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Novos adjuvantes vacinais: importante ferramenta para
imunoterapia da leishmaniose visceral

New vaccine adjuvants: an important tool for immunotherapy
of visceral leishmaniasis

RESUMO

Atualmente, muitas das vacinas em desenvolvimento sdo aquelas compostas de proteinas antigénicas
individuais de parasitas ou uma combinagdo de varios antigenos individuais que sdo produzidos como produtos
recombinantes obtidos por técnicas de biologia molecular. Dentre elas a Leish-111f e sua variagdo Leish-110f tem
ganhado destaque na protegdo contra a LV e LC e alcangaram estudos de fase II em seres humanos. A eficacia
de uma vacina é otimizada pela adigdo de adjuvantes imunoldgicos. No entanto, embora os adjuvantes tenham
sido usados por mais de um século, até o momento, apenas alguns adjuvantes sdo aprovados para o uso em
humanos, a maioria destinada a melhorar a eficacia da vacina e a produg&o de anticorpos protetores especificos
do antigeno. Os mecanismos de agdo dos adjuvantes imunoldgicos séo diversos, dependendo da sua natureza
quimica e molecular sendo capazes de ativar células imunes especificas que conduzem a respostas imunes
inatas e adaptativas melhoradas. Embora o mecanismo de agdo molecular detalhado de muitos adjuvantes
ainda seja desconhecido, a descoberta de receptores Toll-like (TLRs) forneceu informagdes criticas sobre o
efeito imunoestimulador de numerosos componentes bacterianos que envolvem interagdo com receptores TLRs,
mostrando que estes ligantes melhoram tanto a qualidade como a quantidade de respostas imunes adaptativas
do hospedeiro quando utilizadas em formulagGes de vacinais direcionadas para doengas. O potencial desses
adjuvantes de TLR em melhorar o design e os resultados de vérias vacinas estd em constante evolugdo, a medida
gue novos agonistas sdo descobertos e testados em modelos experimentais e estudos clinicos de vacinagdo.
Nesta revisdo, é apresentado um resumo do progresso recente no desenvolvimento de proteinas recombinantes

de segunda geragdo e adjuvantes de TLR, sendo o foco principal nos TLR4 e suas melhorias.

Palavras-chave: proteinas recombinantes, adjuvantes, vacina, leishmaniose

ABSTRACT

Many of the vaccines in development are currently composed of individual antigenic proteins from parasites or
a combination of several individual antigens that are produced as recombinant products obtained by molecular
biology techniques. Among them, Leish-111f and its Leish-110f variation have gained prominence in protection
against LV and LC and already have Phase II clinical trials in humans. The efficacy of a vaccine is optimized by
the addition of immunological adjuvants. However, although adjuvants have been used for more than a century,
until present date, only a few adjuvants are approved for use in humans, most intended to improve vaccine
efficacy, the production of antigen-specific protective antibodies and an appropriate cell-immune response. The
mechanisms of action of immunological adjuvants are diverse depending on their chemical and molecular nature
being able to activate specificimmune cells leading to improved innate and adaptive immune responses. Although
the molecular mechanism of action of many adjuvants is still unknown, the discovery of Toll-like receptors (TLRs)
has provided critical information on the immunostimulatory effect of numerous bacterial components involving
interaction with TLR showing that these ligands improve both the quality as the amount of host adaptive immune
responses when used in vaccine formulations. The potential of these TLR adjuvants in improving the design
and results of many vaccines is in constantly evolution as new molecules agonists are discovered and tested in
experimental models and clinical trials as well. In this review, a summary of recent progress in the development
of second generation recombinant proteins and adjuvants of TLR is presented, being the main focus in TLR4 and

its improvements.
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INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca de curso cronico, causada
por protozoarios do género Leishmania e que, de acordo
com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), é uma das sete
doengas tropicais mais importantes e representa um grave
problema de saude mundial possuindo amplo espectro de
manifestagdes clinicas com resultado potencialmente fatal
(ALVAR et al., 2012; TORRES-GUERRERO et al., 2017).

Estima-se que mais de 90% dos casos de leishmaniose
visceral (LV) esta concentradaem Bangladesh, Brasil, Etiopia,
India, Nepal e Suddo (ORGANIZACION PANAMERICANA DE
LA SALUD, 2019). No Brasil, a LV é uma doenca emergente,
obtendo-se registro de casos em 21 estados da federacgdo,
sendo as principais areas endémicas localizadas nas regides
norte e nordeste devido principalmente as caracteristicas
econdmicas e culturais dessas populagdes, predominando
principalmente nos estados do Tocantins, Bahia, Ceard, Piaui
e Maranh&o (RATH et al., 2003; MINISTERIO DA SAUDE,
2019). Em 2017 a média anual de casos no pais foi de 4.103
casos humanos, com incidéncia de dois casos/100.000
habitantes, com maior ocorréncia na Regido Nordeste, e
no mesmo ano o Brasil notificou 327 débitos humanos de
LV, com maior registro na Regido Norte (MINISTERIO DA
SAUDE, 2019).

Atualmente poucos medicamentos estdo disponiveis
para o tratamento da leishmaniose e a maioria deles esta
em uso ha bastante tempo, dentre eles estdo o antimonial
pentavalente que foi a primeira classe de drogas aplicadas
ao tratamento da leishmaniose e que juntamente com a
miltefosine e paromomicina, constituem os principais
recursos disponiveis para a quimioterapia das leishmanioses
(ULIANA; TRINCONI; COELHO, 2017; RIBEIRO et al., 2018).

A OMS preconiza que as doses de antimoniais nado
devem ultrapassar 20 mg/kg/dia e devido as baixas
dosagens e tratamentos descontinuos, comecaram a
ocorrer falhas na terapia e consequente aumento das
formas resistentes de parasitas, e o aumento da dosagem
induz alta toxicidade. Mialgias, dores abdominais,
alteracGes hepaticas e disturbios cardioldgicos sdo efeitos
colaterais frequentemente associados ao uso destas drogas
(BALANA-FOUCE et al., 1998).

Devido a falta de tratamentos eficazes e a resisténcia
do parasita aos farmacos disponiveis, esforgos
consideraveis foram dedicados ao desenvolvimento
de vacinas e, embora estudos iniciais tenham sofrido
com efeitos colaterais desagradaveis, resultando em
complicacBes clinicas, varios antigenos de Leishmania
foram explorados como candidatos promissores para uma
vacina. Esses antigenos incluiam parasitas de Leishmania
mortos ou vivos atenuados (primeira geracdo), proteinas
recombinantes de Leishmania (segunda geragdo), DNA
codificador de proteinas Leishmania (terceira geragdo) e
imunomoduladores (ABDIAN et al., 2011; ARAUJO et al.,
2011; NAGILL; KAUR, 2011; SINGH; KUMAR; SINGH, 2012;
ALVAR et al., 2013; KUMAR; ENGWERDA, 2014; GRADONI,

2015).

Dessa forma, o objetivo desta revisdo foi trazer
informagOes atualizadas sobre a o desenvolvimento de
antigenos de Leishmania capazes de conferir protecdo
contra a leishmaniose, bem como a utilizagdo de adjuvantes
capazes de modular e potencializar a resposta imune.

REVISAO DE LITERATURA

A leishmaniose é um espectro de manifestagées clinicas
causadas por diferentes espécies de Leishmania, que sdo
parasitas intracelulares com ciclo de vida complexo que
requerem um hospedeiro susceptivel e um vetor permissivo
(AKHOUNDI et al., 2016; TORRES-GUERRERO et al., 2017).
Assim, as leishmanioses podem assumir diferentes formas
clinicas que sdo englobadas em dois principais grupos: a
Leishmaniose Visceral (LV) e a Leishmaniose Tegumentar
(LT), onde a LV geralmente afeta o baco, figado ou outros
tecidos linfoides e, se ndo for tratada, é fatal (MURRAY et
al., 2005; ANTINORI; SCHIFANELLA; CORBELLINO, 2012).

Ja a LT pode ser classificada com base em seus aspectos
clinicos, patoldgicos e imunoldgicos em leishmaniose
cutanea localizada, quando o paciente apresenta lesGes
ulcerosas indolores Unicas ou multiplas; a cutaneomucosa,
caracterizada por lesdes mucosas agressivas nas regides
nasofaringeas ou ainda como cutanea difusa, que se
apresenta em lesGes nodulares ndo ulceradas espalhadas
pelo corpo (GHARBI et al., 2015).

Os parasitas do género Leishmania (ROSS, 1903)
sdo flagelados da Familia Trypanosomatidae, Ordem
Kinetoplastida, Filo Protozoa e incluem varios protozoarios
obrigatérios de seres humanos e mamiferos domésticos e
selvagens. Com base na localizagdo no intestino do vetor,
(LAINSON; RYAN; SHAW, 1987) distinguiram em dois
subgéneros: Leishmania (que inclui o complexo donovani,
tropica, major, aethiopica, mexicana), que se replica
no intestino médio e o Viannia (que inclui o complexo
braziliensis, guyanensis, lainsoni, naifi), que se replica no
intestino posterior (READY, 2013; GHARBI et al., 2015).

Atransmissdo dos protozoarios desse género se da entre
hospedeiros humanos e animais pela picada de fémeas de
flebotomineo infectadas no ato do repasto sanguineo, sendo
estas pertencentes ao género Phlebotomus, encontrado
no “Velho Mundo”, que inclui Europa, Asia e Africa e
Lutzomyia, nas Américas (MAROLI et al., 2013; MCGWIRE;
SATOSKAR, 2014), onde de aproximadamente 900 espécies
de flebotomineos, em torno de 70 tem sido implicada na
transmissdo da leishmaniose (READY, 2013). No Brasil, o
principal vetor envolvido na transmissdo do parasita sdo
flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis, mas no
Estado do Mato Grosso do Sul (MS) ja se tem registrado
transmissdo através da espécie Lutzomyia cruzi (BRITO et
al., 2014; FERNANDES et al., 2017).

Em humanos (KAYE; AEBISCHER, 2011), camundongos
(LIEW; O’'DONNELL, 1993) e cdes (KOUTINAS; KOUTINAS,
2014; HOSEIN; BLAKE; SOLANO-GALLEGO, 2017;
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PEREIRA-FONSECA et al., 2017), a imunidade protetora
contra a leishmaniose depende do desenvolvimento de
respostas imunes mediadas por linfécitos T CD4+, tipo
T Helper 1 (Thl), caracterizadas pela produgdo inicial de
Interluecina-12 (IL-12) pelas células apresentadoras de
antigenos (APCs), que induzem a secregdo de interferon
gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a)
(RODRIGUES et al.,, 2016; HOSEIN; BLAKE; SOLANO-
GALLEGO, 2017; PEREIRA-FONSECA et al., 2017), estas por
sua vez, induzirdo a ativagdo dos mecanismos microbicida
dos macréfagos.

Com a produgdo de oxido nitrico (NO) e espécies
reativas de oxigénio (ROS), que sdo altamente eficazes na
morte de formas amastigotas intracelulares (KAYE; SCOTT,
2011; PEREIRA-FONSECA et al., 2017), enquanto a resposta
imune mediada por células de perfil Th2 e predominio de
linfécitos T CD8+ (KAYE; SCOTT, 2011; RODRIGUES et al.,
2016), com producdo de citocinas anti-inflamatoérias, como
a IL-4, IL-10, IL-13 e fator transformador de crescimento
(TGF)-B, com resposta humoral exuberante, esta
relacionada a doencga progressiva (KOUTINAS; KOUTINAS,
2014; RODRIGUES et al., 2016; HOSEIN; BLAKE; SOLANO-
GALLEGO, 2017; TORRES-GUERRERO et al., 2017).

O sistema imune inato tem mecanismos especificos
para reconhecer rapidamente o parasita. Um componente
importante do reconhecimento de patégenos compreende
a familia de receptores Toll-like (TLRS), que s&o receptores
de reconhecimento de padrdes (PRRs) e sdo responsaveis
por detectar padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs) de varios grupos de microrganismos (OSPELT;
GAY, 2010), incluindo Leishmania spp. (TUON et al.,,
2008; CHAUHAN et al., 2017) e que reconhecem Padrdes
Moleculares Associados a Danos (DAMPSs), que s&o proteinas
derivadas do hospedeiro (MIYAKE, 2007; PICCININI;
MIDWOOD, 2010) na inflamagdo crénica, desencadeando
uma cascata de reagdes imunes (FUKATA; VAMADEVAN;
ABREU, 2009). Até o momento, 13 TLRs foram descritos
em mamiferos. Dez TLRs s&o expressos em humanos, 12
em camundongos (CHAUHAN et al., 2017) e 10 em cdes
(CUSCO et al., 2014).

Antigenos contra leishmania

A quimioterapia é a principal forma de controle das
Leishmanioses. Atualmente ndo existe nenhuma vacina
disponivel para seres humanos e em cdes as vacinas
existentes ndo possuem boa eficacia. No Brasil o Ministério
recomenda apenas como medida de protegdo individual
para cdes a vacinagao contra L. infantum. Nesse respeito,
a vacina Leish-Tec®, do laboratério Hertape Calier Salde
Animal é a utilizada no pais, registrada e aprovada a
sua utilizacdo pelo MAPA e MS, em que apenas animais
soronegativos podem ser vacinados (MINISTERIO DA
SAUDE, 2019), entretanto a vacina ndo protege cem por
cento dos cdes, portanto animais vacinados podem adquirir
a infeccdo e tornarem-se portadores infectantes para o

vetor.

Varios antigenos candidatos foram propostos nas
Ultimas décadas (KUMAR; ENGWERDA, 2014), alguns
mostraram ser imunogénicos e conferiram protecdo
contra Leishmania em modelos de roedores. No entanto, a
maioria deles foi descartada depois de provar ser ineficaz
em grandes animais (GRADONI et al.,, 2005; KUMAR;
ENGWERDA, 2014).

Como resultado da pesquisa sobre o desenvolvimento
de vacinas contra a LVC, o Brasil tornou-se o primeiro pais
do mundo a oferecer vacinas disponiveis comercialmente
para imunizar cdes (FERNANDES et al., 2014). Em 2014,
duas vacinas disponiveis comercialmente foram licenciadas
pelo Ministério da Agricultura para uso em cdes: Leish-
Tec® (Hertape SA, Juatuba, Brasil), que contém uma
proteina amastigota recombinante especifica para o
estagio de diferentes espécies de Leishmania (rA2) mais
saponina como adjuvante (COELHO et al., 2003; ZANIN et
al., 2007; FERNANDES et al., 2008; CARVALHO et al., 2018)
e a Leishmune® (Zoetis, Campinas, Brasil), composto de
glicoproteinas semi-purificadas do ligante fucose manose
(FML) de Leishmania donovani e saponina (SILVA et al.,
2000; BORJA-CABRERA et al., 2002; PARRA et al., 2007).

No entanto, em novembro de 2014, o Ministério
da Agricultura do Brasil suspendeu a licenca proviséria
concedida a vacina Leishmune® por ndo atender totalmente
aos requisitos de um ensaio clinico de vacina de fase III
(DE MENDONCA et al., 2016). Em um estudo prospectivo
(FERNANDES et al., 2014), 92,9% dos caes imunizados com
Leish-tec® permaneceram saudaveis durante o periodo de
11 meses de acompanhamento. J& no estudo de fase III
randomizado, realizado em cdes de uma area endémica
no estado de Minas Gerais, foi observado que a vacina
possui uma eficacia de 80,8% e uma reducdo de 46,6%
na transmissdo para flebotomineos alimentados de cdes
vacinados durante o xenodiagnoéstico (REGINA-SILVA et al.,
2016). Ja estudos avaliando a Leishmune® como uma vacina
profilatica em cdes expostos a infeccdo natural mostraram
taxas similares de resultados clinicos, variando de 83,3%
(DE AMORIM et al., 2010) a 95% (BORJA-CABRERA et al.,
2002). Dessa forma, o sucesso das vacinas contra a LVC
encoraja os cientistas para o desenvolvimento da vacina
contra a leishmaniose humana.

Nas ultimas décadas, as vacinas de segunda geragdo
passaram a ser amplamente utilizadas e sao baseadas
na definicdo de subunidades sintéticas ou recombinantes
geneticamente modificada de Leishmania sp., através de
bactérias recombinantes ou de virus que carreiam genes do
antigeno de Leishmania (CONNELL et al., 1993; MCMAHON-
PRATT et al., 1993) e nas fragdes nativas purificadas dos
parasitas (PALATNIK et al., 1989; JARDIM et al., 1991;
RACHAMIM; JAFFE, 1993).

Vérias proteinas de Leishmania foram identificadas,
com base na abundancia e localizacdo de superficie
(HANDMAN et al.,, 1986), clones de células T, triagem
de pools de antigenos (MELBY et al., 2000) e selegdo de

HU Revista, Juiz de Fora, v. 44, n. 3, p. 401-410, jul./set. 2018

403



sao com soros de animais e humanos infectados (REED;
BADARO; LLOYD, 1987; SKEIKY et al., 1995a, 1998; WEBB
et al., 1996, 1998; RAFATI et al., 2001). Estes incluem a
glicoproteina 63 (gp63), glicoproteina 46 da membrana
(gp46, também conhecida como M-2), ligante fucose manose
(FML), homdlogo de receptores Leishmania para C quinase
ativada (p36/LACK), NH36, quimera Proteina Q, proteinase
cisteina B (CP), antigenos CPA, GRP78, LD1, proteina de
superficie acilada hidrofilica B1 (HASPB1), LCR1, proteina
salivar 15 (SP15), antigeno de superficie promastigota 2
(PSA-2), A-2, histona H1, fator de alongamento e iniciagdo
de L. brasiliensis (LeIF), homodlogo de L. major da proteina
indutivel por estresse eucariota-1 (LmSTI1), homodlogo de
L. major do antioxidante especifico de tiol eucaridtico (TSA)
e Leish-111f (NAGILL; KAUR, 2011; JAIN; JAIN, 2015).

Com uma ampla colecdo de antigenos de Leishmania,
é improvavel que uma vacina ideal contra a leishmaniose
consista em um Unico antigeno. Entdo, varios autores
tem buscado selecionar antigenos com capacidade para
proteger camundongos e primatas, e testar combinagdes de
antigenos em modelos profilaticos e terapéuticos (COLER;
REED, 2005). Das muitas proteinas testadas, trés das que
apresentaram melhor resposta (TSA, LmSTI1 e LelF) para
a leishmaniose, foram selecionados para inclusao em uma
vacina baseada em subunidades (SKEIKY et al., 2002).

Estudos anteriores utilizando essas proteinas em
combinacdo ou isoladas, demonstraram que uma mistura
de TSA e LmSTI1 foi responsavel por induzir uma boa
protecdo em modelos primatas e murinos, na forma de
vacina profilatica para a leishmaniose cutdnea (CAMPOS-
NETO et al., 2001). O terceiro componente, LelF, mostrou
conferir protecao parcial no modelo BALB/c como vacina
terapéutica, uma propriedade atribuida a sua atividade
adjuvante promotora de resposta do tipo Thl (PROBST et
al., 1997; SKEIKY et al., 1995a, 1998; BORGES et al., 2001).

No entanto, do ponto de vista pratico, uma vacina que
consiste em multiplas proteinas recombinantes seria dificil
e cara de fabricar, sendo entdo construida uma proteina
de fusdo recombinante de 111kDa, denominada Leish-111f
(conhecida também como Leish-F1 ou MML), composta de
uma unica poli proteina recombinante que compreende as
sequéncias de trés proteinas geneticamente ligados em
série (na ordem TSA - LmSTI1 - LelF) que estdo presentes
nas formas amastigota e promastigotas do parasita e
sdo altamente conservadas entre espécies do género
Leishmania, que é um requisito para assegurar a protegdo
entre espécies (SKEIKY et al., 1995b, 1998; WEBB et al.,
1996, 1998) surgindo como candidato promissor a uma
vacina de segunda geragao.

A formulacdo da poli proteina recombinante Leish-111f
em formulagdo com Monofosforil lipidio A mais emulsdo de
esqualeno (MPL-SE) demonstrou proteger ratos, hamsters e
macacos rhesus contra LV e LC (SKEIKY et al., 2002; COLER
et al., 2007), embora ndo protegesse consistentemente os
cdes contra a LV (GRADONI et al., 2005; MORENO et al.,
2007; MIRET et al., 2008). Dessa forma, a Leish-111f foi
a primeira vacina de subunidade para leishmaniose que

alcancgou estudos clinicos de fase I e II em seres humanos
(VELEZ et al., 2009; LLANOS-CUENTAS et al., 2010;
NASCIMENTO et al., 2010; CHAKRAVARTY et al., 2011).

Posteriormente, outras modificacbes a proteina de
fusdo Leish-111f foram feitas para simplificar a fabricagdo;
as melhorias do processo incluiram a remogdo do marcador
seis-His N-terminal e a mutagcdo de um ponto quente
proteolitico para reduzir a degradacdo proteica. A nova
construgdo de 110kDa foi nomeado Leish-110f (conhecida
também com F2) (VEDVICK et al., 2008).

Outro grande avango no desenvolvimento de vacinas
candidatas contra a leishmaniose, assim como outras
doengas que requerem respostas de células T potentes
e dirigidas, ocorreu com a identificagdo de adjuvantes
capazes de induzir respostas Thl. A descoberta de que
agonistas apropriadamente formulados do receptor do
tipo Toll-like (TLR) podem estimular respostas imunes
Thl tem impactado profundamente o desenvolvimento de
vacinas contra patdgenos intracelulares como Leishmania
(BETHONY et al., 2011).

Adjuvantes imunoldgicos

O termo adjuvante originou-se da palavra latina
adjuvare que significa ajudar (SCHIJNS, 2000). Qualquer
material que aumente ou ocasione resposta imune a
um antigeno é considerado um adjuvante. Adjuvantes
sdo substancias imunopotencializadoras, podendo ser
compostos naturais ou sintéticos. O uso de adjuvantes em
vacinas € particularmente importante quando o antigeno
possui baixa imunogenicidade. Isto se aplica para antigenos
constituidos por subunidades de peptideos e peptideos
recombinantes, cuja estrutura e conformagdo sao menos
complexas que virus e bactérias intactos inativados. A
utilidade de um adjuvante é dependente de sua seguranca
e capacidade em estimular a imunidade por longos periodos
(CHIN; GIL, 1998).

Os adjuvantes sdo usados para ajudar o antigeno
a desencadear uma resposta imune rapida, intensa e
duradoura utilizando a menor quantidade de antigeno
possivel (GUPTA; SIBER, 1995; HE et al., 2000), podendo
assim diminuir custos na producgdo de vacinas.

Os adjuvantes de vacina sdo criticos para o
desenvolvimento efetivo de respostas protetoras com
muitos antigenos. Os adjuvantes do agonista do receptor
do tipo Toll-like (TLR) sdo particularmente promissores,
pois envolvem o sistema imune inato para estimular uma
resposta imune adaptativa mais forte e duravel (REED;
ORR; FOX, 2013).

Os TLRs participam do controle de infecgGes pela
regulacdo da resposta imune inata mediada por padroes
moleculares associados ao patdgeno (PAMPs), como
glicolipidios, peptidoglicanos e lipopeptideos, comuns em
um grande grupo de microrganismos e sdo responsaveis
por mediar as respostas imunes pela produgdo de fator de
necrose tumoral-a (TNF-a), IL-12 e éxido nitrico (NETEA et
al., 2004; JAIN; JAIN, 2015).
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Os TLRs sdo divididos em dois subgrupos, dependendo
da sua localizagdo celular e dos respectivos ligantes de
PAMPs. Um grupo é composto por TLR1, TLR2, TLR4, TLR5,
TLR6 e TLR11, que sdo expressos na superficie celular e
reconhecem principalmente componentes da membrana
microbiana, como lipidios, lipoproteinas e proteinas; o
outro grupo é composto de TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9, que
sdo expressos exclusivamente em vesiculas intracelulares,
como o reticulo endoplasmatico (RE), endossomos,
lisossomos e endolisossomos, onde reconhecem os acidos
nucléicos microbianos (MOGENSEN, 2009; KAWAI; AKIRA,
2010). O ligante para o TLR10 é desconhecido (KAWAI;
AKIRA, 2010).

Desde entdo, ligantes para TLR7/8 (Imiquimod,
Resiquimod) (VASILAKOS; TOMAI, 2013), TLR9 (CpG)
(SCHEIERMANN; KLINMAN, 2014; SHIROTA; KLINMAN,
2014), TLR5 (Flagellin) (MIZEL; BATES, 2010) e TLR 4
(ALVING et al., 2012; IRETON; REED, 2013; REED; ORR;
FOX, 2013) foram avaliados pré-clinicamente como
componentes de adjuvantes de vacinas.

Dos 11 membros da familia TLR, o TLR4 e o TLR9
contribuem principalmente na resposta imune contra a
infeccdo por Leishmania. Também foi sugerido que esses
dois TLRs desempenham um papel possivel no mecanismo
antileishmanial da miltefosine. Assim, esses receptores
também poderiam ser fatores importantes na concepgdo
da vacina candidata adequada contra a infecgdo por
Leishmania, bem como no sistema de liberagdo direcionada
de drogas para o tratamento da leishmaniose (SAHA;
MUKHOPADHYAY; CHATTERJEE, 2011; MUKHERIJEE et al.,
2012).

O agonista de TLR4 mais conhecido € o lipopolissacarideo
(LPS) que se apresenta na membrana externa das bactérias
Gram-negativas, apresentando muitos efeitos adversos e
para superar esses efeitos adversos, foram introduzidas
variagcdes modificadas do LPS, cada uma com caracteristicas
Unicas e potencial de ativagcdo de TLR4, incluindo derivados
biolégicos da molécula LPS original, como o monofosforil
lipideo A (MPL) (COLER et al., 2011), bem como substitutos
totalmente sintéticos. O MPL é um derivado do LPS obtido a
partir da Salmonella minnesota R595 (BALDRIDGE; CRANE,
1999) e exibe apenas ~ 0,1% da toxicidade inflamatéria do
LPS (QURESHI et al., 1997; EVANS et al., 2003). Quando
usado como adjuvante, o MPL aumenta as respostas
imunoldgicas especificas do imundgeno, promovendo o
desenvolvimento de células T CD4+ Thl (REED et al., 2009).

Moléculas de segunda geragdo que sdo sintéticas e alvo
para TLR4 também estdo sendo desenvolvidas. Algumas
delas, como os agonistas sintéticos glicopiranosil lipidico
(GLA, também chamado de PHAD ou MPLA sintético) (FOX
et al., 2017) e o adjuvante lipidico de segunda geragdo
(SLA) estdo sendo desenvolvidas pelo Infectious Disease
Research Institute (IDRI) e se mostraram promissores
em estudos pré-clinicos e clinicos em seres humanos
(ANDERSON et al.,, 2010; COLER et al., 2011; LOUSADA-
DIETRICH et al., 2011).

O GLA é um analogo sintético do Lipideo A e é baseado

simplesmente na estrutura da molécula natural (COLER et
al., 2011; LOUSADA-DIETRICH et al., 2011). Depois que a
estrutura do complexo humano MD2/TLR4 foi publicada
(PARK et al., 2009), o uso dessa estrutura foi utilizado para
projetar um novo agonista. O SLA foi desenvolvido in silico
(CARTER et al., 2016) através de modificagdo racional das
cadeias acilares terminais do GLA (COLER et al., 2011), uma
molécula precursora agonistica de TLR4 atualmente em
desenvolvimento clinico de fase II (PAES et al., 2016). O SLA
foi desenvolvido para se encaixar melhor no receptor MD2/
TLR4 humano e parece ter algumas propriedades benéficas
em termos de induzir citocinas de perfil Thl, enquanto
mantém baixos niveis de citocinas anti-inflamatdrias (FOX
et al., 2017).

A molécula resultante, SLA, tem varias propriedades
desejaveis e foi desenvolvida através de ensaios clinicos em
humanos (BALDWIN et al., 2016; PAES et al., 2016). Nesses
estudos, a molécula de SLA foi capaz de induzir respostas
adaptativas mais robustas em humanos do que agonistas
de TLR4 similares, e tornou-se um dos principais candidatos
para algumas indicagGes de vacinas em humanos (CARTER
et al., 2016; FOX et al., 2017).

Como os TLRs sdo os primeiros receptores inatos que
reconhecem a Leishmania, uma terapia direcionada por
TLR possui um forte potencial. Da mesma forma, como os
ligantes TLR aumentam a resposta imune, eles podem ser
usados como adjuvantes nas estratégias profilaticas, sendo
essa interagao entre Leishmania e TLR de grande interesse
e foco de pesquisa (CHAUHAN et al., 2017).

DISCUSSAO

O objetivo final da vacinagdo é gerar protegdo contra
doengas. Tal imunidade protetora requer a indugdo de
diferentes respostas do hospedeiro que sdo induzidas
usando formulagdes de vacina contendo antigenos e
adjuvantes apropriados.

Com o avango do desenvolvimento e identificagdo
de antigenos de superficie de Leishmania e a capacidade
de criacdo de proteinas recombinantes por métodos
moleculares combinando dois ou mais antigenos, ocorreu
uma expansdo da producdo de vacinas de segunda
geragdo que passaram a impactar profundamente na
estratégia vacinal para a leishmaniose visceral, gerando
o desenvolvimento e melhoria desses antigenos (COLER;
REED, 2005; REZVAN; MOAFI, 2015).

Os adjuvantes por sua vez sdo componentes
importantes das vacinas e podem influenciar os resultados
da vacinagao, particularmente direcionando as respostas
imunes do hospedeiro para a imunidade de células T
auxiliares diferentes e aumentando tanto a qualidade
como a quantidade de resposta imune contra os antigenos
(STEINHAGEN et al.,, 2011; RAMAN et al.,, 2012). No
entanto, as principais preocupagdes no desenvolvimento
de adjuvantes de vacinas incluem sua seguranga e
eficiéncia. Embora o desenho da vacina ainda seja bastante
empirico, 0os avangos recentes na pesquisa imunoldgica
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expandiram nossa compreensao dos mecanismos de agao
de vérios adjuvantes e melhoraram muito as chances de
desenvolvimento bem-sucedido de intervengdes seguras
e eficazes para prevenir e tratar uma série de doengas
humanas por meio da modulacdao de respostas imunes do
hospedeiro (RAMAN et al., 2012; TOUSSI; MASSARI, 2014).

A descoberta de TLRs e seu papel na modulagdo da
imunidade inata e adaptativa levou a exploragdo de seus
ligantes como moduladores imunoldgicos, devido a sua
capacidade de induzir ativagdo especifica de células imunes
e influenciar a imunidade adaptativa do hospedeiro.
A vantagem dos adjuvantes TLR ndo é apenas na sua
capacidade de induzir preferencialmente respostas Thl ou
Th2 e desenvolvimento de células T CD4 + ou CD8 +, mas
também para modular a ativacdo de células B e aumentar
a secrecdo de anticorpos para antigenos imunogénicos,
melhorando a qualidade e quantidade de produgdao de
anticorpos especificos (RAMAN et al., 2012; TOUSSI;
MASSARI, 2014).

CONCLUSAO

O aumento do uso de proteinas recombinantes
levara inevitavelmente a um maior uso de adjuvantes. A
partir do exame critico de um grande nimero de vacinas
candidatas exploradas para leishmaniose visceral, pode-
se concluir que as vacinas de segunda geragao, baseadas
em proteinas recombinantes, podem ser capazes de
conferir protecao de longo prazo contra a leishmaniose
visceral. Da mesma forma, os resultados nas respostas
imunes humorais e celulares de varias pesquisas apoiam
fortemente a possibilidade da vacina antileishmanial. O uso
de novos sistemas de administragdo de farmacos, adjuvante
adequado ou combinacdo de dois ou mais antigenos de
Leishmania pode facilitar o desenvolvimento de uma vacina
promissora. Além disso, pesquisas mais sistematicas e
bem planejadas sdo necessarias para investigar possiveis
candidatos a antigenos para o desenvolvimento de uma
vacina cada vez mais segura e eficaz contra a leishmaniose
visceral.
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