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RESUMO

Os 02 milhdes de novos casos todos 0os anos no planeta, e 350 milhGes de pessoas
vivendo em areas de risco para leishmanioses, definem esta antropozoonose como
doenca reemergente para organizacdo mundial da salde. Neste cenario, da evidente
importancia da enfermidade, inimeros trabalhos tém sido conduzidos com intuito na
obtencdo de ferramentas profilaticas (vacinas), e ao se considerar especificamente a
epidemiologia da leishmaniose visceral, a espécie canina assume importante papel, e a
elaboracdo de uma vacina para cdes, pode determinar a reducdo nos casos de
leishmaniose visceral humana.
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ABSTRACT

The 2 millions new cases every year around the world and the 350 millions of people
living in leishmaniasis dangerousness areas define this anthropo-zoonosis like a re-
emergent disease to the World Health Organization. Lots of researches have been
carried out with the intention of to obtain prophylactic tools (vaccine) and, specifically
considering the epidemiology of visceral leishmaniasis, the canine specie assume
important role. The development of a specific canine vaccine can to determine a
sensible reduction on cases of visceral leishmaniasis in humans.

Key words: canine specie, leishmaniasis, vaccine

INTRODUCAO
Estima-se que ocorra mais de 02 milhdes de novos casos de leishmanias todos 0s
anos no planeta, e ainda que 350 milhGes de pessoas vivam em areas de risco da doenga
(AHMED et al.,, 2009; CORRALES et al.,, 2010). A leishmaniose é considerada
endémica em 88 paises (OKWOR et al., 2009). Na América, as espécies de leishmanias
envolvidas nas apresentacfes clinicas sdo, principalmente, a L.infantum, L.chagasi, e
L.major, sendo que as duas primeiras, determinam a leishmaniose visceral (LV),
também conhecida como Kala-azar segundo Borja-Cabrera et al. (2010) e a dltima
determina a leishmaniose cutanea (LC) segundo Okwor et al. (2009), respectivamente.
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Doenca parasitaria que apresenta desde um quadro clinico brando com lesdes de pele
(LC), que podem se curar espontaneamente, até um quadro clinico fatal (LV), se nédo
tratada adequadamente (DANESHVAR et al., 2009; RAVINDRAN et al., 2010;
MASIH et al., 2011).

A Leishmaniose visceral, como sugerido por Moreira et al. (2009), pode levar a
uma mortalidade de 98% dos infectados, na auséncia de tratamento, considerando 0s
500 mil novos casos por ano, apresentado por Andrade et al. (2009) e Carcelén et al.
(2009), para estimativa de matematica simples, as mortes poderiam chegar préximo de
490 mil de pessoas anualmente, quando da auséncia de tratamento especifico.

Definida como reemergente, pela Organizacdo Mundial da Salude, é uma
antropozoonose, transmitida por meio da saliva de Lutzomyia longipalpis
(phlebotomineo) (ANDRADE et al., 2009; CARSON et al., 2009; DRAHOTA et al.,
2009; BORJA-CARRERA et al., 2010).

Os reservatorios naturais da infeccdo, no ciclo urbano, sdo os canideos
domésticos, dessa forma, como sugere Carcelén et al. (2009), o controle da doenca em
cdes, associado com o controle da transmissdo pelo vetor (phlebotomineo), representam
pontos fundamentais na epidemiologia, e podem ser a chave para o controle da
transmisséo para seres humanos.

Os tratamentos medicamentosos existentes (antimoniato de meglumine,
anfotericina B) podem apresentar bons resultados em alguns modelos experimentais,
mas apresentam efeitos colaterais, toxicidade (MEDDEB-GARNAQUI et al., 2010;
KAUR et al., 2011), além de altos custos (CRACELEN et al., 2009). Em c&es o uso do
antimoniato n&o é efetivo (TRIGO et al., 2010).

A informagdo de que o sistema imunoldgico responde fortemente, quando de
uma segunda exposicdo ao agente de leishmania, € segundo Masih et al. (2011), a
fundamentacdo de que o controle da doenca pode ser alcangado por meio de vacinacéo.
Nesse sentido, indmeros trabalhos, em varios modelos experimentais, procuram
caracterizar a resposta imune do hospedeiro, frente a diversas alternativas de antigenos e
adjuvantes, com o objetivo de producéo de vacinas eficientes para o controle da doenca.

Dentre as vacinas de 1° geracdo temos recentemente que a utilizacdo de
L.infatum atenuada com antibidticos, promove bons resultados na ativagdo do sistema
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imune (DANESHVAR et al., 2009; DANESHVAR et al., 2010). No contexto das
vacinas de 2° geracdo, a utilizacdo de antigenos purificados resultou, recentemente, na
producdo da vacina leishmune®, liberada comercialmente, para profilaxia em cées no
Brasil, segundo Borja-Cabrera et al. (2010) esta ferramenta apresenta melhores
resultados quando comparado com imunoquimioterapia. Ainda se tratando das vacinas
de 2° geracdo, as vacinas com antigenos recombinantes, tém sido descritas como
efetivas na ativacdo do sistema imunologico, e na manutencdo da prote¢cdo em modelos
experimentais com camundongos, cdes (CARCELEN et al., 2009; KAUR et al., 2011),
e fase | em humanos (CHAKRAVARTY et al., 2011).

As vacinas de 3° geracdo, conhecidas como vacinas de DNA, utilizam
tecnologia de insercdo e amplificacdo genética para estimular o sistema imune. Estudo
recente com camundongos conduzido por Agallou et al. (2011), utilizando células
dentriticas derivadas de medula dssea, nas quais foram inseridos peptideos de
Leishmania (KMP-11) e nucleotideos, determinou protecdo neste modelo experimental.
Carson et al. (2009) comenta ser necessario 0 uso de IL-12 exdgena como adjuvante
para KMP-11, na inducdo de resposta satisfatoria, quando espécies diferentes de
Leishmania estdo presentes. Comenta ainda que, vacinas de DNA sdo altamente estaveis
para estocagem e distribuicdo, sendo uma vantagem consideravel para regiées em que a
preservacao pelo frio ndo € viavel.

Daneshvar et al. (2009) e Lima et al. (2010) sugerem que o desenvolvimento de
uma vacina para cdes pode representar o método mais eficiente para reduzir a incidéncia
da enfermidade em humanos. Dessa forma, esta revisdo procura reunir informagoes
acerca das metodologias recentemente utilizadas no modelo canino, para obtencdo de
vacinas para leishmaniose visceral.

A intensa resposta imune em cées pode resultar em glomerulonefrite e poliartrite
(NELSON e COUTO, 2010). O reconhecimento da infeccdo no hospedeiro vertebrado
inicia-se com o aporte de neutrdfilos, que sdo as células inflamatorias predominantes
nas primeiras 24 horas poés-infeccdo (MOREIRA et al.,, 2009). Na sequéncia do
processo patolégico, os macréfagos assumem papéis importantes, na evolucdo e/ou
resolucdo do processo inflamatorio, pois promovem a apresentacdo de antigenos as
células T, que respondem liberando citocinas como IFN- vy, ativando consequentemente
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estes macréfagos, em suas fungdes de promover a morte de amastigotas intracelulares,
por meio da producéo de Oxido nitrico (CARRILO et al., 2009; MOREIRA et al., 2009;
LIMA etal., 2010; TROTTA et al., 2010).

Tratamentos que bloqueiam a acéo enzimatica da ON sintetase, determinam uma
forte reducdo da atividade microbicida destes fagdcitos (TROTTA et al.,, 2010).
Macréfagos infectados com amastigotas de Leishmania apresentam baixa habilidade em
manter sinalizacdo com moléculas de TCR, o que é fundamental para completa ativacao
de células T (DEY et al., 2009).

Em modelos de camundongos e em humanos curados, os niveis de IFN- vy, é
associado a resolugdo da infeccdo (LIMA et al., 2010), fato confirmado em outro
experimento, in vitro, em que o IFN- y determinou a inibicdo do desenvolvimento
intracelular de Leishmania (MAISH et al., 2011).

A atividade bioldgica do sistema imune depende, no caso de leishmanioses, de
uma correta apresentacdo de antigenos as células T CD4+, com um direcionamento a
resposta Thi, e assim, uma eficiente ativacdo de macrofagos (CARCELEN et al., 2009;
OKWOR et al., 2009; ARAUJO et al.; 2011). A IFN- y, promove um incremento na
expressdo de moléculas de MHC (complexo principal de histocompatibilidade), e
moléculas de co-estimulacdo, promovendo o direcionamento para resposta Thl (LIMA
et al., 2010).

Estudo recente observou que a utilizacdo de parasitas mortos, como antigeno
vacinal, promove uma proliferacdo de células T CD4+ apenas, em contrapartida, a
utilizacdo de parasitas vivos (virulentos e ndo virulentos), promove tanto uma resposta
CD4+ como uma resposta de CD8+ (OKWOR et al., 2009). As células T CD8+
desempenham papel importante na producdo de células de memoria, garantindo a
resposta duradoura (MALAFAIA et al., 2009).

A ativacdo de células Th2 promove uma modulagdo da resposta imunologica,
por meio da IL-4 secretada, e determina a progressdo da patologia (OKWOR et al.,
2009; ARAUJO et al., 2011). A IL-10, também produzida em resposta a ativacio de
Th2, incrementa a ndo ativacdo de macréfagos (OKWOR et al., 2009).

Contraditoriamente, Ravindran et al. (2010) afirma que uma vacina, que seja
capaz de direcionar uma resposta Th1 apenas, ndo é suficiente para garantir a protecédo a
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infeccdo, colocam ainda que a IL-4 desempenha papel benéfico no inicio do processo de
resposta imunoldgica.

A resposta imunologica, a patogenos intracelulares em infeccdes latentes, pode
gerar a formacdo de granulomas, como resultado do acumulo de células inflamatorias
no entorno de células infectadas, com a formagdo de células multinucleadas e células
epitelidides. Os granulomas quando presentes s&o indicios do sucesso do sistema imune,
e a presenca destes no figado de humanos, estd relacionada com a manutencdo da
infeccdo na forma subclinica, ou mesmo a cura espontanea da enfermidade (MAISH et
2011). Caes, experimentalmente infectados com cepa selvagem de L. infatum, e que
desenvolveram apenas sinais clinicos moderados da doenca, apresentam 10 meses ap6s
a infeccdo, granulomas infiltrativos no parénquima hepatico (DANESHVAR et al.,
2009).

Um consenso acerca do sucesso do sistema imunologico frente a patologia, alem
da ndo apresentacdo de sintomatologia clinica, é a baixa titulacdo de imunoglobulinas
anti-leishmania e a positividade no teste de hipersensibilidade de pele (CARRILO e
MORENO, 2009; DANESHVAR et al., 2009).

Dentre as vacinas atenuadas, recentemente a utilizagdo de gentamicina como
fator atenuante para L.infatum, promoveu uma reversdo na viruléncia, evidenciada pela
ndo ocorréncia de lesdes (histopatoldgicas) no baco e figado, 10 meses apOs a
administracdo em cdes (DANESHVAR et al., 2009). Em outro estudo, foi demostrado
que os niveis de IFN-y, sd3o maiores para o grupo no qual se utilizou a L.infatum
atenuada, em relacdo ao grupo no qual foi administrado a L.infatum somente, mostrou
ainda, que menores valores de IL-10, sdo obtidos no grupo com administracdo de
L.infatum atenuada (DANESHVAR et al., 2011).

A utilizacdo de antigenos purificados vem sendo bastante estudada. Estudo
recente demonstrou que 0 uso em cdes, da composi¢cdo de 1,5mg liofilizado de
FML(fucose manose ligante) associado a 0,5mg de saponinas (Quillaja saponaria
saponins),como adjuvante, e reconstituida com 1ml de solucdo salina (NaCl 0,9%),
denominada comercialmente como Leishmune® {patente registrada, INPI
n°P11100173-9 (18.3.97), Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brasil}, por via
subcutanea, apresenta como resposta imunoldgica, baixos niveis de IL-4. Mostrou
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ainda, quando comparou o perfil de citocinas com o uso de leihmune ® e leishvacine,
que ocorre alta producdo de IL-4, no grupo em que se utilizou leishvacine (BORJA-
CABRERA et al., 2010). Outro estudo, que também comparou o perfil de citocinas
entre as duas vacinas, observou que, além das citadas diferencas na producdo de 1L-4,
ocorre ainda uma maior producdo de 6xido nitrico na leishmune® (ARAUJO et al.,
2011).

A protecdo em cdes vacinados com leishmune ® é proxima de 95% (BORJA-
CABRERA, 2010). A evidenciacdo da protecdo induzida por essa vacina é, confirmada
em estudo, que obteve 98% de soro positividade, e 100% de positivos no teste de
hipersensibilidade cuténea, para o grupo vacinado (LIMA et al., 2010). A leishmune®
prova dessa forma, ser segura e altamente imunogénica para cées, ainda segundo (LIMA
etal., 2010).

O uso de vacinas como terapéuticos em cées, também tem sido descritos em
alguns trabalhos, dados recentemente obtidos concluem a imunoterapia, com o0 uso de
leishmune®, produz melhores resultados que a quimioterapia convencional, e ainda
melhor resultado, que o uso associado de vacina (proteinas sollveis de promastigotas de
L. infantum) com antimoniato de meglumine (Glucantine®) (BORJA-CABRERA et al.,
2010). Resultados animadores considerando o cdo como chave na epidemiologia da
doenca visceral.

A utilizacdo de antigenos recombinantes para obtencdo de vacinas para
leishmaniose, utilizando-se do modelo canino para identificacdo de imunogenicidade,
também tem sido contemplada em alguns trabalhos. Trabalho recente, que utilizou a
proteina “Q”(composta por 05 fragmentos antigénicos de acido ribossémico e proteina
H2A) como antigeno, observou que tanto na aplicacdo de uma dose simples, como na
aplicacdo de duas doses desta proteina, resulta em uma alta producéo de 1gG2, e ainda
que duas doses ¢ mais efetiva que uma dose tnica (CARCELEN et al., 2009). Fato que
para o autor, € uma evidéncia de forte protecéo.

Outro estudo, procurou definir a seguranga de se utilizar antigenos
recombinantes (dipeptidio muranil - MDP, coriniobacterium parvo - C.parvum,
ISCOmatrix), associados com diversos adjuvantes, e a conclusdo mais relevante deste
estudo, versa sobre a incompatibilidade da utilizacdo de BCG(Bacillus Calmette-
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Guérin), como adjuvante no modelo canino, por promover fortes reagdes locais,
chegando a Ulceras, em alguns casos (POOT et al., 2009).

O tratamento de leishmaniose canina visceral, com a utilizacdo de uma poli
proteina recombinante (leish-111f) associado a MPL-SE, como adjuvante, provou ser
mais segura e eficiente que a quimioterapia convencional, abrindo novas formas de se
pensar leishmaniose visceral, fazendo ent&o, da imunoterapia uma opgéo para controle
da doenca (TRIGO et al., 2010). Este estudo conclui ainda que o uso de MPL-SE, em
cdes, promove um direcionamento de resposta Thl, melhor que quando utilizado a IL-
12 como adjuvante.

A utilizacdo de DNA/MVA TRYP, como vacina, mostra-se ser eficiente e
segura, do ponto de vista da estimulagdo do sistema imunologico, no qual confere uma
resposta predominantemente Thl, e ainda do ponto de vista clinico, ndo apresenta
reacOes adversas quando utilizadas em cdes (CARSON et al., 2009).

Uma barreira nas vacinas de leishmaniose que se utilizam da tecnologia de
DNA, que foi relatado por Ramos et al. (2009), é a presenca de resisténcia a
antibidticos, condicdo na qual, a vacinacdo ndo € efetiva na estimulacdo imunologica,
necessaria para inducdo de protecdo, segundo o autor. Nesse sentido RAMOS et al.
(2009) conduziu um trabalho utilizando pORT-LACK/MVA-LACK, como antigeno,
na auséncia de resisténcia a antibioticos, os resultados apresentados ddo conta de um

acréscimo de resposta Th1l em detrimento a resposta Th2, que foi reduzida.

CONCLUSOES

As evidéncias terapéuticas recentemente esclarecidas para vacinas em caes
podem abrir novos horizontes no tratamento de leishmaniose canina, e dessa forma,
driblar as dificuldades atualmente encontradas, frente a indicacdo a eutandsia, para cées
positivados, fato que tem gerado transtornos com criadores de cdes e dificultado
avangos no controle da doenca.

O vetor da doenga tem sua distribuicdo principalmente, em regites de
temperaturas elevadas, dessa forma, a tecnologia das vacinas de DNA, que néo
necessitam de frio para conservacdo, pode representar também um avanco, para 0
controle da doenca.
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O entendimento que cdo é um elemento fundamental na epidemiologia da
leishmaniose visceral (antropozoonose), em seu ciclo urbano, e ainda considerando que
0s tratamentos existentes sdo potencialmente toxicos para o ser humano, ineficazes em
cdes, de custo elevado, e que o controle de vetores (moscas) € uma tarefa de dificil
realizacdo. O desenvolvimento de vacina preventiva e/ou terapéutica, que seja efetiva

em cdes, pode ser o mecanismo mais eficaz para o controle da doenca em humanos.
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