras T helper CD4+. Acredita-se que a diferenga entre

resisténcia e susceptibilidade a infeccdo pelo parasito esta relacionada com o nivel
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de expansao dos clones de células Th1 e Th2. Ja a resposta de células Th2 esta
relacionada a suscetibilidade a infeccdo, e sao secretadas citocinas especificas
como a IL-4, IL5, IL6, IL10, TGF-B. Como os mecanismos de CD4+ que levam a
infeccdo, ndo estdo totalmente esclarecidos, algumas evidencias sugerem que a
infeccado por Leishmania pode ser afetada pela presenga de determinadas citocinas
ou pela influéncia de outros sinais co-estimuladores e mecanismos sinalizadores
diferenciais usados pelas subclasses de células TH e sua utilizagdo com os
receptores (NEVES, 2005).

A presenca de respostas TH polarizada tem sido relatada em varias infecgdes
humanas. Em diferentes formas clinicas foram, constatadas variacdo do padrao de
resposta, resultando na existéncia de formas polares da doenga tal como na
hanseniase. Na forma cutanea localizada, observa-se uma corre¢gdo com a resposta
do tipo Th1, sendo um processo granulomatoso tipo tuberculéide, com alta carga
linfocitaria e plasmocitaria, marcada por auséncia ou escassez de parasitos, mas
ocorrendo o0 contrario nas formas progressivas, nas quais a doenga progride,
podendo evoluir para a forma cutaneomucosa, apresentando expressao simultanea
de citocinas Th1 e Th2, ou seja, um padréo ThO. A leishmaniose cutaneo-difusa esta
correlacionada com a resposta do tipo Th2, em que ha infiltracdo dérmica de
macrofagos, vacuolizados, repletos de amastigotas e com escassez de linfocitos, em
humanos caracteriza um padrao de suscetibilidade (NEVES, 2005).

A resposta imune de portadores de leishmaniose tegumentar americana (LTA)
pode ser demonstrado por testes in vivo, como o Teste de intradermorreagao de
Montenegro, e pelo teste de proliferacao linfocitaria in vitro. A resposta celular é
variavel conforme o quadro clinico dos pacientes acometidos pela forma cutanea, e
usualmente suprimida nos casos de leishmaniose difusa. Em pacientes portadores
da LTA apds anos de tratamento € comum observar resposta imune celular contra
antigenos de Leishmania. Em todas as manifestacdes clinicas de LTA, a resposta
imune humoral esta normalmente presente, ja na leishmaniose difusa foi observado
um alto nivel de anticorpos, e na leishmaniose cutédnea e cutaneo-mucosa, os niveis
de anticorpos sao baixos ou um pouco elevados, quando ocorre o0 acometimento de
mucosa. Nas formas clinicas cutadnea e cutaneomucosa foi observado uma alto nivel
de anticorpos IgG1 e IgG3, e na forma cutaneo difusa teve um aumento nos niveis
de 1gG4 e IgG1 (NEVES, 2005).
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3 RELAGAO PARASITO-HOSPEDEIRO E MOLECULAS
ENVOLVIDAS

Leishmania sao parasitos intracelulares do sistema fagocitico mononuclear
(SFM) de mamiferos, e sua infecgdo envolve uma série de elementos macrofagicos
que sao estimulados a crescer de modo extraordinario. A relacdo parasito-
hospedeiro tanto na cura, quanto na producdo de formas clinicas, sdo as mais
diversas e depende de fatores genéticos do parasito e do hospedeiro, e também da
interacdo entre parasitos e células hospedeiras (macroéfagos) e de outras células
imunocompetentes envolvidas na estimulagdo ou na modulacdo das reacgdes
imunoldgicas principalmente os linfécitos T e B. A infecgdo por Leishmania, vai
induzir respostas imunitarias que sao tanto do tipo humoral, que se destacam pela
produgao de anticorpos, e do tipo celular que provoca uma hipersensibilidade de tipo
retardado, porém o grau em que ocorre essas respostas varia muito com as diversas
formas da doencga (REY, 2009).

Tem sido observado que a saliva do vetor apresenta varias moléculas, que
interferem na imunidade do hospedeiro no ato do repasto sanguineo. A identificagdo
destes componentes € muito importante, para um possivel bloqueio dessas
moléculas, que ja se sabe apresentam ag¢des anti-coagulante, anti-agregacao
plaquetéaria e vasodilatadora, sendo dessa forma que o vetor consegue controlar a
hemostasia do hospedeiro e realizar o repasto sanguineo tranquilamente (TEIXEIRA
et.al., 2005).

Uma das moléculas caracterizadas como hialuronidase, tem um importante
auxilio na difusdo de outros componentes como prostaglandina E2 (PGE2), a
apirase e prostaciclina, promovendo a dilatagdo sanguinea e impedindo a agregagao
plaquetaria. Das substancias vaso dilatadoras o Maxadilan, é caracterizado como
um potente vaso dilatador, s6 encontrado na saliva de L. longipalpis, promovendo a
formacdo de um lago sanguineo, melhorando o repasto sanguineo dos flebétomos
(TEIXEIRA et.al., 2005).
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A estratégia de invasdo do parasito na célula hospedeira, e sua
sobrevivéncia através de algumas proteinas contidas na superficie do parasito, s&o
de extrema importancia. Todos os tripanosomatideos apresentam em sua superficie
celular proteinas ancoradas por glicosilfosfatidilinostol (GPI), formando assim uma
cobertura que protege a superficie do parasita e medeiam interacdes entre
hospedeiro-parasita. Acredita-se que a associagdo das proteinas ancoradas na
superficie do parasita, por GPI formem clusters em microdominios das membranas
celulares, mais conhecidos como lipids rafts, em associagdo com colesterol,
glicoesfingolipidios, esfingomielina entre outras proteinas sinalizadoras (SANTOS,
2009).

Estas proteinas no parasito formam uma barreira de difusdo macromolecular,
protegendo as promastigotas dos processos microbicidas, como lise mediada pelo
sistema complemento, e radicais de oxigénio. As proteinas GP63, GP42 s&o
denominadas de proteofosfoglicanas (PPG) sendo um complexo
lipofosfoglicano(LPG) e sdo algumas das proteinas ancoradas por GPI na superficie
das promastigotas. Na forma amastigota da Leishmania s&o cobertas por um pouco
de glicocalix sendo sua maioria composto por GIPLs e dglicolipideos que sao
derivados da célula hospedeira (SANTOS, 2009).

A proteina majoritaria da superficie da Leishmania ¢ a GP63 com peso
molecular de 63 KDa, essa proteina esta presente na superficie de varias espécies
de Leishmania. Esta presente tanto na forma promastigota quanto na amastigota de
L. major e L. mexicana, sendo que cada promastigota tem aproximadamente 1% da
proteina GP63. Esta proteina tem um importante papel como mediador no
componente C3 do complemento (C3b e C3bi) intermediando a ligagdo da forma
promastigota ao macrofago, e ainda promovendo protecdo contra a degradagao
dentro do fagolisossomo do macréfago, exibindo uma 6tima atividade em ambiente
acido do fagolisossomo, degradando as enzimas lisossomais que estdo neste
ambiente. Outras proteinas tém mostrado uma participagdo na resposta imune, por
exemplo, as PPGs, GP42, GP46/M2. Ainda conforme Santos (2009).

O lipofosfoglicano (LPG) ndo é um composto protéico, mas tem um
importante papel na interacdo do parasita com o hospedeiro, sendo o mais
abundante glicolipideo na superficie das promastigotas, formando um glicocalix em
toda superficie do parasita. Apresenta importante participacdo no complemento, e

ainda interage com outras proteinas do soro promovendo a entrada dos parasitas
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nos macrofagos, também podendo contribuir com resisténcia contra os efeitos
microbicidas dos macrofagos, por exemplo, inibindo a proteina C quinase,
interferindo na produgcdo de oxido nitrico (NO) e inibindo a maturacédo do
fagossomos(FUMAGALLI, 2008).

Quando o vetor injeta na derme de um hospedeiro (vertebrado) as formas
promastigotas da Leishmania, ocorre o desencadeamento de uma resposta com
fatores séricos e inflamatdrios. Na tentativa de remover os parasitas, pelo sistema do
complemento, tanto na via classica e alternativa, nem todos os parasitas sdo motos,
e aqueles sobreviventes vao conseguir penetrar nos macréfagos pelos receptores
C3 e via CR3, se transformando em amastigotas, apds a formacdo do complexo de
ataque a membrana C5b-C9e e consequiente lise, de forma que vai resultar na morte
aproximadamente 90% dos parasitos inoculados. Com a falta de ativacéo celular
dentro do macrofago, pela inibicdo da liberagdo de IL-12, essa falta de ativagéo
celular faz com que o parasita se multiplique. As células NK chegam ao local da
infeccado nas primeiras 24 horas, com acéao citotdxica, e também sao fontes primarias
de INF-y, ajudando numa resposta imune protetora (PEIXOTO, 2009).

A relagdo do hospedeiro nao-imune, quando, por exemplo, a L. tropica é
introduzida na pele de um homem pela primeira vez, o parasitismo induz o aumento
histiocitario e a fagocitose das promastigotas pelos macrofagos, o que
aparentemente ndao consegue destruir todos os parasitos, assim ocorrendo a
multiplicagdo do protozoario (forma amastigota) nos fagossomos dessas células
(REY, 2009).

O aumento dos histiocitos e o crescimento do numero das amastigotas,
continua até que ocorra no local uma infiltragdo de linfécitos e plasmaécitos. Apds a
apresentacao desses elementos, repara-se uma diminuicdo da proliferacdo dos
macrofagos e com isso uma diminuigdo, por haver um baixo numero de parasitos a
tal ponto que, apds certo tempo, sé podera comprovar a doenca mediante
semeadura do material de biopsia ou puncdo, realizando um meio de cultura
conveniente. Apos certo tempo o parasito vai desaparecer (com isso as culturas
serao negativas) regredindo as reagdes inflamatérias e comegando um processo de
reparagao (REY, 2009).

Este esquema da evolucdo da lesdo de leishmaniose cutdnea no homem
pode apresentar algumas variantes, podendo sofrer necrose na epiderme e nas

camadas subjacentes, ocorrendo a forma ulcerosa, que algumas vezes é
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complicada por infecgbes bacterianas secundarias, com isso a cura tem que
envolver mecanismos de reparagao e cicatrizagdo, alterando a estrutura histolégica
primitiva. A duragao da proliferagao histiocitaria e a infiltragao linfoplasmocitaria vao
variar de individuo para individuo, nos quais sem nenhuma forma de tratamento a
cura espontanea, pode ocorrer entre 3 a 18 meses. Se o hospedeiro for infectado
novamente pela mesma espécie de Leishmania, antes de completar o processo
evolutivo da lesdo, vai acontecer uma super infeccdo, que nao vai repetir toda a
evolugdo, comegando pelo nivel do processo histopatolégico que foi algando pela
primeira lesdo (REY, 2009).

Ja no hospedeiro com imunidade, por exemplo, quando um individuo imune é
infectado por L. tropica, ndo sédo destruidos todos os parasitos imediatamente, uma
experiéncia realizada nestas condi¢des, foi observado o parasito através de meio de
cultura, a partir do material da lesdo, depois de 24 horas da inoculacido, mas nao
conseguindo uma cultura positiva depois de 48 horas. Existem alguns relatos de que
a uta, causada pala L. peruviana e seus aspectos clinicos, sdo muito parecidos com
a leishmaniose cutanea, e a sua epidemiologia sugere que a cura da doenga €
seguida de uma forte imunidade, de tal forma que as popula¢des endémicas dessa
regido so sao infectados pela doenga uma vez. Portanto nas experiéncias realizadas
com L. tropica, foi verificado em uma minoria de individuos que a imunidade através
da cura espontanea, nao foi totalmente eficiente (REY, 2009).

O processo lembra o lupus vulgaris, com um alto nivel de infiltracao
linfoplasmocitaria, com presencga de gigantocitos ocasionais, e uma baixo numero de
parasitos com uma reagao inflamatéria exagerada e grave, como neste caso as
reagcoes celulares sdo também um mecanismo de defesa, mas nao consegue
destruir totalmente os parasitos. Reduzindo a um menor numero consideravel, e
permitindo que a reacao celular se mantenha (REY, 2009).

As primeiras células presentes no local da infecgdo ou da lesado tecidual sado
os polimorfonucleares neutrofilos (PMNs), funcionando como células efetoras e
fagocitarias primarias, mas as formas das promastigotas liberam um fator muito
potente contra neutréfilos, o LCF (Leishmania Chemotatic Fator), mas nao afetando
outros leucdcitos, como mondcitos, células NK (natural killer). Qualquer fragmento
estranho ingerido é destruido por enzimas proteoliticas contidas nos granulos
citoplasmaticos, e pela producdo de radicais de oxigénio, ocorrendo apds, uma

producdo de neutrofilica de interleucina-8 (IL) provocando um aumento de mais
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neutrofilos para o local da infecgdo. O mecanismo de parasitismo e benéfico para a
Leishmania, direcionando o processo inflamatério a uma resposta imune
inespecifica, conseguindo escapar da acdo das células efetoras, como os
macrofagos e com isso o parasita permanece no tecido (PEIXOTO, 2009).

Na circulagdo sanguinea os PMNs tém uma vida curta de 6 a 10 horas, onde
vao sofrer apoptose, o atraso ocasionado pela leishmaniose de 2 a 3dias né&o
previne a apoptose dos neutréfilos infectados, os PMNs sdo divididos em células
CD28+ ou CD28-, e os primeiros tem a capacidade de interagir com CD80/86 dos
macrofagos, induzindo uma producéo de INF-y e fatores quimiotaticos de células T,
assim comec¢ando o estimulo inicial imune de células T para combater a
leishmaniose. Apos dois a trés dias vai ocorrer uma entrada de mondcitos e
macrofagos no local do processo inflamatério, proporcionado pela producédo de
quimiocinas indutoras (macrophage inflammatory protein-1alfa MIP-1a e MIP-B). Os
macrofagos fagocitam os PMNs infectados pela identificacdo de fosfatil contida na
superficie das células inflamatdrias, dessa forma nao ocorre a ativagao das fungdes
antimicrobianas dos macréfagos, sendo o melhor caminho de invasao do parasito na
célula hospedeira (PEIXOTO, 2009).

3.1 Macréfagos

Os macrofagos apresentam varias funcdes, permitindo a replicagdo do
parasito, por outro lado funcionam como células apresentadoras de antigenos
(APCs) e fonte de citocinas que modulam a resposta imune mediada pelas células T.
As moléculas de LPG e gp63 sao as principais moléculas de superficie da
Leishmania, essas moléculas em contato com C3b e C3bi do sistema complemento,
vao interagir com CR1 e CR3 da superficie dos macréfagos, com isso e permitido a
entrada do parasito no macrofago. Os receptores: CR4, receptor fibronectina,
receptor Fc de gama imunoglobulina, receptor manose-fucose (MFR) e receptor da
galectina-3, também estdo envolvidos na interacdo parasitos e macréfagos
(PEIXOTO, 2009).

Quando sao ativados os macrofagos, principalmente por lipopolissacarideos
de Escherichia coli (LPS) ou TNF- a, vao apresentar no interior de seus

fagolissomos secundarios, alem de enzimas hidroliticas uma serie de metabolitos
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toxicos do oxigénio (&nion oxido, peréxido de hidrogénio e oxido nitrico) na tentativa
de eliminar os parasitas Leishmania (ALBUQUERQE, 2006).

Para que ocorra a producéo destes metabolitos toxicos, ocorrera um grande
consumo de oxigénio pelos macrofagos conhecido como (burst) respiratério ou
explosao respiratoria. Estes fagocitos conseguem sintetizar 6xido nitrico a partir de
L-arginina pela enzima NO-sintetase induzida (iNOS), que é importante radical livre
microbicida, que reage com o superdxido gerando peroxinitrito, outro agente
citotoxico (ALBUQUERQE, 2006).

Os macréfagos ativados comegam produzir diferentes tipos de citocinas como
o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), IL-18, IL-12, IL-6 e INF-y. Na maioria das
infeccbes parasitarias intracelulares o IL-12 e um bom adjuvante, e um pré-requisito
a resposta imune de TH1, os macrofagos e DCs sao responsaveis pela sua
producao (PEIXOTO, 2009).

Quando a uma interagdo do CD40 com tido na superficie dos macrofagos,
com o CD40L da superficie dos linfécitos T ativados, a produgao e expressao de IL-
12, ativando células T a produzirem INF-y. Apensar que o macréfago tenha o
mecanismo de proteger o hospedeiro de parasitos intracelulares, mas eles possuem
mecanismos adaptativos que modulam a resposta inflamatéria como forma de
persisténcia no tecido (PEIXOTO, 2009).
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4 HISTORIA DAS VACINAS ANTI-LEISHMANIA

Historicamente a vacinagdo contra a leishmaniose humana e conhecida e
praticada desde a antiguidade onde se acreditava que individuos com lesdes
cicatrizadas na sua pele eram imunes a uma nova infec¢cao por Leishmania. Alder
em da universidade Hebrew de Jerusalém foi o primeiro a desenvolver a vacina, ao
observar que as maes libanesas expunham seus bebes a picadas de flebotomineos.
Quando percebiam que havia tido uma unica lesdao, que se auto curava poderia
proteger seus filhos da forma mais severa da doenga (SANTOS, 2009).

Outro método usando antigamente no oriente médio, era a retirada de
material escarificado de uma ferida de um individuo infectado, é aplicado em uma
pessoa nao infectada, acreditando que essa técnica iria trazer protecdo contra a
doenca. O local de aplicagdo era em partes do corpo onde a cicatriz ficaria
escondida. Essa pratica era conhecida como leishmanizagao e foi usada na década
de 70 e 80 em lIsrael e Ira, porém como essa técnica utilizava parasitos vivos e
virulentos recuperados dos exsudatos, mais tarde foram substituidos por parasitas
cultivados em meio livre de células, por outro lado foi banida a técnica por trabalhar
com parasitas vivos, com a possibilidade de uma persisténcia do parasita no

hospedeiro imune agravando a doenga (SANTOS, 2009).
4.1 Vacinas de Primeira Geragao, Segunda e Terceira

A primeira tentativa de vacinagao com parasitas vivos foi realizado na uniao
soviética, obtendo-se cerca de 80% de infec¢gdes imunizantes, e no mesmo periodo
comecgou-se a trabalhar com promastigotas vivas em lIsrael, onde foram inoculadas
167 pessoas, mais tarde foi realizado um novo estudo onde foi inoculado um grupo
de 555 pessoas, notando-se que nao ocorreram efeitos colaterais e recomendacéao
do autor para utilizagdo também em criangas, iniciando a vacinagdo em grande
escala. Na vacinagdo homologa era utilizado um parasito da mesma espécie que se

queria protegao, mais foi relatado que a principal consequéncia era a possibilidade
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de desenvolvimento de formas mais graves da doenca, entdo podendo ser utilizados
s6 parasitos reconhecidamente causadores de formas autolimitadas da doenca.
Com isso nenhuma das espécies que provocam a doenga nas Américas poderia ser
classificada. Em 1963, Lainson e Strangways-Dixon, tentaram a proteg¢ao contra a
infeccdo por L. mexicana, usando um numero menor de parasitas da mesma
especie e inoculados em local diferente da orelha. A aplicacdo da vacinacao era
sempre feita em um local ndo exposto do corpo (NETTO, BARRAL, 1987).

O uso dessa técnica foi criticado devido ao risco de apresentar problemas
como, multiplas lesbes agravando a situagdo e até podendo igualar a um caso de
infeccdo natural. Além disso, foram registradas infecgdes secundarias nas ulceras
da vacina, chegando a 25% da populagao vacinada e algumas reagdes alérgicas em
pacientes que fora imunizados. Ja na infecgdo heterdloga constituida por parasitas
nao virulentos ou virulentos. Era composta por parasitas de uma espécie diferente
daquela que se queria propor imunidade. Ha relatos que um macaco que tinha sido
infectado pela L. tropica se tornou resistente a infec¢ao por L. Donovani e mais tarde
o fato foi confirmado em caes (NETTO, BARRAL, 1987).

Como a utilizagdo de organismos vivos como vacina ocorreram muitos
problemas, por exemplo, formacdo de graves lesdes de pele ndo controladas,
alergias, outras afecgdes de pele e imunossupressdo. O uso de promastigotas vivas

virulentas como meio de vacina foi interrompido.

4.2 Vacinas de Parasitas atenuados ou Parasitas mortos

A idéia de uma vacina composta por parasitas atenuados ou principalmente
produtos parasitarios, era para se evitar os perigos existentes encontrados
anteriormente no emprego de parasitas infectantes, tanto virulentos ou ndo e
homologos ou heterdlogos. Foi realizado um experimento por Parrot em 1929, na
tentativa de conseguir imunidade em macacos usando Leishmania morta pelo calor,
e utilizagao de parasitas que perderam sua infectividade devido a longa manutengao
em cultura, esse experimento foi realizado em camundongos, ndo sendo bem
sucedido em nenhuma das tentativas. Salles-Gomes em 1939 tentaram tal
imunizacgao e depois em 1940 o Prof. Samuel Pessoa, Com isso houve um interesse
de pesquisadores brasileiros de produzir uma vacina com parasitas mortos (NETTO,
BARRAL, 1987).
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Um estudo mais recente sobre radiacado ionizante nas formas metaciclicas do
parasita da espécie Leishmania amazonensis como forma de selecdo para uma
resposta imune. Foram comparados diferentes grupos de camundongos imunizados
com esses parasitos, observando-se que apenas os camundongos Balb/c que foram
imunizados com parasitas selecionados com as doses de radiagédo (100 e 400 Gy),
apresentaram titulos de anticorpos significativos (p<0.001). Por outro lado, os
camundongos C57/bl6 que foram imunizados com parasitas selecionados com a
dose de 400 Gy, apresentaram niveis intermediarios de anticorpos (p<0.05),
mantendo-os apds 45 dias do desafio (BONETTI, 2006).

Outros testes foram realizados para saber qual o tipo de subclasses de
Imunoglobulina G estava envolvida. Os camundongos Balb/c apresentaram apés 15
dias da ultima dose de imunizagdo um aumento da subclasse IgG1. E também os
niveis de IgG2 também apresentaram-se elevados. Ja os camundongos C57/bl6
apresentaram uma diminuigdo dos titulos de IgG1 nos primeiros 15 dias apds a
ultima dose. Foi relatado que no grupo controle os camundongos receberam doses
de parasitas mortos com elevada dose de radiagcdo, sem selecdo com doses mais
baixas. Ao final do experimento, os niveis de IgG1 se mostraram baixos, porém com
os niveis de IgG 2b aumentados (BONETTI, 2006).

4.3 Adjuvantes

Muitos pesquisadores acreditam na associagao de adjuvante na vacina contra
a leishmaniose. Assim recentemente varios pesquisadores tentaram identificar
novos adjuvantes como o ONO-4007, um adjuvante que vai aumentar a imunidade
do tipo 1 e induzir producdo de oxido nitrico, podendo apresentar efeito
leishmanicida. Esta associagao foi testada contra L. Amazonensis e L. Major,
obtendo-se um bom resultado com inibicdo da proliferagcdo do parasita na célula
hospedeira. O autor relata ainda que os adjuvantes melhoram as vacinas de varias
formas, potencializando antigenos fracos, reduzindo a dose de antigenos na vacina
assim reduzindo o custo, elevando a duracao da resposta imune, modulando a
avidez do anticorpo. Apesar de tudo ainda ndo se conhece totalmente o mecanismo
de acao da maioria dos adjuvantes (SANTOS, 2009).

Outra pesquisa relata a utilizagdo do UFV H2b20, como adjuvante na tentativa

de imunizar camundongos BALB/c contra a Leishmania braziliensis. Apesar de in
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vitro esse Lactobacillus induzir altos niveis de resposta Th1, caracterizada pela
producdo de IFN-A, TNF- a e IL-12., ndo se mostrou capaz de proteger
camundongos BALB/c. Nao atendendo ao propdsito como adjuvante indutor de uma
resposta protetora especificamente para esse tipo de parasita (CASTRO, 2005).

Outros estudos nos mostraram o potencial da BCG na vacinagdo contra
leishmaniose. O M. Bovis de BCG é usado como adjuvante em algumas vacinas
formuladas com parasitas mortos. A associacdo BCG com composto de L.
amazonensis e L. Mexicana no Equador, foi capaz de induzir 73% de protecédo, mais
tarde foram feitos novos estudos para a confirmacao destes resultados, que foram
considerados inconclusivos (NASCIMENTO et.al., 2009).

Estudos realizados com uma molécula hsp70 (proteina de choque térmico)
usada como adjuvante para melhorar a resposta das células T, possuindo fungdes
de citocinas mostrou que a fungdo apresentadora de antigeno foi melhorada
(SACHDEVA et.al, 2009).

4.4 Vacina de DNA

Atualmente, varios pesquisadores apostam no uso da vacina de DNA, tendo
como melhor candidato para o desenvolvimento de vacina contra a leishmaniose as
proteinas que o parasito necessita para sua sobrevivéncia ou a adesao de um
parasito para célula hospedeira O primeiro candidato para vacina de DNA foi a
proteina Gp63, por estar na superficie de varias espécies de Leishmania, sendo
glicoproteina de 63 kDa. Num estudo realizado com a proteina gp63 associada com
proteinas de choque térmico de 70 kilodalton (Hsp70) molécula adjuvante, foi
relatada uma reducgado significativa da carga parasitaria depois de 30 dias da
infeccdo em camundongos BALB/c. Foi observado que a proteina gp63
recombinante potencializou a capacidade imunogénica do antigeno DNA gp63
vacina, ocorrendo aumento de citocinas de perfii Th1. Ambas as vacinas
demonstraram contra a infeccdo parasitaria uma grande eficiéncia, reduzindo a
carga parasitaria em camundongos BALB/c. Por outro lado, a proteina impulso nao
aumentou significativamente a eficacia das vacinas testadas. Mais quando foi
comparado todas as vacinas, a Poly tope DNA vacina associada com o adjuvante
Hsp70 mostrou uma maior eficiéncia (SACHDEVA et.al, 2009).
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Em outra pesquisa foram isoladas 11 proteinas de L. Amazonensis, com
pesos moleculares variando de 13.5 a 97 Kda, e essas proteinas foram combinadas
com BCG e gp63, sendo observado uma protecdo de 42,86% nas vacinas
constituidas de gp63+46+22kDa, gp63+13.5+25+42kDa, gp63+46+42kDa,
gp63+66kDa e gp63+97kDa, e 57,14% na protecdo obtida com a vacina
gp63+46+97kDa, gp63+46+97+13.5kDa, gp63+46+33kDa, e 71,43% com uma
vacina contendo todas as proteinas € gp63, e foi mostrado que a proteina de 40kDa,
nao apresentou uma boa protegdo contra a leishmaniose cutédnea sendo assim
excluida dos estudos (MORA et. al, 1999).

Foram avaliados 10 PUFs, que sao reconhecidos pelo sistema imune do
hospedeiro infectado com Leishmania infantum, observado que os rLiPUF1 e
rLiPUF2 teve uma forte reatividade, e os rLiPUF4, rLiPUF5 e rLiPUF8, tiveram teores
regulares, enquanto rLiPUF3, rLiPUFG, rLiPUF7,
rLiPUF9b e rLiPUF10 tiveram baixa reatividade. Como os PUFs s&o reconhecidos no
soro de hospedeiros pelo sistema imune, podendo ter utilidade no desenvolvimento
de uma vacina ou no diagnostico da leishmaniose (FOLGUEIRA et. al, 2010).

No seguinte trabalho, com uma proteina ribossomal PO (LiPO), foi observado
uma resposta humoral Th2 predominante. Foi administrado proteina recombinante
soluvel, tanto do tipo proteina (rLiPO) ou em um formato de DNA plasmodial
(pcDNAS3-LiP0). Nos camundongos inoculados com plasmideos pcDNA3 LiPO houve
uma auséncia de anticorpos contra o LiPO proteina no soro, com isso foi realizado
um grupo adicional de camundongos que foram vacinados tanto com pcDNAS3-LiPO
e estimulados com rLiP0, os camundongos desenvolveram altos niveis de anticorpos
anti-LiPO do que aqueles que foram vacinados apenas com proteinas soluveis. Foi
demonstrado que houve uma redugao parasitaria na utilizagcdo da vacina de DNA
LiPO, e encontrado uma resposta de anticorpos IgG2a inicial contra LiPO que mudou
para um perfil misto-IgG1 IgG2a. Mais foi observado que a resposta imune nao foi
suficiente para impedir a progressao da infecgdo de uma alta dose de cepa virulenta.
Outros estudos mostram um grande potencial para uma futura vacina contra
leishmaniose na formulacdo de DNA (IBORRA et al, 2003).

Em um estudo envolvendo lipossomas e antigeno da membrana do parasita
da Leishmania donovani, induziu a producdo de anticorpos especificos, e uma

resisténcia contra a infecgéo por Leishmania donovani (BATISTA et. al, 2007).
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O estudo feito com proteinas de ribossomos combinadas com CpG
Oligodeoxynucleotides, foi capaz de controlar uma segunda infecgédo, reduzindo
consideravelmente o numero de parasitas em camundongos desafiados com
Leishmania major, observando-se um nivel predominante de resposta Th1 contra os
antigenos do parasita, e altos niveis de IFN-y especifico do parasita. Os
camundongos apresentaram uma alta relagdo 1gG2a/lgG1 para deteccdo de
anticorpos anti-Leishmania (RAMIREZ et al, 2009).

4.5 Vacinas baseadas na saliva do vetor

As substancias existentes na saliva dos flebotomineos apresentam uma
grande atividade imunogénica e aumentam a producao de anticorpos contra varias
proteinas. Nao esta totalmente esclarecido o exato papel destes anticorpos na
protecdo contra leishmaniose. Alguns estudos em animais mostraram que quando
expostos a picadas de flebotomineos ou inoculados com o SGS, eles desenvolvem
elevados niveis de anticorpos IgG anti-saliva (TEIXEIRA et.al., 2005).

Em outro trabalho foi observado que grupos de animais vacinados com a
proteina MAX da saliva do vetor, apresentaram reducdo de trés a cinco vezes no
tamanho das lesdes em relagdao aos animais nao vacinados, reducao do crescimento
parasitario, e a cicatrizagdo ocorreu em 50 dias apés a infecgdo, enquanto no grupo
tratado com adjuvante ou diluente, apdés 65 dias ainda nao tinha ocorrido a
cicatrizacédo (AIRES et al, 2005).

Foi isolado um grande numero de proteinas salivares e genes do vetor
Phlebotomus papatasi € foi encontrado uma proteina de 15 kDa, denominada
PsSP115. Tornado resistentes a uma infecgao constituida de saliva mais parasitas,
0S animais imunizados com a sequencia SP15 associado com proteina ou
plasmideo, apresentaram uma intensa reagédo de hipersensibilidade tardia (RHT) e
um aumento na produgao de anticorpos, uma construgdo de cDNAs provenientes da
glandula salivar de L. longipalpis, proporciono uma resposta imune celular contra
antigenos da glandula de L. longipalpis em camundongos e BALB/c. E outras
construgdes de cDNA protegeram animais infectados com L. chagasi mais SGS de
L. longipalpis. Além de uma protegao foram capazes de induzir uma reagao de RHT,
os estudos relacionados a saliva do vetor nos mostra novos candidatos para uma

vacina segura e eficaz contra a leishmaniose, e associada a técnica de DNA, podera
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ser uma grande alternativa para induzir uma resposta imune contra os produtos da

saliva, assim impedindo a transmissao da leishmaniose (TEIXEIRA et.al., 2005).
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5 CONCLUSAO

Este trabalho revela que a leishmaniose € uma zoonose em franca expansao
no Brasil, sendo considerada uma das cinco doengas cujo estudo foi considerado
prioritario pela OMS. Além de causar milhares de Obitos anuais é capaz de induzir
deformidades extensas que afastam o individuo do convivio social, apresentando
sintomas como febre, anemia, hepatoesplenomegalia e ulceragdes cutaneas. Como
a terapéutica disponivel para a parasitose apresenta alta toxicidade (hepatotdxico,
nefrotdxico e cardiotoxico), tempo prolongado de tratamento e pode causar a
resisténcia do parasito, seria o ideal a utilizagdo de um bom método profilatico, como
uma vacina efetiva contra a doenga. Como até o momento uma vacina eficaz contra
o parasito ndo foi desenvolvida, a prevengao individual, utilizando-se de medidas
como: uso de mosquiteiros, repelentes, combate ao vetor (inseticidas), etc., (0 que
nao tem grande efetividade em areas endémicas), tem sido utilizada.

As pesquisas, no sentido de se produzir uma vacina eficiente, iniciaram-se a
muitos anos, com pesquisadores observando praticas populares como, por exemplo,
expor seus filhos a picada do vetor para uma possivel imunidade. Com isso veio a
primeira técnica de vacinagao contra parasitose, parasitas vivos foram retirados de
exsudatos de feridas e reaplicados em pacientes esperando-se que este se tornasse
imune ao parasita. Depois de um tempo foi melhorada a técnica e se utilizava
parasitas cultivados in vitro. Essa técnica era conhecida como leishmanizagao teve
bons resultados no inicio, mas com o passar do tempo foi observado que algumas
pessoas imunizadas, com esse técnica apresentaram a doenga e ainda que pudesse
ocorrer a forma mais grave da doenca. A partir de entdo foi constatado que seria
arriscado trabalhar com organismos vivos, sendo assim banida a técnica (SANTOS,
2009).

Porém, os esforgos ndo pararam, e comegaram as pesquisas utilizando-se de
parasitas mortos ou fragmentados. Parrot (1929) usou Leishmania morta pelo calor,

e observou que os parasitas perdiam sua infectividade. Salles-Gomes (1939) e
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Samuel Pessoa (1940) tentaram repetir tal experimento, porém, ndo obtiveram
sucesso (NETTO E BARRAL, 1987).

Apesar destas tentativas ndo terem dado certo, varios pesquisadores
acreditaram no potencial de uma associagao de parasitos com um adjuvante para
uma melhor eficacia da vacina. Outras substanciam também s&o pesquisadas pela
sua importancia como a saliva dos flebotomineos que mostraram uma grande
importancia, por apresentarem uma grande atividade imunogénica aumentando a
produgao de anticorpos contra varias proteinas podendo ser um possivel candidato
a vacina.

A ferramenta mais recente utilizada no desenvolvimento da vacina anti-
Leishmania, € o DNA. Esta técnica aborda dois caminhos, a inibicdo da entrada do
parasita na célula hospedeira e o bloqueio das proteinas que o parasita necessita
para sobreviver. Pesquisas demonstraram que a imunidade ao parasita aumentava
surpreendentemente quando se utilizava tal vacina, demonstrando o grande
potencial da mesma.

Esse trabalho nos mostra que a produg¢do de uma vacina anti-Leishmania tem
sido um grande desafio ha décadas. As pesquisas comprovam que os estudos tém
evoluido e com a vacina de DNA uma pequena luz se acendeu no fim do tunel,
indicando que pode estar ai, nessa nova técnica, o sucesso, a tdo esperada vacina

contra a leishmaniose humana.
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